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C ULTIVO  DEL M. TUBERCULOSIS EN EMBRIONES
DE POLLO

Influencia de la presión atmosférica sobre la virulencia
del germen

"U n  modesto joven se d irig ía , en pleno verano, desde 
Hamburgo, su c iudad nata l, a Davos-Plotz, en el cantón de 
los Grisones. Iba a llí o hacer una v is ita  de tres semanas. .

Tal es el p rincip io de lá historia de Hans Castorp, "e ' 
lindo burguesito de la pequeña mancha húm eda", que v iv ió  
siete años en el sanatorio.'

Y  como su h istoria, decenas y decenas se sucedieron, 
aunque nunca fueron  contadas: simplemente reposarán en ío j 
archivos sus historiales clínicos, reforzando la trad ición y  la 
esperanza. . . .

Por muchos años, miles de enfermos han concurri­
do a los sanatorios púra tra tam ientos dé montaña, en 
Da vos, a 1660 m, y en Arosa, a 1890 m. sobre el nivel 
del mar. La evolución aparentemente favorable de la t u ­
berculosis, con dichos tratam ientos, parece depender, 
según varios trabajos experimentales realizados en el 
presente siglo, de la in fluencia  de las bajas tensiones de 
oxígeno existentes en las grbrides a ltu ra s /A l menos, en 
este sentido hacen pensar las observaciones " in  y itro "  
sobre el comportam iento del bacilo bajo condiciones de 
oxígeno restringido. Tiene todavía que hacerse la com­
probación experimental " in  v ivo", a pesar de que mu­
chos trabajos con anímales de laboratorio, son ya bas­
tante  definidos y concluyentes. En 1939, en una confe­
rencia de la "Asociación C lín ica " de Rotterdam, se ha



hablado de la posibildad de beneficiar a los enfermos 
tuberculosos en tra tam iento , manteniéndoles en locales 
con baja concentración de oxígeno (1 ).

En el presente traba jo , se tra ta  de aprovechar de 
ijn  medio muy valioso de investigación, el embrión de 
pollo, para conocer algo sobre el comportam iento del ba­
cilo  tuberculoso, bajo las condiciones especiales de que 
podemos disponer en nuestro ambiente. Es decir u t i l i ­
zando este huésped capaz de reaccionar dando respues­
tas uniformes dentro de condiciones uniformes, se tra ta  
de establecer las diferencias que pueden existir en la his- 
topatología de la enfermedad experimental, en dos d i­
ferentes a ltitudes: Guayaquil y Quito.

CAPITU LO  I

INTRODUCCIO N.— SOBRE LA FISIOLOGIA DEL 
MYCO. TUBERCULOSIS H O M IN IS

1— Constitución Química.

Estas células bacterianas tienen una constitución 
s im ila r en general, a las células de cualquier otro orga­
nismo vivo, con ciertas características que las acercan 
más a los hongos .La composición quím ica exacta es d i­
fíc il de establecer, particu larm ente debido a que varía 
con la composición del medio en que se desarrolla; por 
lo mismo, no puede sorprender que el conocim iento que 
se tiene sobre el asunto, sea harto fragm entario  e in ­
completo. Este conocim iento se ha realizado a p a rtir del 
estudio de masas m ultifo rm es de cultivos, debido al sin­
número de factores de orden técnico que no pueden ser 
repetidos con exactitud de un investigador a otro. N atu ­
ralmente, la diferencia de constitución quím ica entre 
dos cultivos e incluso dos cepas de una misma especie, 
es mucho menor que la diferencia entre dos especies o 
dos géneros: de aquí la posibilidad de establecer los gru­
pos taxonómicos.

Se adm ite que el bacilo tuberculoso está constituí-



do por 85%  de agua, substancias minerales, en parte en 
combinaciones orgánicas, y substancias orgánicas. De 
su peso en seco, +  9%  es nitrógeno, 51 % carbono. Da 
lugar a 8 o 9%  de cenizas (2, 3, 4 ) .

o— Substancias minerales, vqrían cuantita tivam en­
te con la composición del medio de cultivo. La mayor 
parte de cenizas está constitu ida por ácido fosfórico 
(P 2 0 5 ), del que se encuentra de 43 a 47%  (en la ma­

yoría de especies bacterianas, 10— 4 5 % ). Entre los 
constituyentes minerales se han identificado sodio, po­
tasio, calcio, magnesio, hierro, s ilic io, iones S03 y Cl. En 
combinaciones orgánicas, el fósforo interviene en la 
constitución de ácidos nucleicos, fosfolípidos y núcleo- 
proteínas; el magnesio está en combinación con el áci­
do ribonucleico, que parece ser el responsable de la Gram 
positiv idad bacteriana ( " )  ( 2 ,4 ) .

b— Polisacáridos. Del Myco. tuberculosis se hún 
aislado complejos polisacáridos, unos desprovistos de n i­
trógeno y fósforo que liberan glucosa en hidrólisis, y 
otros que los contienen y dan lugar a azúcares, amino- 
azúcares y ácidos orgánicos de cadena corta (2 ,4 ) .  Una 
considerable cantidad de carbohidratos está en com bina­
ción con lípidos.

c— -De los Lípidos, en una proporción variables es­
tán firm em ente ligados en los complejos celulares y son 
d ifíc ilm en te  extraídos por los solventes neutros. Por ex­
tracción fraccionada con alcohol-éter y luego c lo ro fo r­
mo y acetona, se ha logrado separar el m ateria l lipoideo 
en tres fracciones: glicéridos, fosfátidos y ceras clorofor- 
mosolubles. El extracto alcohol-etéreo contiene todavía 
una considerable cantidad de polisacáridos. De las célu­
las to ta lm ente  desgrasadas por los solventes neutros, es 
posible separar un .15% más de lípidos, empleando una 
m ezcla acid ificada de alcohol y éter. En to ta l el conte­
nido de lípidos del Myco. tuberculosis humano es 40%

( " ) — En rigor no se puede decir que el bacilo tuberculoso és Gram positivo 
porque una vez coloreado con los colorantes básicos, no se decolora con alcohol 
se haya o no tratado con iodina ( 5 ) .  <
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de la materia orgánica; estos lípidos son ácidos grasos 
libres grasas neutras, ceras y fosfolípidos que dan por 
hidrólisis mañosa e inositol.

Es interesante anotar que él contenido to ta l de lí- 
pidos en é í tipo humano dél Myco. es mdyor que en los 
saprofitos ácido-resistentes, y al revés, el contenido to ta l 
de polisacáridos es moyor en los saprofitos que en el de 
tipo humano (4 ).

Los ácidos grasos libres form an el bulto del tota i 
de lípidos. Junto a los más comunes (palm ítico, esteá­
rico, oleico, láuricó, rnirístico, tetrüfcosánico, cerótico, 
linoleico, butírico, coprbido) se encuentran dos ácidos 
dé carácter' específico: el ácido tubérculosteárico y el 
ácido ftio ico, el primero ópticamente inactivo e isóme­
ro del ácido éstéaricó y el segundo ópticamente activó, 
isómero del ácido cerótico (2, 4 ) . '

Las grasas neutras son ésteres de los ácjdos grasos 
de más a lto  peso molecular. No hay ésteres con el g li- 
cerol. ■ y

Las ceras dan lugar por saponificación a pequeñas 
cantidades de ácidos grasos bajos. Cuando purificadas, 
las ceras se separan en dos fracciones: la uná "cera blan­
da", es Un complejo g licérido; la otra, "cerd pura", libe­
ra por hidrólisis un 56%  de cera insapqnif¡cable que co­
rresponde a los altos alcoholes de los primeros autores o 
a los hidróxi-metoxi-ácidos, que tienen la propiedad de 
ácido-resistencia, (ácido m icólico entre e llo s ). ( .

Está segunda fracción contiene también polisacári- 
dós que libéran pór hidrólisis, mañosa, d-arabinosa^ ga­
lactosa. -

Los fosfátidos dél‘ bacilo tuberculoso contienen npás 
o menos 3%  de fósforo y 1 %  de nitrógeno (la lecitina 
contiene 4 y 1 .8%  respectivam énfe).

Esta constitución particu la r del bácilo le confiere 
ciertas propiedades típicas. Así, el Myco. tuberculosis, 
es d ifíc ilm ente  coloréable y una vez teñido, d ifíc ilm ente

( " ) — El llam ado "co rd  fa c to r" , p rincip io tóxico del bacilo viru lento , está 
íntimamente relacionado con este ácido.
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decolorable. Esta propiedad ácido-resistencia, se a tribu ­
ye a la a lta  concentración de lípidos que es también res­
ponsable del carácter hidrofóbico de la superficie celu­
lar, que ocasiona el crecim iento superficia l y en grumos 
en los medios líquidos, y fina lm ente, da lugar a tipos es­
peciales característicos de reacción en el te jido  huésped 
Esta sola característica estructural es tam bién responsa­
ble del comportam iento frente a los medios antibacte­
rianos, d iferente del de bacterias no ácido-resistentes, y 
de la especial resistencia del bacilo frente a ácidos y á l­
calis fuertes que se u tilizan  en la práctica para tra ta r 
m ateriales patológicos contaminados ( " ) .

d-— Los Prótidos, en el bacilo tuberculoso se han 
denominado genéricamente tubérculo-proteínas. Se reco­
nocen diferencias entre las del bacilo dé tipo  humano y 
las de bacilos bovino, aviar o saprofito. Las tubérculo- 
proteínas son hidrosolubles. Se han aislado dos o tres ti 
pos de ellas, de las cuales por lo menos una es el p rinc i­
pio activo de la tuberculina; estas proteínas son muy 
complejas y tienen diferente constitución quím ica y ca ­
racterísticas inmunológicas entre sí.

Se han separado por lo menos tres diferentes com­
ponentes antigénicos de las proteínas del bacilo huma-

( " ) — Poseen ácido-resistencia la vo lu tina , ciertas inclusiones lipoideas dei 
género Bacillus, sndósporos y  algunas especies de Actinomyces. La elección del 
agente d iferenciador depende del grado de ácido-resistencia: para el bacilo  t u ­
berculoso, se puede emplear ácidos minerales fuertes. Según Lamanna ( 6 ) ,  la 
resistencia reside en la mayor solubilidad del fenol y del colorante en los cons­
tituyentes celulares, que en el agente decolorante. Se a tribuye esta propiedad a!
m ateria l lipoideo que contiene en su in te rio r; es más pronunciada en la mem • 
brana citop lasm ática y en los gránulos internos celulares. La antigua creencia 
de que existe una cápsula cerosa al rededor de la célula se ha demostrado fa ls a 1 
desde los trabajos de Knaysi en 1.929 ( 7 ) .  Se han aislado grasas neutras, ceras 
y  ácidos grasos ácido-resistentes. A  p a rtir de la "cera  insaponif¡cab le", se ha a is­
lado el ácido m icólico, fuertem ente ácido-resistente ( 4 ) .  No se conoce ía re la ­
ción exacta entre el colorante y  el substrato, pero es fundam ental la integridad
ce lu lar para que se mantenga esta propiedad ( 8 ) .  De todos modos se puede de­
c ir que el substrato ácido-resistente es un producto m etabólico y  se puede evita r 
su acum ulación empleando medios de cu ltivo  apropiados, sin pérdida de v iru ­
lencia y  Gram - f . En el te jido  anim al los bacilos pueden perder la ácido-resis- 
tencia quedando Gram + ,  (2, 7 ) .
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no. Entre las fracciones, la llamada PPD-b3 (Purified 
Protein D erivative), parece responsable de la reacción 
tuberculín ica y tiene un peso molecular 16.000, con 
4 .4%  de sacáridos y 3%  de ácido nucleico. Ruppel en
1.898 comunicó 23 %  de nucleoproteínas en el bacilo de 
Koch (9 ).

e— Entre los Productos Metabólicos, el bacilo tuber­
culoso produce en los medios de cultivo, catalasa y H2S. 
Entre los productos sintetizados se encuentran el p ig­
mento ftiocol que posee una activ idad semejante a la 
de la v itam ina .K, y un alcohol de a lto  peso molecular, 
el tiocerol. La cepa humana H37 y la bovina Ravenel 
sintetizan todas las v itam inas del grupo B, incluso el 
ácido fó lico y la b io tina, pero estas vitam inas añadidas 
a los medios de cu ltivo , no influyen en su desarrollo 
(2 ,3 ) .  ,

2.— -El problema de la respiración del bacilo tuber­
culoso.

a— Comportamiento Aerobio.— Las bacterias fo r­
man su protoplasma a p a rtir  de substancias de bajo Con­
tenido de energía, s intetizando todos los compuestos o r­
gánicos como carbohidratos, lípidos y prótidos, que son 
ricos en energía. Para rea lizar esta síntesis, derivan a su 
vez la energía necesaria por medio de la respiración 
(bacterias aerobias) o de la fermentación (bacterias 

anaerobias).
Los textos establecen insistentemente que el bacilo 

de la tuberculosis es aerobio estricto, no pudiendo desa­
rro lla r en ausencia to ta l de oxígeno libre. Sinembargo, 
se ha objetado este punto de vista, al observar el creci­
m iento de colonias profundas en medio sólido y de colo­
nias subsuperficiales en medio líquido> que podrían con­
siderarse en parcia l anaerobiosis. Estas observaciones 
tienen diferente interpretación, frente a la idea moder­
na de considerar a las bacterias, aerobias, no sólo por su 
capacidad de u tiliz a r el oxígeno del a ire ambiente, sino 
tam bién por contener sistemas respiratorios enzim áti-
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eos (citocromos, cata lasa), que las capacite para una 
completa degradación oxidativa de carbohidratos hasta 
C02 y agua. El conocim iento de la respiración del bacilo 
es incompleto, pero sabemos que es capaz de llevar a ca­
bo oxidaciones completas y así, M e rril (10) y Uga (11) 
han establecido que los productos finales de la desinte­
gración de carbohidratos por el bacilo, son casi exclusi­
vamente COZ y agua. Buc (12,13) en sus estudios refie­
re crecim iento "aerob io" y "anaerob io" en medios sóli­
dos, pero si bien el observó ciertas diferencias entre los 
bacilos sumergidos y de superficie, sus datos no pueden 
considerarse definitivos, porque no hizo determ inacio­
nes de la tensión de aire en el terreno. Desde Rahn and 
Richardson (14) se conoce que tón to  terrenos sólidos co­
mo líquidos contienen proporciones favorables de aire 
(02) disuelto, proveniente del medio ambiente, aunque 
en realidad, la cantidad que se d ifunde sea insuficiente 
para mantener un cu ltivo por mucho tiempo. Estos A A ., 
u tilizando  azul de metileno como indicador determ ina­
ron la velocidad de difusión del a ire en el medio de cu l­
tivo, llegando a la conclusión de que medios que con tie ­
nen carbohidratos sobre todo, que favorecen la absor­
ción, soportan cultivos con hasta 101 y 108 bacterias por 
cc., antes de quedar exhaustos de 02.

Boecker en 1.923 (15) concluyó que el a lto conte­
nido de fósforo orgánico (ATP, ADP) en el bacilo, favo­
rece la u tilizac ión  del oxígeno combinado; pero también 
este autor u tilizó  siembras abundantes y agitación dei 
medio, que debía aum entar la cantidad de aire disuelto, 
y no hizo comprobaciones con bajas tensiones del m is­
mo.

Cohn (16) estableció que el bacilo es aerobio es­
tr ic to , aunque las necesidades de oxígeno libre pueden 
ser muy pequeñas. En un buen terreno, cantidades m íni­
mas de 02 que pueden penetrar con el nitrógeno al l le ­
nar los tubos previamente llevados al vacío, son suficien ■ 
tes para soportar un crecim iento visible de inóculos muy 
pequeños (0.00001 mg. por tu b o ) . Cohn llegó a la con­
clusión de que el bacilo es prim ordia lm ente aerobio y 
pro lífe ra  mejor cuando hay una provisión abundante de
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aire. También para Rahn y Richardson, condiciones óp ti­
mas de provisión de 02, son más favorables para su me­
tabolismo. Según estos A A , el bacilo requiere 1.22% de 
02 para oxidar 1 %  de glicerol en el medio; en los m e­
dios ordinarios y en tubos o frascos pequeños, la provi­
sión es insufic iente: si se distribuye 220 cc. de terreno 
dejando gran superficie (en frasco de 1 lit ro ) , se debe­
ría renovar unas 14 veces el aire ambiente, para proveer 
del oxígeno necesario para oxidar todo el glicerol (14)

Hay una opinión prevalente en contra de la ocu­
rrencia de fermentaciones en el bacilo (1 7 ). Los Q.R. 
(cuociente respiratorio) = C 0 2 /0 2 )  para varios te rre ­

nos han sido calculados por Novy y Soule en 1.925, de­
term inando con precisión la producción de C02 y el con­
sumo de 02: En agar glicerinado Q .R .=  0.836; en agar 
glucosado Q.R.^= 0.992; en aga rsuero Q .R .=Ó [904. V a­
lores que varían poco de los anteriores hallaron los mis­
mos autores en 1.927 (18 ,19). Pero estos valores no dan 
una idea completa del sinnúmero de procesos que en­
vuelve el desarrollo del bacilo, de a llí que, para Edson
(17) esta incertidum bre desaparecería sólo haciendo 
determinaciones del Q.R. en diferentes fases metabóli- 
cas: al p rincip io  durante 6 o 7 días de desarrollo bacte­
riano, la síntesis de los lípidos, substancias pobres en oxí­
geno y que hacen más de 30%  del peso to ta l de los or­
ganismos, a p a rtir de glucosa y glicerol (substancias r i­
cas en oxígeno), es el proceso metabólico predominan­
te, y el Q.R. es superior a la unidad; posteriormente, la 
respiración continúa en la fase llamada estacionaria, ya 
no hay síntesis, el Q.R. por lo mismo, baja del va lo r de 
la unidad. Y, efectivamente,, según trabajos previos 
(20) , el Q. R. es igual a 1.75 durante la fase síntesis, de 
desarrollo, que coincide con la mayor u tilizac ión  de g lu ­
cosa del terreno, para ba ja r a 0.75 durante la fase esta­
cionaria.

Heplar (2 1 ), traba jando con la cepa H37Rv encon­
tró  los siguientes valores para el Q .R.: 0.91 endógeno, 
0.97 en lactato y 0.74 en Dubos Médium . Estos valores 
varían, elevándose de 7 a 15% bajo condiciones de oxí­
geno restringido (atmósfera con 1 % de 0 2 ), elevación
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que para Heplar, sugiere que puede ocu rrir al menos un. 
pasajero metabolismo ferm entativo endógeno. Luria de­
term inó que el consumo.de 02 en terreno de Dubos con 
Tween 80 es superior al consumo en el mismo terreno 
sin Tween 80, permaneciendo invariable sinembargo, la 
curva de velocidad de m ultip licación  en la fase de ere 
cimiento: logarítm ico (22)... ,, • -

Novy y Soule (18) y Kempner (23) no admiten 
cambios en el Q.R. a baja tensión de oxígeno, pero la co­
municación de Heplar (21) es muy aceptable,y conclu­
yente y, por otro lado, sus conclusiones concuerdan en 
parte con las observaciones de Loebel y col. (24) con ba­
cilos expuestos a anaerobiosis: la respiración endógena 
y la via lidad, no son afectadas durante las 24 primeras 
horas. Con mayor tiempo de exposición a anaerobiosis, ei 
proceso aparece suspendido, la respiración endógena 
abolida, y la v iab ilidad desaparece:después del tercero 
o cuarto día. Los saprofitos parecen más resistentes a la 
anaerobiosis; M .phlei soportó al menos 35 días a la ex­
posición. , .• '

De todas maneras el problema no está de fin itiva ­
mente resuelto y debemos adm itir,-ba jo .la  definición da 
da de bacterias aerobias, que el bacilo tuberculoso se 
comporta como ta l, siendo particu larm ente sensible a,Id 
presencia deí oxígeno libre. Es tam bién de mucha signi­
ficación que, bajo las mismas condiciones la oxidación 
aerobia de glucosa da lugar a 686.000 cal. m ientras en 
anaerobiosis, la ferrñentación hasta ácido láctico libera, 
solamente 54.000 cal. Es decir, la fermentación es un 
proceso ineficiente, Comparado con la respiración (5 ). 
Según Loebel y.col, (25) el bacilo tuberculoso, por des­
composición anaeróbica de la glucosa toma una energía 
menor que 1 /2 0 0  de la energía obtenida por oxidación

b. Influencia  d@ las tensiones relativas de € 0 2 .—- 
Los primeros datos en relación con la cantidad de C02 
favorable a l crecim iento del bacilo, son muy variados 
(2 6 ). La cantidad óptim a indicada por Novy y Soule
(18) es de 3 0 % ; para Corper y col. (27) 14.5% ; para 
Ebina (28) de 5%  y para Davis (2 9 ), de 2 .5% . Hay 
pues mucha discrepancia entre los datos de varios auto-
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res y para fines prácticos puede considerarse favorable 
una tensión de hasta 14% , para obtener condiciones de 
crecim iento. La cantidad que  comienza a in h ib ir el cre­
cim iento ha sido determ inada sobre 60%  por Novy y 
Soule (18 ).

e. Influencia de las tensiones relativas de 02.—
Las cantidades óptim as dé 02 para el crecim iento del 
Myco. tuberculosis hom inis, vdn de 20 a 50%  (18, 11, 
28, 30 ). Una atmósfera de oxígeno puro es más bien 
desfavorable para el crecim iento, tanto  para la cepa hu­
mana como para la bovina y la aviar. Potter en 1942 de­
mostró que trazas de oxígeno libre en humedad y a 38°
C. matan a estos bacilos después de una exposición de 
25 a 30 días (3 1 ).

Kempner (23) estudió las necesidades de 02 de 
cultivos de la cepa H37 y encontró que su desarrollo de­
pende grandemente de las variaciones dé su concentra - 
cipn, especialmente dentro de los lím ites que ocurren en 
el organismo humano. Incluso una reducción moderada 
en la tensión de oxígeno, daría lugar a una dism inución 
apreciable en el metabolismo de los bacilos. Este A . ha 
examinado la respiración del bacilo tuberculoso como 
una función de la concentración del 02 del aire, encon- ' 
trando una curva s im ila r a la conocida curva de la diso- 
ciaición de la oxihem oglobina; la respiración alcanza su 
máximo a una concentración de 12-14%  inhibiéndose la 
velocidad normal de la u tilizac ión  del oxígeno a tensio­
nes de 14% de 02. El cuociente respiratorio permanece 
prácticamente constante, y vale 0.75.

Según Corper y col. ( 2 7 ) , 'e l  bacilo crece mucho 
m ejor en el a ire o rd inario  con 21 % de 02, que en una 
mezcla gaseosa de igual composición que la del a ire al- 

, veolar que es de 15.9%  y 6 .4%  de C02 (a 6 2 8 m m .H g .)
El crecim iento es aún menor en una mezcla gaseosa con 
la misma constitución que el contenido gaseoso de la 
sangre venosa: 5 .6%  02 y 7 .5%  de C02.y, aunque las 
bacterias no mueren, no hay crecim iento  alguno con la 
concentración de 0.1 % de oxígeno .
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Kempner calculó que la velocidad de u tilización de 
02 por el bacilo en los pulmones a nivel del mar, estaría 
inh ib ida en un 20%  en relación con cultivos en atmós­
fera normal a nivel de l mar. Es decir ,1a diferencia de 
tensión de 02 entre el aire alveolar, 14% 02 y el aire am­
b ienta l, 21 % 02, es suficiente para ocasionar una inh i­
bición del metabolismo. A  3.000 m. de a ltura, dicha in­
h ib ición llegaría a ser de 33 a 58% .

Los datos en relación con la cantidad de 02 tomado 
del medio son muy variados. M ientras unos AA . dicen 
que 1 mg. de bacilos (peso en seco) consume 2 m ilím e­
tros cúbicos (32 ), o 20 mm. c. (33) por hora, otros au ­
tores indican que dicho consumo se eleva hasta 1.8 cm. 
cúbicos (11 ). Lo que si se ha demostrado es que con un 
aumento de tensiones del 02 am bienta l, el consumo por 
el bacilo puede elevarse hasta un 100% , lo cual s ig n if i­
ca desde luego, un incremento del metabolismo.

3. Condiciones metabólicas del bacilo en los tejidos..—

Se repite frecuentemente en la literatura un hecho 
fácilm ente observable: en las lesiones tuberculosas a c ti­
vas, se encuentran muy pocos bacilos. Si la lesión es ca­
seosa, los gérmenes- se encuentran en buen número en 
la periferia , son muy escasos en el centro, tanto más si 
la lesión es muy antigua y cerrada (34, 35, 36, 37, 38, 
3 9 ). Aún más, no sólo que el número de bacilos es me 
ñor en lesiones caseosas, sino que estos bacilos no son 
viables en la mayor parte de casos, y dan lugar a inocu­
laciones y subcultivos negativos, sin embargo de que 
mantienen la morfología y propiedades tin toria les cono­
cidas (38, 39.)

Puesto que el bacilo tuberculoso depende grande­
mente de su metabolismo aerobio para su supervivencia 
y m ultip licación, es obvio pensar primeramente en que 
la progresiva esterilización de las lesiones se debe al de ­
fic ien te  intercambio gaseoso de ellas: m ínima afluencia 
sanguínea, pequeñísima difusión de 02 hasta el centro 
necrótico. El restringido intercam bio sanguíneo no sólo 
daría lugar a dé fic it de oxígeno disponible por el bacilo,



sino tam bién a acumulación de substancias del metabo­
lismo (C02,ácido láctico, ácidos grasos, e tc .) , (3 5 ).

Existen varias observaciones experimentales 'in  v i ' 
vo", de acuerdo con este postulado: se citan las observa­
ciones de Volwald (40) según las cuales el feto de coba­
yo es marcadamente resistente a la infección, coinci­
diendo esto con el bajo contenido de oxígeno de la san­
gre fe ta l. Se conoce tam bién que el cobayo (41 s 42) y 
el ratón (1 ) son rrienos sensibles a la infección si se les 
somete a tensiones reducidas de oxígeno, lo cual, según 
los trabajos de Campbell (43) llevaría a menor tensión 
de 02 en los te jidos del anim al. En los experimentos de 
Ong y col. (1.947) la supervivencia fué mayor y ¡as le­
siones menos extendidas y graves, en los ratones tra ta ­
dos con atmósfera de 9-13%  de 02, que en los de con­
tro l. Para Ong, la progresión de las lesiones en los te ji­
dos depende de la cantidad de 02 que estos dejan dispo­
nible al bacilo : m ientras mayor es la cantidad de oxíge­
no que consume el órgano, menor es la cantidad de que 
dispone el bacilo. El corazón seguramente es el órgano 
que más 02 consume, 4.3 a 8.5 cc. por 100 gramos y por 
m inuto, y tam bién es el órgano menos sensible a ¡a in ­
fección tuberculosa; el pulmón, que consume solamente 
1,5cc. de 02 por m inuto por 1 OO.gms. es precisamente el 
órgano más sensible (1 ).

Por fin , se sabe perfectamente que la infección no 
progresa en pulmón colapsado (aplicación te rapéu tica ).

Pero, no obstante existir varias observaciones expe­
rimentales sobre el carácter nocivo de las bajas tensio­
nes de oxígeno, Dubos cree que este fenómeno — menor 
aireación de los centros necróticos—  por sí solo no es su­
fic iente para volver no viables a los bacilos incluidos en 
ellos (3 5 ).

Sus trabajos con cultivos de bacilos in v itro , le lle­
varon a la conclusión de que muchas de las substancias 
que se encuentran normalmente en las lesiones necróti- 
cas (ácidos grasos de larga y corta cadena, otros ácidos 
a lifá tico s ), tienen un marcado poder inh ib ito rio  de los 
cultivos, efecto posiblemente indirecto en muchos casos, 
porque muchos de estos ácidos favorecen !g utilización
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del oxígeno por el bacilo. La causa prim aria  de estos 
efectos, podría ser el que casi todos estos compuestos, 
ácidos grasos, tienen propiedades tenso-activas que pue 
den ocasionar lesiónese de las membranas bacilares. En 
segundo lugar, un aumento del metabolismo no seguido 
por m ultip licación del bacilo, daría lugar a un agota­
m iento de materiales de reserva y naturalm ente a in te r­
ferencia en su proliferación, por acumulo de substancias 
tóxicas. Todas estas substancias se próducen norm al­
mente por metabolismo tisu la r y por cambios auto liticos 
consecutivos a inflam ación y necrosis y algunas de ellas 
se encuentran 'in  v ivo" en las cantidades capaces de in 
h ib ir el crecim iento del bacilo 'in  v itro "  en presencia de 
suero bovino. Estas substancias ejercerían un efecto bac- 
teriostático, antes que bactericida.

La presencia de ácidos orgánicos, metabólicos o de­
secho tisu la r, que da lugar a acid ificación en las lesio­
nes in flam atorias y necróticas, constituye uno de los mu­
chos factores que pueden intervenir para d if ic u lta r  el 
progresivo desarrollo del bacilo en las lesiones. Pero la 
suerte del bacilo parece depender también de otros fa c ­
tores, sin tom ar en cuenta la activ idad realmente inmu 
n ita ria  celu lar, ni la propiedad de los leucocitos y mono- 
nucleares de fagocita r los bacilos. Se conoce ahora cier­
tos extractos de tejidos animales, que son capaces de re-, 
ta rdar e inclusive inh ib ir el crecim iento del bacilo 'in  vi 
tro ".

H irschyD ubos  (36) han aislado de estos extractos 
(alcohólicos) una substancia crista lizab le con poder in ­
h ib ito rio , la espermina, una am ina básica, que ha sido 
reconocida ya anteriormente en muchos órganos anim a 
les, especialmente en próstata y páncreas. En casos de 
neumonía, tuberculosis y cáncer, el te jido enfermo con­
tiene más esperminü que el te jido  sano del mismo órgano 
La acción de la espermina es bactericida y se m anifiesta 
" in  v itro "  en presencia de una fracción de sero-albúmi- 
na bovina. " In  vivo", probablemente proveen el medio 
necesario los mismos tejidos. Ha sido encontrada ta m ­
bién en extractos de ganglios lin fáticos tuberculosos, 
una substancia capaz de inh ib ir el desarrollo del bacilo
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y de im pedir la tuberculosis generalizada en cobayos 
inoculados con cultivos virulentos (44 ). Esta substan­
cia no ha sido aislada, y no se conoce la relación que 
pueda tener con la espermina, pero los extractos de gan­
glios lin fá ticos sanos, no tienen acción inh ib ito ria .

4. Virulencia y patogenecidad.

a Sus relaciones específicas.—-Es muy verosímil 
la hipótesis de Rich, según la cual las especies patóge­
nas de M ycobacterium  se orig inaron de antiguas espe­
cies saprofitas libres en la naturaleza, por adaptación a 
los organismos animales (34 ). La adaptación ha dado 
como consecuencia una serie de modificaciones metabó- 
licas que hacen que el m icroorganismo pueda p ro life ra r 
solamente bajo las condiciones provistas por su huésped 
específico, al cual ocasiona a su vez una serie de altera 
dones.

La especie tipo  del género consta de una serie de 
variedades adaptadas a animales de sangre caliente y  q 
animales poikiolotermos. Las más conocidas son M . tu  
berculosis hom inis, M .tbc. bovis y M .tbc. avium , que pro­
ducen enfermedad espontáneamente en el hombre, en 
los bovinos y en las aves, respectivamente. Puede darse 
el caso de infecciones heterólogas, pero la frecuencia 
mayor se encuentra en la especie "nativam ente  sensible" 
a una variedad.

Bacilo tipo aviar. Se encuentra  muy diseminado en ­
tre las aves y puede tam bién localizarse en varios an i­
males más o menos sensibles en los cuales produce le­
siones muy lim itadas; la infección espontánea en los ma­
míferos es muy rara, y el cobayo es altam ente resistente

La infección en las aves, fundam entalm ente diges 
tiva, se caracteriza por ulceración intestinal, form ación 
de tubérculos en las visceras, hígado y bazo especial­
mente, con presencia de células gigantes y células epi- 
telioides y frecuentemente necrosis, aunque el reb lan­
decim iento de tipo  caseoso es menos frecuente en los
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mamíferos. El número de bacilos presentes en las lesio­
nes intra o extracelulares, es sumamente grande.

Las aves tuberculosas reaccionan a la tuberculina 
del bacilo aviar, pero son necesarias dosis muy altas p a ­
ra que la respuesta sea típ ica. ■

De las gallinas enfermas, menos del 1 % ponen 
huevos infectados, así que existe la posibilidad de in­
fecciones humanas de este origen. Pero después de la 
comprobación de Rich (3 4 ), parece que el bacilo aviar 
no es patógeno para el hombre: existen pocas com un i­
caciones de varios autores, pero son muy discutibles y 
además, sin demostraciones muy claras.

Bacilo tipo bovino. Produce tuberculosis p r in c i­
palmente en el ganado bovino y eventualmente puede 
parasitar a los animales domésticos; las aves son a lta 
mente resistentes. El hombre es susceptible. El conejo es 
sumamente sensible.

En el ganado, las lesiones producidas no son d ife ­
rentes de las lesiones humanas, aunque varía un poco la 
frecuencia de infección pa rticu la r a cada órgano. En o r ­
den de im portancia, hay localizaciones intestinales, en 
los ganglios lin fáticos, en los pulmones, en el hígado, ba 
zo y cavidades serosas y en general en todos los órganos 
del anim al infectado. La contam inación de la leche por 
infección en las ubres es muy frecuente.

La infección en el hombre adquiere gran importan ­
cia por su extensión, sobre todo en algunas regiones de 
Europa meridional. Es más frecuente en los niños y de 
localización entérica y ganglionar. En los EE. UU. corres 
ponde al 11.1% de las tuberculosis generalizadas (34) . 
Entre nosotros Cartagenova comunica, en un traba jo  en 
que métodos e interpretaciones son muy objetables, 
3 .75%  de infecciones pulmonares debidas al tipo bovi 
no del bacilo tuberculoso (4 5 ).

La infección en el hombre rara vez es de loca liza ­
ción pulm onar y sistemática, es más bien de los órganos 
abdominales y de la piel.

Bacilo tipo humano. Produce la gran mayoría de tu  -
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berculosis generalizadas en el hombre (88.9%  EE. UU.) 
(96.25%  en Q u ito ) . Las tuberculosis pulm onar y bron­

qu ia l son más del 99% .
Entre los animales más susceptibles se encuentran 

los monos, ratones y cobayos: El hombre posee mayor 
resistencia natura l que el cobayo. Son resistentes: toros, 
cabras, ovejas, conejos y una gran mayoría de pájaros 
(excepto loros y canarios).

En el organismo humano no hay órgano inmunes, 
y las diferentes frecuencias de localización pa rticu la r se 
deben a diversas condiciones: exposición d ire c ta s  la en­
trada del bacilo al organismo, factores mecánicos de d i­
seminación por la corriente sanguínea, “ capacidad" deí 
órgano o te jido  para soportar el crecim iento del bacilo 
que se localiza en él, etc.

En la tuberculosis m ilia r generalizada en que se 
encuentran lesiones en prácticamente todos los tejidos, 
el asiento más frecuente de lesiones progresivas son los 
pulmones, ganglios, intestinos, cavidades serosas, hue­
sos y articulaciones, aparato urogenita l, piel, sistema 
nervioso central y ojos, sucesivamente en orden de fre- 
cuenciai. El hígado y el bazo que se consideran como ór­
ganos muy frecuentemente lesionados, son raramente 
involucrados en lesiones progresivas en el hombre.

En la mayoría de los casos la infección se transm ite  de 
personas,a persona, por contacto directo, o por contacto 
con materiales infectados (sobre todo si no han sido ex­
puestos a la luz so la r), o a través de una tercera perso­
na que porta el m ateria l infectado. (Los alim entos con­
tam inados por moscas fe lizm ente no son muy peligro­
sos, porque el número de bacilos que acarrean es peque­
ño y la infección por el tracto  digestivo es escasa, pues 
los bacilos no m u ltip lican  en los alimentos por sus exi­
gencias cu ltu ra le s ).

La posibilidad de infecciones de tipo  cruzado, las 
llamadas localizaciones heterólogas, hace que en el la 
boratorio se recurra a diversos procedimientos para dife­
renciar las cepas aisladas de materiales patológicos. La 
diferenciación no es fác il, si se recurre solamente a ca­
racteres morfológicos y a reacciones inmunológicas. Va
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ríos autores han intentado t ip if ic a r las cepas recurrien­
do a reacciones de precipitación entre sueros inmunes y 
diferentes fracciones  de tubérculoproteínas o tubérculo - 
sacaridos, pero tan to  por los resültados poco consisten­
tes como por las graves d ificu ltades técnicas que presen- 
tan ,no se pueden u tiliz a r en la práctica. Se recurre más 
bien a los caracteres culturales (colonias eugónicas y 
disgónicas), caracteres morfológicos d ifíc ilm ente  d ife- 
renciables y a la patogenecidad para diferentes especies 
animales, (v. tab la  I) .

TA B LA  I

Poder patógeno de los bacilos tuberculosos para anima­
les de laboratorio

Animal /  Bac. hominis Bac. bovis Bac. avium
C o b a y o ..............................  _f_ _|_-f-_f- ' o

Conejo ..........................  . - j -  -j— t ■ H— r  +  +  +  +

Ternero ......................     . +  . +  +  + -h +  +
Aves de corra l ...............  0 0 +  +  +  +
Ratón ( " )   .....................  +  +  +  +  -f- + , +  -
Monos y antropoides . . +  +  + + •  +  + , +  0

El conejo se emplea para d iferenciar los tipos huma - 
no y bovino. El bacilo tipo  humano produce lesiones es­
trictamente localizadas, m ientras el tipo  bovino las p ro ­
duce generalizadas, dando lugar incluso a la muerte del 
anim al.

El cuadro dado anteriorm ente presenta la d is tr ib u ­
ción de esta especie bacteriana entre diferentes especies 
animales, pero no da idea de los mecanismos fis io lóg i­
cos que capacitan a los bacilos para causar enfermedad 
en el huésped.

b) Sus relaciones con constituyentes químicos del 
bacilo.— Hay una tendencia general a relacionar la v i­
rulencia de las especies patógenas con una particu la r

(")■— Ciertas cepas de ratones son altam ente susceptibles a los tipos hu ­
mano y bovino ,y otras son muy resistentes ( 46 ) .

i
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estructura quím ica del cuerpo bacteriano, puesto que 
hasta ahora no se ha logrado determ inar claramente la 
presencia de exo-ó endotoxinas en el bacilo tuberculoso.

Acción de las tubérculo-proteínas. Y a sean aisladas 
del cuerpo bacteriano o extraídas del medio de cultivo, 
no ejercen efecto tóxico apreciable en el organismo a n i­
mal normal. Se habla de alzas térmicas, pero no parecen 
reacción específica. La dosis tóxica experim ental, corres­
pondería a cantidades enormes de bacilos. En cu ltivo  de 
tejidos, las células permanecen indemnes añadiendo tu- 
bérculoproteínas, pero mueren si dichas células provie­
nen de anm ial tuberculoso (h ipersensib le). El anima! 
tuberculoso tiene hipersensibilidad a la tubérculoproteí- 
na, que provoca fiebre, necrosis local y síntomas consti­
tucionales. En el. anim al sano, la adm inistración de tu- 
bércloproteína puede establecer sensibilidad a na filá c ti- 
ca tipo  Arthus, pero no " tip o  bacteriano" propiamente 
dicho, porque seguramente pierde la proteína alguna li­
gazón im portante qu etenía en el bacilo, o es en efecto, 
insufic iente (34 ).

La tubérculo-proteína en los tejidos produce la mis­
ma inflam ación de carácter microscópico que produce 
cualquier otra proteína; es decir, a fluencia  de mononu- 
cleares, sin aparición de los elementos del tubérculo. A l 
inyectar a un anim al tuberculoso, se produce el tipo  con­
siderado específico de respuesta en el sitio de la inyec­
ción, pero en realidad parece que corresponde más bien 
a una reacción a un cuerpo extraño, en anim al hipersen­
sible. La causa sería la necrosis del te jido  adiposo super­
fic ia l, que ocurre en la reacción tuberculín ica pero que 
se presenta también en otros casos, como las lesiones 
traum áticas. '

De todos modos, las tubérculoproteínas, producen 
la hipersensibilidad, o mejor, son las responsables del es­
tab lecim iento de hipersensibilidad en animales enfermos 
(anteriorm ente se ha visto que algunas fracciones de 
proteínas tienen carácter antigénico, etc.) (3, 4, 5, 34 ).

Acción de los tubérculo-carbohidratos. No son tó x i­
cos, no ocasionan formación de te jido  tuberculoide, ni 
provocan hipersensibilidad, ni reacciones locales de tipo



tuberculfnico en organismos sanos ni en hipersensibles 
Parece que el an im al tuberculoso puede dar un tipo  de 
reacción ana filá tica  a ciertos carbohidratos, pues sueros 
de animales inmunizados con tuberculosis contienen 
precipitinas anti-carbohidratos. Tienen seguramente 
cierta sign ificación inmunológica, aunque no tienen que 
ver con la patogenicidad, puesto que se encuentra ta m ­
bién en otros organismos ácido-resistentes (34 ).

No son verdaderos antígenos puesto que no produ­
cen formación de anti-cuerpos en el anim al normal in­
yectado, pero parecen haptenos, es decir, poseen un g ru ­
po químico capaz de reaccionar con el anticuerpo, y que 
confiere especificidad antigénica a cualquier proteína 
a la cual se ha adherido, pero que, cuando no adherido 
a la proteína es incapaz por sí solo, de inc ita r form ación 
de anticuerpos (3 4 ).

Un polisacárido de peso molecular 7.200 tiene a c ­
ción qu im iotáctica sobre los neutrófilos, precipita en sue ■ 
ros de animales inmunes, pero no es tóxico ni antigéni- 
co (3 ).

En resumen, se puede decir que las propiedades 
atribuidas a los constituyentes del bacilo, corresponden 
en todo caso a bacilos cultivados in vitro, y sabemos que 
la composición puede va ria r con la composición de los 
medios de cultivo. Por otro lado, en las investigaciones 
llevadas a cabo para determ inar dichas propiedades, se 
han empleado siempre extractos que deben haber su fri­
do una serie de procedimientos capaces de a lte rar el 
complejo sistema que es un organismo bacteriano in tac ­
to. En fin , el medio tisu la r provee al organismo de condi­
ciones imposibles de repetir en el laboratorio.

Acción de los tubérculo-lípidos. Ninguno de los líp i- 
dos aislados del cuerpo bacilar tienen apreciable poder 
tóxico para el organismo, anim al. Libres de proteínas no 
inducen estado de hipersensibilidad, aunque coadyuvan 
posiblemenet la acción de las mismas para establecer h i- 
persensibilidad.

Cierta fracción lip íd ica del bacilo estimula el desa 
rorllo del tubérculo característico de la enfermedad : cé­
lulas gigantes y rodeadas de células epitelioides. Los áci­
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dos grasos tubérculoestearico y ftio ico  estim ulan la pro­
ducción de células epitelioides, (3 ). Las ceras insolubles 
provocarían la formación de células gigantes a cuerpo 
extraño (3 ). Seguramente el facto r fundam ental pera la 
producción de este fenómeno fagocítico mononuclear, 
sería la insolubilidad de estos Rateria les en los tejidos. 
No obstante, esta reacción no está cuantita tivam ente 
relacionada con el contenido de lípidos en el bacilo : el 
bacilo intacto provoca mayor reacción relativam ente a 
la cantidad de lípidos que contiene. Por otra parte, líp i­
dos extraños de otras bacterias, provocan tam bién reac­
ción a células epitelioides, no obstante de que las reac­
ciones propias a ellas no son tales en las infecciones es­
pontáneas que producen (34).

Una fracción fosfátida actúa como verdadero antí- 
geno, pero no parece intervenir en la resistencia a la tu ­
berculosis ni provocar hipersensibilidad (3 4 ).

Varios A A . han afirm ado en trabajos recientes (3, 
4, 5, 6 ,) , que no se puede a d m itir la existencia de tubér- 
lotoxinas. A l menos no han querido a d m itir esta aserción 
que ha sido manifestada por los clásicos (47) dada la 
inexistencia ĉ e demostraciones experimentales indiscu­
tibles.

El ¡Samado "cord factor". Desde los trabajos de 
Bloch y sus asociados, parece estar comprobada la exis­
tencia de un factor tóxico en las especies v iru lentas del 
M . tuberculosis.

M idd le b ro o ky  col. fueron los primeros en conceder 
im portancia a la disposición de los bacilos en cordones: 
las cepas virulentas y algunas cepas BCG, tanto  en me­
dio sólido como en medio líquido, crecen form ando cor­
dones o cintas, consistentes de bacilos dispuestos en es­
trecho paralelismo, m ientras los bacilos de cepas aviru- 
lentas sólo se acumulan form ando grumos (4 8 ). Los 
mismos autores sugirieron la posibilidad de que esta 
pa rticu la r disposición se debería a la presencia de un 
compuesto, producto de excreción de los mismos, capaz 
de m antener adheridos a los elementos resultantes de ¡a 
m u ltip licac ión  (49 ). Para la mayoría de cepas, la fo r 
mación de "cords" y la v iru lencia son correlativos, míen-
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tras más viru lenta  la cepa, forma cordones más estre­
chos, bajo condiciones apropiadas. A lgunas substancias 
tenso - depresoras como Tween 80, d ificu ltan  dicha dis­
posición, m ientras extractos de embrión de pollo la fa ­
vorecen y acentúan. Además, cierta reacción quím ica de 
coloración, obtenida sólo con bacilos virulentos, pero no 
con avirulentos, sugiere tam bién diferencias quím icas 
en la constitución de superficie (50).

Bloch y col. (51 ) evidenciaron la presencia del fac 
to r responsable del fenómeno y determ inaron su carác­
ter tóxico. Lo denominaron por su origen, "cord fac to r".

Se ha determ inado posteriormente con bastante 
exactitud la toxic idad del "cod fac to r" en extractos to ­
davía bastante impuros (51, 52, 53, 5 4 ,); la extracción 
se efectúa u tilizando  aceite de parafina o éter de petró­
leo, hidrocarburos solventes orgánicos que dan lugar a 
la ruptura de los cordones típicos de las cepas viru lentas 
(51 ). Estos extractos contienen naturalm ente otros com­
puestos lipoideos de la superficie del bacilo y d^sde lúe 
go la proporción de ellos es mucho mayor, lo cual segu­
ramente ha ocasionado que investigadores precedentes 
no hayan podido descubrir la presencia del fac to r tóxico. 
En suma, el "cord fa c to r"  está compuesto de varias frac­
ciones, de las cuales la tóxica forma menos del 1 % , y 
puede pasar enmascarada.

Se han determ inado las siguientes propiedades b io ­
lógicas para esta fracción tóxica obtenida por extrac­
ción con éter de petróleo: a) inhibe la m igración de leu­
cocitos in vitro. b) es tóxico para el ratón en inyecciones 
repetidas en pequeñas dosis (iny. de Ó.005 mg.) pero 
una sola dosis a lta , (hasta 2.0 mg.) no da lugar a m ani­
festaciones tóxicas, c) las manifestaciones tóxicas que 
se producen son: pérdida de peso desde los primeros días, 
síntomas constitucionales y muerte, siempre después del 
99 día. A  la autopsia, se constantan hemorragias pulmo 
nares generalizadas, d) La susceptibilidad de los rato 
nes y cobayos a la acción tóxica en inyecciones repe ti­
das, guarda estrecho paralelismo con la sensibilidad a 
¡a infección por la cepa  de la cual proviene el factor. 
La inyección del extracto en cobayos, no induce un esta­
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do de ractiv idad alérgica a la tuberculina, y al contrario, 
cobayos tuberculino-sensibles no reaccionan frente ai 
extracto, (5 1 ).

Los bacilos privados de la envoltura lip íd ica, aun­
que rio pierden viab ilidad  ni patogenicidad, producen en 
cobayos enfermedad de evolución más lenta que la p ro ­
ducida por bacilos intactos (parece ex is tir un período de 
latencia hasta que los bacilos puedan descubrirse de la 
evoltura tó x ica ). Los bacilos "desnudos" pierden ade­
más la capacidad de inh ib ir la m ovilidad, m igración de 
poliformonucleares.

El "cord  fa c to r" obtenido de varias cepas humanas 
y bovinas presenta varias diferencias biológicas, lo cual 
sugiere que deben tener ciertas diferencias en su consti­
tución quím ica.

No se ha aislado todavía el '''cord fa c to r", pero los 
extractos etéreos pueden ser concetrados y purificados, 
sin pérdida de potencia y manteniéndose las prooíeda 
des biológicas estables y características (52 ).

Se puede aislar 10-9 gammas del m ateria l tóxico de 
cada bacilo. Por otros cálculos, los autores llegan a la 
conclusión de que cae en el orden de m agnitud de otros 
productos biológicos de esta índole.

No se ha identificado todavía la fracción tóxica 
(5 3 ), pero se sabe que se encuentra en la porción aceto­
na-soluble de la "cera pura", y parece estar estrecha­
mente relacionada con el ácido m icólico, aunque no es 
precisamente un ácido. El peso m olecular corresponde ai 
de dicho ácido, y parece contener un átomo de nitróge 
no por molécula. Por reducción o hidrólisis desaparece 
la toxicidad.

El "cord  fa c to r" se encuentra en mayores ca n tida ­
des en los cultivos jóvenes de las cepas viru lentas: los 
cultivos viejps contienen más bien, mayor cantidad de 
lipopolisacáridos que tienen escasa tox ic idad (5 4 ).

c. Significado de la virulencia.
"El grado de virulencia de un cu ltivo  va siempre re ­

ferido a una especie zoológica dada". Es la orientación 
de los A A . Italianos sobre este problema discutido desde 
muchos puntos de vista. Y, en efecto, cualesquiera que
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sea el mecanismo por el cual el bacilo es capaz de cau­
sar enfermedad, esta capacidad se apoya en una p a rti­
cu lar constitución orgánica del huésped en una especie 
anim al, que perm ite la supervivencia del parásito en sus 
tejidos. Esta capacidad puede ser mayor o.menor, siem­
pre referida a la misma especie.

La diferencia existente entre un microorganismo 
patógeno y uno saprofito, consiste en que este ú ltim o, 
aunque pueda penetrar en los tejidos del cuerpo an im al, 
no puede pro life ra r porque encuentra que las condicio­
nes inadecuadas para su biología.

Ahora bien, el agente patógeno, al p ro life ra r apro­
vechando de los elementos ofrecidos por el huésped, pro­
voca en sus tejidos una reacción; aún más, al e lim ina r 
lois productos de su metabolismo bacteriano, la reacción 
consecutiva tiene que oponerse a la acción nociva dé ta ­
les productos. Las reacciones que se operan en el nués 

'ped pueden ser locales o generales, dependientes de la 
capacidad del germen de invadir los tejidos. Esta inter- 
acción huésped - parásito, es lo que constituye en fe rm e­
dad, sign ificando así más bien un proceso que un estado 
biológico.

Según la v iru lencia del germen, este proceso puede 
ser transito rio , determinándose en ú ltim o térm ino la e li­
m inación del agente patógeno — de baja v iru lencia—  
gracias a mecanismos de defensa del organismo anim al, 
o puede s ign ifica r una enorme destrucción de tejidos o 
un envenenamiento, plasmático irreversib le— agente de 
a lta  v iru lencia—  fenómenos capaces de m atar el orga­
nismo anim al.

Es decir, en otros términos, el agente capaz de pro­
ducir enfermedad, agente patógeno, puede tener un cier­
to grado de toxicidad, estos factores están caracterizan­
do su grado de virulencia (47 ).

Para Rich, el curso y carácter de las lesiones en un 
organismo parasitado, dependen de dos factores: v iru ­
lencia bacteriana y resistencia del huésped, pero como 
dos variables independientes (3 4 ). Es decir que una es­
pecie sea poco resistente a la acción de un germen, no 
s ign ifica  que dicho germen sea muy v iru lento  para esa



especie anim al, pues la virulencia es un fenómeno inde­
pendiente, determ inado prim ariam ente por la constitu ­
ción de la bacteria, y puede ser a lterada m odificando las 
condiciones del cultivo. Por esto que, para muchas bac­
terias, neumococo por ejemplo, se conoce el substrato en 
que "reposa" la virulencia y aunque para el micobacte- 
rio este conocim iento apenas se in ic ia , se puede adelan­
ta r el dato de que,también se puede atenuar su v iru len­
cia bajo condiciones culturales especiales.

Siendo susceptible de "a tenuación" o de "exa lta ­
c ión " experimentales, la virulencia es independiente de 
la resistencia natura l de una especie anim al. La mayor 
o menor resistencia de una especie, no están indicando 
sino una pa rticu la r característica cua lita tiva  de sus te ji­
dos que pueden ofrecer, específicamente a un tipo  de 
germen, los elementos necesarios para su im plantación 
y supervivencia. Por eso que se puede "hace r" cepas v i­
rulentas para una especie animal y cepas menos viru len- ■ 
tas para la misma especie anim al, pero las dos cepa's, 
simplemente siguen siendo patógenas. En otras palabras, 
viru lencia  im plica intensidad, m ientras patogenicidad 
más bien s ign ifica  capacidad, de producir enfermedad.

El clásico concepto de A zzi relacionando virulencia 
y especie ha sido vertido por Rich así: "si se quiere me­
d ir la v iru lencia , el grado de patogenicidad, se ha dé u ti­
liza r la especie anim al nativamente susceptible y en con 
diciones normales, sin resistencia ni sensibilidad provo­
cadas" (3 4 ).

Se llam a una bacteria patógena cuando, in troduci­
da en pequeños números en el organismo anim al normal, 
puede producir un proceso mórbido local o general: la 
transitoriedad de dicho proceso, dependería de la v iru ­
lencia. Por esto se dice también que  la v iru lencia 'expre­
sa el grado de patogenicidad (4 ,5 ,3 4 ,4 7 ) .

Si se considera que lo que se necesita para producir 
lesiones en los tejidos del huésped susceptible es un nú 
mero sufic iente de bacilos, es lógico conclu ir que ese nú­
mero es menor cuando se tra ta  de un germen muy v iru ­
lento, que cuando se tra ta  de uno menos viru lento. De 
pquí, Rich (34) deduce que "virulencia es lo habilidad



relativa de una cepa para sobrevivir y para reproducir 
progresivamente en los tejidos de individuos normales 
de una especie animal nativamente susceptible".

CAPITULO II 

MATERIALES Y  METODOS

1— Aislamiento y cultivo del bacilo

a. Generalidades.— Para efectuar cultivos se pue­
de p a rtir de diferentes materiales patológicos de origen 
humano o del a n im a l inoculado. Las técnicas se reaucen 
en sum a/a homogenizar dichos materiales, tra ta rles con 
diferentes antisépticos y antibióticos para evita r la ger­
m inación de bacterias contaminantes. Los métodos más 
conocidos son los aconsejados por Lowenstein y Pelroff, 
particu larm ente para esputos, según los cuales se destru­
ye el moco y se homogeniza, u tilizando ácido sulfúrico 
al 10% o sosa al 2 0 % ; estos agentes pueden destruir 
unos cuantos bacilos, pero luego de un corto período de 
exposición y neutralizando, se puede sembrar en terre 
nos apropiados, con buen resultado. Se puede sembrar 
tam bién dichos materiales en terrenos que contienen an 
tisépticos débiles como verde m alaquita. En estos terre­
nos se obtienen colonias puras del agente patógeno en la 
primera siembra, después de la segunda semana de incu­
bación a 37°C.

Si se emplean antib ióticos, la penicilina en una con­
centración de 50-100 U .l. por centímetro cúbico del ho 
mogenizado o m ateria l o rig ina l, después de I h. de expo­
sición a 37°C. asegura completa pureza del cultivo. No 
obstante, K irby y Dubos (55) demostraron la sensibili­
dad del bacilo a la p e n ic ilin a : dosis muy altas, desde 600 
U /cc  pueden inclusive lisar los bacilos y, para pequeños 
inóculos, tam bién son nocivas dosis pequeñísimas. Los 
franceses emplean con buenos resultados la aureom icina 
en concentraciones de 2 .5m g./cc. (56)

También se u tiliza  ?l terreno sintético Tween-albú^
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mina en el que se puede obtener germ inación del bacilo 
partiendo de materiales muy poco concentrados y en un 
período mucho menor del esperado en los terrenos ord i­
narios de huevo .En este terreno, la sensibilidad del ba­
c ilo  a los antibióticos y antisépticos aumenta grande­
mente (57 ).

Para inoculaciones diagnósticas, se emplean el co­
bayo y el conejo; el cobayo es el an im al más sensible ai 
bacilo tipo  humano. Según la descripción clásica, se de 
be esperar una tuberculosis generalizada (tipo "V ille - 
m in ") en este anim al, después de las seis semanas si­
guientes a la inoculación subcutánea. El anim al muere 
al 2° o 3er. mes, y raramente hasta al sexto. La sensibi­
lidad a la tuberculina se m anifiesta desde la segunda se­
mana a dosis de 0.1 cc. de T.A . Pero, según observacio­
nes de M uggia (58) entre nosotros, es poco frecuente 
este tipo de tuberculosis consecutivas a la inyección de 
m ateria l positivo. En nuestros animales, por causes to 
davía no alclaradas, lo más frecuente es una tubercu lo ­
sis localizada, del tipo  descrito para gérmenes de v iru ­
lencia atenuada: ganglios lin fá ticos caseosos, a más del 
foco necrótico en el sitio de la inoculación. Es necesario 
esperar varios meses antes de notar signo alguno de en­
fermedad tuberculosa en el an im al inoculado, observán­
dose frecuentemente aumento de peso y una supérvi 
vencía inusitada de hasta 24 meses.

Finalmente, se puede efectuar tam bién la inocu la ­
ción del m ateria l sospechoso en el saco v ite lino  de 6 hue­
vos embrionados de 6-8 días. Incubándolos a 3 7 °C. se 
pueden exam inar los resultados desde el 49 día, d iaria  
mente en un huevo. Según los A A . del método (5 9 ), es 
posible declarar negativo el m ateria l si hasta el 69 hue­
vo (109día) no se encuentra el bacilo. La técnica de exa ■ 
men es muy senc illa : se homogenizan agitando 2 o 3 cc, 
del contenido vite lino  con 20cc. de agua destilada; lue ­
go se añade 2 cc. de fenol crista lino  fund ido al calor, pa­
ra m atar los bacilos, se agita 3 m inutos y se deja reposar 
por lo menos 2 horas: se provoca la concentración por 
flo tac ión  de los bacilos que se los busca luégo en fro tis  
hechos con el sobrenadante superfic ia l tomado con pi-
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peta capilar, sin absorver, y coloreados por el método de 
a islam iento y cu ltivo  del bacilo tuberculoso, es necesa­
rio determ inar su viru lencia por inoculación a cobayos e 
incluso asegurarse de la variedad por inoculación a otros 
animales (ver tab la  I, pág. 17). Desgraciadamente, el 
grado de v iru lencia  y la estabilidad de la misma, son pro­
piedades que se determ inan a lo largó de muchos años 
de u tilizac ión  dé una cepa, y con fines de investigación, 
NO SE PUEDE ASU M IR  la idea de estar manteniendo en 
todas las pruebas caracteres invariables, si esto no está 
demostrado.

Por esta razón, para el presente traba jo , se ha u t i l i­
zado la cepa internacional H37Rv. La cepa orig ina l H37, 
fué aislada en 1905 por el doctor E. R. Baldwin (Sara- 
nac Laboratories), del esputo de un joven de 19 años 
que sufría de una tuberculosis pulm onar crónica.

En los ú ltim os años, prácticamente todos los traba­
jos de investigación se realizan u tilizando  la cepa o rig i­
nal, o una de sus variedades, la cepa Rv, porque, al con ­
tra rio  de lo que sucede con otros microorganismos tras 

, plantados por mucho tiempo en medios artific ia les , con 
serva estable su v iru lencia inicia l y es capaz de producir 
la clásica tuberculosis generalizada en el cobayo (60 ).

Es posible la aparición de colonias de una variante 
aviru lenta  en cultivos de la cepa H37. Esto sucede m an­
teniéndola por mucho tiempo en caldo glicerinado, e r 
agar g licerinado y en medios complejos naturales de 
huevo (como el de Petroff.) Las dos colonias separables 
son rugosas (R) la una establemente v iru len ta  (Rv) co­
mo la orig ina l y la otra aviru lenta (Ra) ,  con caracterís­
ticas cultura les diferentes. No se puede decir todavía 
si se tra ta  de verdaderas form as de disociación, pero se 
sabe que se puede evitar la 'a p a ric ió n  de la form a Ra 

» manteniendo cultivos "pa tró n " en medios sintéticos co 
mo Proskauer y Beck.

c. El cultivo patrón para el presente traba jo  se ha 
efectuado en medio de Lowenstein. La cepa H37Rv ha 
sido trasp lantada en este medio, cada 30 días. Por otro 
lado, se han mantenido varios cultivos en tubos con 6cc. 
del medio líquido Tween-albúmina, trasp lantando cada
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7-9 días 0.1 ce. del cu ltivo anterior. La pro liferación es 
suficientem ente abundante para que, preparando como 
se indica más abajo este cu ltivo  pueda ser u tilizado  de 
inoculo.

La fórm ula orig inal del terreno líquido Tw-Alb. co­
rresponde a Dubos y Davis (5 7 ). Se ha empleado ¡a fó r 
muía modificada. "TB  Broth Base" (D ife o ); ésta contie­
ne por 1000:

Extracto de le v a d u ra .......  2.0 gramos
Proteosa peptona . . . . . . .  2.0 gramos
C a s ito n a ............................2.0 gramos. .
Na2HP04. 1 2 H 2 0 ......  2.5 gramos
KH2P04  ..........................  1.0 gramos
MgS04. 7H20 . . . . . . . . . . . .  0.6 gramos
N a 3 .c itra to .2 H 2 0 ...... 1.5 gramos
Tween 8 0 ..................   0.5 gramos
Gl¡cerina p H 7 .0 .........  50.0 gramos

El Tween 80 es una substancia tensocrctiva, hidro 
— y liposoluble— , caracterizada por la poseción de pro­
piedades h idrofélicas (alcoholes poli-h idroxi-etilénicos) 
de propiedades lipofílicas (cadenas a lifá ticas del ácido 
graso) ( " ) .  Es absorbido por la superficie h idrofóbica 
del bacilo tuberculoso y su efecto "m o jan te " perm ite 
una d istribución difusa del mismo en el medio acuoso. 
Parece que la "m o jada" de la superficie bacteriana fa ­
c ilita  el intercambio metabólico entre el m icroorganis- 
mo y el medio, incrementando la velocidad de crecim ien­
to. La a lbúm ina bovina (Fracción V  del plasma) que se 
añade al terreno (10 cc. por 100) ( * )  neutra liza  efec 
tos tóxicos de pequeñas cantidades de ácidos grasos ii- 
bres en el Tween o liberados por acción de una lipasa del 
mismo bacilo (57,50a).

El cu ltivo  de 7-9 días se encuentra fisiológica y quí 
m icamente homogéneo. A l cabo de este tiempo, la p ro li­

( " ) — Ester pó li-h id rox i-e tilén ico  del sorbitan monooleato.
( * )  Soln. al 5 %  en solución salino normal con 7 .5 %  de dextrosa.



—  35 —

feración es suficiente para asegurar la presencia de 10y 
bacilos por mm.c. del terreno (5 0 a ).

Los datos de la litera tura  y algunos ensayos previos, 
permiten prever que,,dentro de ciertos lím ites, las lige ­
ras variaciones en las dosis de bacilos que se inoculan a 
cada embrión, no tienen importancia en los resultados. 
Las dosis apropiadas se encuentran entre 0.1 y 0.01 mg. 
Por esta razón, las dosis inoculadas a cada embrión en 
el presente traba jo  no han sido minuciosamente pesades 
y solamente se ha llevado un control nefelom étrico de 
la pro liferación bacteriana en medio líquido.

d. El inoculo propiamente dicho se ha preparado 
as í: el cu ltivo  de 7 a 9 días a 37°C  ha sido centrifugado 
2.500 rpm. durante 30 min. El sedimento há sido lavado 
por dos veces con solución salina estéril (N aC l ai 
8 .5 % ), centrifugando en cada vez. Finalmente, el sedi­
mento ha sido suspendido en solución salina estéril', lle ­
vando a un volumen fina l igual a 1 /3  del o rig ina l de 3 a 
1 para asegurar una cantidad suficiente de gérmenes en 
el volumen inyectado sobre la membrana corio-aiantoí- 
dea: 0.25 cc .

En resumen, el inoculo para cada 'MCA, es de ca.
0.1 mg. de bacilos suspendidos en 0.25 cc. de solución 
salina. La suspensión se realiza q p a rtir de un cu ltivo  de 
7 a 9 días en terreno (llam ado) de Dubos, lavado y con ■ 
centrado 3:1.

e. Controles.— -Se han realizado pequeñas series 
de inoculaciones con la cepa BCG y de inyecciones de so­
lución fis io lóg ica estéril, bajo las mismas condiciones 
técnicas que para los embriones motivo de investiga­
ción. -

Se ha efectuado también cortes seriados de hígado 
y bazo en algunos embriones, a fin  de descubrir posib le ' 
localizaciones en esos órganos.

A  fin  de tener una idea sobre el carácter de la in ­
fección experim ental en. cobayos, con la cepa H37Rv, 
fueron inoculados 3 animales en Quito y 3 en Guayaqui!, 
con la misma dosis adm inistrada a cada embrión. N a tu ­
ralmente, con tan pequeño número no se ha intentado 
una interpretación absoluta de los resultados: este solo
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problema puede ser asunto de varios meses de investiga­
ción experimental. No obstante ,tiene cierto interés el 
Conocer los resultados (v. Cap. I I I ) .

2. Técnica sobre embriones de pollo.

El embrión de pollo ha sido u tilizado  en el laborato- 
* rio desde el siglo pasado, en investigaciones em brio lóg i­

cas. Levaditi en 1906 (6 1 ), al estudiar la espirilosis de 
las aves de corral, describió por primera vez la inocu la ' 
ción de la membrana cario lantoidea (M C A) y desde en­
tonces, muchos autores han am pliado los conocimientos 
sobre su empleo como huésped en infecciones experi- 
m ientos técnicos. ( v e r f ig . l ) .
mentales, a la vez que han perfeccionado los procedí-

Fig. 1.— Corte esquemático del huevo embrionado de 9 días. M CA membrana 
corioalantoidea. C. Al. cavidad alantoidea. C.Am. cavidad amniótica. S.Am. saca 
amniótico. Alb. albumen. C.Aé. cámara aérea. C°, cáscara o concha. MBE mem­
brana blanca externa.. MBJ membrana blanca interno. C. E. celoma extraembrio- 
nario. S.V. saco vitelino.

Los primeros trabajos se refieren a la im plantación 
del sarcoma transm isible de las aves y de tejidos em brio­
narios dé mamíferos (62 ,63). Goodpasture y otros A A .
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desde 1931 reconocieron las potencialidades de este mé­
todo de investigación. Su técnica se basó en las p rim e­
ras descripciones de C lark (6 4 ), sobre los métodos segui­
dos en investigaciones embrionológicas, pudiendo obser­
var en secciones histológicas de la M C A, la reproducción 
de las lesiones características de la enfermedad, conse­
cutivas a la inoculación de virus vacunales y rickettsias 
(6 5 ,6 6 ,6 7 ) .

Varios A A . han estudiado tam bién la acción de 
agentes físicos y de substancia ¡neirtes sobre la M C A, de­
term inando la enorme capacidad reaccional de las ce­
pas em brionarias, y la actividad fagocita ria  de sus célu­
las (68, 69, 7 0 ).

Los primeros investigadores que han estudiado sis­
tem áticam ente la infección bacteriana de la M C A  del 
embrión de pollo, han sido seguramente Goodspasture y 
Anderson (7 1 ). Estos AA . observaron que los estafiloco­
cos y estreptococos producen necrosis superficiales, sin 
invadir los te jidos; el bacilo d ifté rico  crece superfic ia l­
mente y mata el embrión por sus toxinas; S. typhr y Br. 
abortus atraviesan el ectodermo fácilm ente y por fin , el 
bacilo tuberculoso aviar produce lesiones características. 
Buddingh and Polk y Bang estudiaron el proceso patogé- 
nético de infecciones experimentales con meningococos 
y gonococos (7 2 ,7 3 ) .

La lite ra tu ra  relacionada con la inoculación de la 
M C A  con m icobacterias no es abundante. Goodpasture 
y Anderson lograron cu ltiva r M . tuberculosis avium , que 
es capaz de invad ir el ectodermo y el endodermo y pro­
duce nodulos específicos ya al 49 día de inoculación 
(71 ). Otros A A . también han obtenido crecim iento no­
dulares a los 7 días, u tilizando cepas humanas y a v ia ­
res (7 4 ). .

Moore (75, 76) después de obtener cultivos de hon 
gos patógenos, pensó que la M C A  del embrión de pollo 
podría ser de gran u tilidad  para cu ltiva r bacterias á c i­
do-resistentes, por su estrecha relación sistemática y por 
el parecido de las lesiones que producen (granulom ato- 
sas). Por otro lado, tan to  los hongos como estas bacte­
rias producen enfermedades de larga duración y sería



de gran valor encontrar un huéspéd en el que en pocos 
se pudiera seguir la evolución de las lesiones/con su ca­
rácter específico y fácilm ente diferenciables al examen 
histo.patológico (7 7 ,7 8 ,7 9 ) .

Además de los trabajos de Moore, contribuyeron 
Emmart and Smith (80, 8 3 ), Canat and Opie (81) y Fi- 
te and Olson (8 2 ), u tilizando  cepas virulentas y aviru- 
lentas, con los primeros estudios detallados sobre Id his- 
topatogenésis de la tuberculosis experimental de la 
M C A. Moore y Emmart and Smith llegaron a establecer 
la posibilidad de relacionar directamente la viru lencia  
de los gérmenes empleados y la m agnitud y tipo  de las 
lesiones, pero Fite and Olson discutieron el va lor de sus 
conclusiones, aunque sin lograr demostraciones opues­
tas.

Numerosos investigadores han desarrollado los mé­
todos de u tilización de los embriones de pollo, p a rticu ­
larmente para preparación de vacunas, aprovechando 
diferentes tejidos y medios embironarios; el progreso 
más reciente se relaciona con pl hallazgo de las form a- 
ciónes más apropiadas para el desarrollo de cada virus, 
rickettsia o bacteria en particu la r. Así mismo, se ha 
avanzado mucho en el empleo de los tejidos del embrión 
de pollo para estudiar trasplantes de tejidos adultos o 
neoplásticos de mamíferos.

De los datos proporcionados por la lite ra tura , el em­
brión de pollo parece ser el huésped apropiado, óptim o, 
para el estudio de infecciones experimentales, por su 
sensibilidad al gérmen patógeno y porque ofrece un es­
caso número de variaciones dependientes del medio, o 
por lo menos, dichas variaciónes pueden ser controladas 
con bastante seguridad en el laboratorio.

a. Provisión de huevos.— Para el presente traba jo  
se han seguido las indicaciones de Goodpasture y Bud- 
d ingh (84) y de Beveridge y Bürnet (8 5 ). Hubo que ase­
gurarse de que los huevos que se iban a u tiliz a r en la ex­
perimentación provinieran de ga llinas sanas y de p lan­
teles o incubadoras comerciales con bastante lim pieza y 
m ínim a contaminación. En todo caso, era preferib le la 
u tilizac ión  de huevos de gallinas de razas puras y del
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mismo lote (un iform idad de factores genéticos). Én lo 
posible, se ha trabajado con huevos de peso uniform e /  
de cáscaras de color claro que perm iten mejor v is ib ili­
dad en el "embrioscopio".

b. Examen del embrión.— Se u tilizó  un d ispositi­
vo ("em brioscopio") con una lámpara potente, que per­
m ite ver el contenido del embrión por transilum inacióñ. 
Se puede u tiliz a r una panta lla  de paredes oscuras con 
un o rif ic io  de tamaño y form a convenientes. A l 4° día de 
inoculación se ve nítidamente el embrión y sobre todo el 
ojo, como un punto negro. A  veces se aprecian los la t i­
dos cardíacos. A l 99 día, el de la inoculación, hay que f i ­
ja r nítidam ente la disposición de los gruesos vasos super­
fic ia les (v ite linos), para loca lizar el punto más conve­
niente para cada tipo de inoculación, y la localización 
y disposición de los bordes de la cámara de aire, sobre 
todo cuando se va a realizar la inoculación a través de 
ella, como en el presente traba jo . Cuando ha rriuerto el 
embrión, se ve su sombra depositada contra la cáscara y 
los vasos inferiores nítidamente marcados, más oscuros,

1 seguramente debido a sedimentación de los glóbulos ro­
jos; la ausencia de movilidad simplemente, tomada co­
mo signo indicativo, no da mucha seguridad por la va­
riable m ovilidad de un embrión a otro.

c. Incubaciones.— Los huevos fueron sometidos a 
dos incubaciones: la primerp de 9 días para embrionar, 
y la segunda de 6 días, experimental. La primera incuba­
ción en incubadoras comerciales, de regulación au tom á­
tica, con temperaturas oscilantes en menos de 1°C. as 
rededor de 38, y una humedad oscilante al rededor de 
7 0 % . Durante la incubación, se cambió la posición de 
los huevos convenientemente de acuerdo con tablas exis­
tentes en las incubadoras. En estas condiciones, hubo 
form ación de embrión y ligerísimo aumento-de la cáma­
ra de aire (este aumento depende más de la humedad 
ex is te n te ). La fe rtilidad  de los huevos osciló para los di 
ferentes lotes, entre 25 y 90%  (Guayaquil 50 -80% ) . La 
m orta lidad  posterior a la inoculación fué menor del 10% 
y depende naturalm ente de los riesgos de la técnica, me­
nores con mejor entrenamiento.
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Los huevos ¡nfértiIes o con embrión muerto, fueron 
descartados a los 7 días de la prim era incubación.

La segunda incubación se efectuó a continuación 
de las inoculaciones realizadas en embriones de 9 días. 
Durante el proceso de inoculación, los huevos se mantu 
vieron a la temperatura ambiente (21-22°C .) por un 
tiem po máximo de 30 min. Una vez inoculados los hue­
vos fueron dispuestos en el termóstato bacteriológico 
que mantiene condiciones uniform es dé tem peratura y 
humedad. Esta segunda incubación duró 6 días, o sea 
que, a la lectura o apreciación de los resultados, los em­
briones alcanzaron 1 5 días de edad. Durante esta segun­
da incubación, los huevos sufrieron una ligera m ov iliza ­
ción, diariam ente por una sola vez.

d. Inoculaciones.— Se conocen varios tipos de ino ­
culaciones: en el saco vitelino,- en la M C A  a través de 
una ventp.na y con la form ación de cámara de aire a r ti­
f ic ia l, en la cavidad am niótica en las diferentes partes 
del embrión mismo o por vía endovenosa (84, 85) (ver 
fig . 1).

Después de muchas fa llas para este traba jo  se 
adoptó el siguiente procedim iento:

19— Se practica la aper­
tura  de una ventana de 
1 0 x 5  mm, en la cás­
cara, sobre la cámara 
de aire, muy cerca de 
uno de sus bordes, en 
la parte más vasculari- 
zada. La cáscara se cor­
ta tácilm ente con un 
disco de carborundo y 
u tilizando  una m áqui­
na de dentistería o un 
ta ladro  (Ver fig . 2.)

(Figura N 9 2)
Apertura de una. ventana sobre 

la cámara de aire.

  '
«.>■

imm
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I I .— A l levantar el trozo de cáscara cortada, se des 
cubre la membrana blanca externa subyacente, que se 
retira con una pinza, dejando así abierta la cámara de 
aire y visib le la membrana blanca interna de la misma.

I I I .— Para inyectar, se u tiliza  je ringu illa  de tuber- 
culina y aguja N 9 23. Se introduce la punta de la aguja 
con el bisel hacia abajo, sin puncionar, entre la mem­
brana blanca interna de la cámara de aire, y la m em ­
brana corio lantoidea que queda inm ediatamente subya­
cente y adherida a la primera. Luego de in troducir la 
aguja, se asegura de no haber penetrado en la cavidad 
alanto idea por absorción suave. Se puede despegar las 
dos membranas, ligeramente levantando la blanca con 
la punta de la aguja, con lo cual entra una pequeña bur­
buja de a ire  que la comba. (Ver fig  3 y fig . 4 ) .

Fig. 3.— Inoculación

IV .— Se inyecta lentamente para que se d ifunda el 
¡nodulo, la cantidad indicada: 0.25cc.
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V.— Term inada la inoculación, se cierra la venta- 
nd de la cáscara con una cinta plástica, y se dispone los 
huevos para la incubación experim ental, con la cámara 
de aire hacia arriba, ligeramente inclinados.

3.— Condiciones ambientales de cultivo

M anteniendo uniformes las condiciones de labora­
torio, se puede decir que los experimentos para el pre­
sente trabajo, se han llevado a cabo en ambientes cuyas 
características varían teóricamente sólo en dependencia 
de las presiones barométricas respectivas, para Quito y 
Guayaquil.

Prácticamente, la única diferencia existente entre 
los dos ambientes gaseosos experimentales, es la tensión 
parcial de oxígeno: en Quito es 44 mm. Hg. menor que 
en Guayaquil. Esta d iferencia, equivaldría refiriéndose 
a valores absolutos, (a nivel del mar) , a una concentra 
ción de 15.1 volúmenes por ciento de 02, para Quito,

Presión barométrica media 758m m .Hg 547.7mm .Hg 
Tensión p a rda l de oxígeno 159mm.Hg 115 mm.Hg
Tensión parcial de C02 . . 0.3mm. — --------

4.— Histología .Relación de las lesiones con la virulencia

a.— Técnica histológica.— Fijación: Antes de sepa­
rar la porción u tilizab le  de la M C A, se hizo la fijac ión  
" in  s itu " con fo rm a lina  al 10% , para aum entar Ip con­
sistencia de la membrana y fa c ilita r  el corte con unas 
tijerqs finas. Una vez separada, la fijac ión  posterior de

(Ver tabla 11).

TA B LA  II

A ltitu d

Equivalentes de 02 en vol. %
Guayaquil
Quito

20.94%  
15.1 %
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la M C A  se hizo también en fo rm a lina  al 10% , por 24 a 
48 horas. '

Lavado: después de la fijac ión , durante 8 horas en 
agua corriente.

Inclusión: la deshidratación previa, en alcoholes as­
cendentes, luego aclaram iento en to luol. Se u tiliza ron  
tres baños de parafina : 46, 50 y 56 grados C.

Coloración hematoxjlina-eosina: Se u tilizó  hemato- 
x ilin a  de Harris y eosina al 1 % en solución h idroalcólica 
conocida (86 ).

Coloración de Gallego, m odificada: se realiza pri- 
* mero coloración de bacilos con fucsina de Z ieh l, con l i ­

gero calentam iento. Se decolora con alcohol clorhídrico 
al 3 % durante algunos segundos, y se lava con agua co­
rriente.

Luego se colorea núcleos con fucsina acética de Ga­
llego (8 7 ), durante 5 m inutos, (fucsina de Z ieh l V  go­
tas, ácido acético glacial I gota, agua destilada 10cc.)

V iro fija c ión  durante 10 minutos, con form ol acéti­
co (fo rm a lina  pura 11 gotas, ácido acético g lacia l I gota, 
agua destilada 10 cc.) El corte toma un tin te  rosado os­
curo. Lavado con agua corriente.

Coloración de fondo con solución de picro-índigo- 
carm ín, durante 2-3 m inutos (solución acuosa al 1 % de 
carm ín de índigo I vol., solución acúosa saturada de áci­
do pícrico 2 vol.) Sin lavar con agua, se deshidrata con 
alcohol absoluto y se aclara con x ilo l.

M onta je  al bálsamo.
Con esta coloración, los bacilos se presentan v io le­

ta  oscuro, los núcleos se tiñen en violeta-rosado, los c ito ' 
plasmas en azul b verde; el te jido  colágeno en azul, lar> 
estructuras acidófilas en verde o am arillo . En las mem­
branas, lo más frecuente es encontrar las células ecto- 
dérm icas coloreadas en verde y las endodérmicas en ro­
sado claro. Células keratinizadas en am arillo .

Se realizó también en muchos casos Ip coloración 
o rd ina ria  de Z ieh l, u tilizando  azul de metileno como 
fondo. Con esta coloración es más d ifíc il d ife renciar los 
varios tipos celulares, pero más fácilm ente se contrastan 
los bacilos.
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b. Histopatofogía, y relación de lesiones con 
virulencia.

El problema, ta l como se presenta a través de la l i­
te ra tu ra  (71, 75 -83 ), es bastante sencillo, y en el fondo 
no se tra ta  sino de adoptar una notación apropiada para 
ca lifica r el tipo  y la intensidad de las lesiones.

Fundamentalmente, la reacción producida en las 
membranas es cua lita tivam ente  s im ilar, de carácter es­
pecífico, por im plantación de bacilos virulentos, poco vi • 
rulentos, avirulentos e inclusive muertos al calor. M a ­
croscópicamente, se observan lesiones nodularse gruesas 
o focos dispersos de color blanquecino, en un fondo más 
o menos opaco, engrosado o edematoso del resto de 
membrana. Estas lesiones, m icroscópitamente son con­
glomerados más o menos estrechos de tubérculos en d i­
verso estado de desarrollo, con algunos o todos los e le­
mentos característicos de este tipo  de lesiones.

Aparentemente, según los traba jos previos citados, 
el predominio de cierto grupo celu lar caracterizaría la 
respuesta correspondiente a cada una de las variedades 
de bacilos tuberculosos, y tam bién de bacilos saprofitos, 
cromógenos. La cantidad o intensidad de respuesta, cot 
racterizaría el grado de v iru lencia  de cada cepa.

Así, macroscópicamente consideradas, las m embra­
nas inoculadas con cepas viru lentas, presentan en un 
96%  tubérculos gruesos, m ientras con cepas aviru len- 
tas, la frecuencia llega sólo a 18% (8 3 ); Para unos AA . 
solamente 40-50%  de membranas inoculadas con cepas 
v iru lentas presentan gruesas lesiones (82 ). (desgracia­
damente, no se encuentran apreciaciones estadísticas 
en ninguno de los tra b a jo s ). La mayor frecuencia de fo ­
cos dispersos corresponde a inoculaciones con dosis pe­
queñísimas de bacilos virulentos, o con cepas aviru len- 
tas, (79, 82 ).

M icroscópicamente, con dosis ¡guales de cepas hu­
manas virulentas, hay reacción ectodérmica y mesodér- 
m ica. En el ectodermo, h iperplasia, p ro liferación y estra­
tifica c ió n  ep ite lia l. En algunas ocasiones, in filtrac ión  in­
flam a to ria  o pérdida de continu idad del mismo, por ne-
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crosis. En muchos casos hay h iperkeratin ización aparen­
te, con descamación ep ite lia l o invaginaciones que fo r­
man las llamadas "perlas" en cuyo in te rio r se encuen 
tran  bacilos intracelulares. Los bacilos se encuentran 
superficiales, fagocitados o dispersos libremente p ro life ­
rantes. En el ectodermo, intracelulares en grumos o pa­
quetes.

La reacción mesodérmica es más notable e inten­
sa. Hay gran in filtrac ión  en un mesodermo aumentado y 
pro liferado, con form ación de tubérculos: se encuentran 
desde simples racimos de células y monocitos entremez­
clados con fibroblastos, hasta tubérculos grandes con ne ­
crosis y caseificación (Moore Em m art), rodeadas de gru­
pos de células gigantes, en disposición característica. 
La necrosis es poco frecuente y la caseificación muy ra ­
ra. Rara vez también hay reacción de tipo  fibroso que in­
vade o rodea el centro del tubérculo. Los tubérculos pa ­
recen in ic ia r la necrosis por ruptura de capilares sanguiY 
neos, para constituirse al fin  en tubérculos "b landos" 
(Moore, 7 9 ). En todo caso, la vascularización está a u ­
m entada sobre todo en zonas de gran reacción y alrede­
dor de tubérculos. Es muy frecuente observar vasos ro­
deados por gran cantidad de leucocitos m igratorios.

En resumen, las lesiones grandes están formadas 
por te jido  tuberculoso de granulación, con gran cantidad 
de bacilos distribuidos en las zonas de mayor reacción. 
La m ultip licac ión  de bacilos es rápida y abundante, c la ­
ramente mayor que en el caso de cepas bovinas o avia­
res, y mucho mayor que en el caso de cepas avirulentas. 
A  más de la gran respuesta celular, hay edema notable, 
seguramente de carácter tóxico (77, 7 9 ).

La reacción provocada por im plantación de bacilos 
bovinos y aviares virulentos, es com parativam ente me­
nor que la provocada por iguales dosis de cepqs huma­
nas virulentas. Lo más sobresaliente es la gran reacción 
ectodérm ica, con keratin ización o corn ificación ep ite­
lia l, invaginación y form ación de "pe rlas" ectodérmicas, 
sobre todo con bacilos bovinos, Con bacilos aviares, lo 
más notorio es la presencia de fagocitos, incluso deriya- 
dos de l,ep ite lio  ectodérmico. Los bacilos se encuentran
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siempre fagodtados, en, pequeños grumos o paquetes 
apretados. En ambos casos, con cepas bovinas y aviares, 
hay formación de tubérculos que no llegan en ninguna 
ocasión a necrosis franca. Fuera de los tubérculos de 
apariencia jóvenes, hay escasa reacción celular de otro 
tipo  y también débil in filtrac ión  del resto de membrana. 
Por pases sucesivos de embrión a embrión, es muy inte­
resante que las cepas humanas y bovinas virulentas, van 
perdiendo v ita lidad , m ientras las cepas aviares al con ­
tra rio , parece que se im plantan y pro liferan más fá c il­
mente.

Con cepas aviru lentas y bacilos muertos, las reac­
ciones son débiles, no se form an tubérculos. H ay reac­
ción a cuerpo extraño con form ación de células gigantes 
y m igración de mononucleares que engolfan a los baci­
los; hay también m igración de leucocitos hacia el foco 
de im plantación del inoculo. A  veces todos los bacilos 
están engolfados por células gigantes superficiales y, no 
hay otra respuesta celular. Con bacilos de cepas muy vi 
rulentas, muertos al calor, el edema es muy pronuncia, 
do, y la respuesta ¿elular débil, parecida a la provocada 
por bacilos aviares.

CAPITULO  III

HALLAZGOS EXPERIMENTALES 

a. Sobre los procedimientos técnicos.
Bajo las condiciones descritas para esta investiga­

ción experim ental, se han empleado en Quito y Guaya-- 
q u il/u n  to ta l de 320 huevos. A  los ensayos en Quito co­
rresponden 210 huevos, de los cuales embrionaron 125 
(59,5 % ). Fueron inoculados 1 1 3 embriones a los 9 días 

de edad. Después de descartar los contaminados y los 
m uertos prematuramente, quedaron al 69 día de incuba 
ción experim ental, un to ta l de 61 membranas para la f i ­
jac ión  y preparación histológicas.

De los 1 10 huevos empleados en Guayaquil, la fer-
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tiI¡dad se manifestó en 83 embriones (75.45 % ) .  Fue­
ron inoculados fina lm ente 77 embriones, de los cuales 
se pudo obtener 65 membranas para el examen h isto ló­
gico. (Ver tab la  I I I ) .

T A B L A  111 

Huevos Embriones Inoculad.

Q u i t o .   210 125 113
Guayaquil . . .  110 83 77

La contam inación presente en algunos casos de lo.; 
embriones inoculados (menos del 5 % , se debió a hongos 
que se encuentran con frecuencia en el am biente de la ­
boratorio.

' Es indudable que, tanto  la fe rtilidad  aparente, co­
mo la m orta lidad  en la primera y segunda incubación, 
en las prim eras series de ensayos, refle jan claram ente 
el sinnúm ero de factores de orden técnico, que no fueron 
todavía bien controlados. De a llí que comparando los d i­
ferentes ensayos por separado, dicha fe rtilidad  aparente 
se eleva y  la m orta lidad disminuye, sucesivamente hasta 
los ú ltim os. Por esto que, a pesar de que sería inexacto 
dar una c ifra  determ inada, generalizando, se puede de­
c ir que hay que esperar la aparición de embrión en más 
del 80%  de huevos considerados fértiles por las cond i­
ciones de fecundación, etc. De estos embriones, hay que 
esperar hasta una m orta lidad del 10% antes de 9? día, 
sobre todo  en el 39 y 49 en que se reconoce el prim er pe­
ríodo c rít ico  de lab ilidad embrionaria. La m orta lidad 
dentro de  las 48 horas siguientes al momento de la ino­
cu lación, es mayor que en los días precedentes a ésta, 
pudiendo sobrepasar al 10% (en los primeros ensayos 
en Q uito s ign ificó  el 1 0 0 % ). Desechando los factores 
de orden técnico, esta m orta lidad corresponde en parte 
a que, a la edad de la inoculación, los embriones están 
entrando en su segundo período crítico en que la m orta­
lidad espontánea se eleva, por mayor lab ilidad  metabó- 
I ica (88) ,

M CA fij, M CA esfd.

61 58
65 55
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En consideración de todos estos hechos, trabajando 
en buenas condiciones, se puede aprovechar para Ig ino- 
cúlación, alrededor del 70%  del to ta l de huevos emplea­
dos, un acifra  desde luego muy cómoda para cualquier 
trabajo de investigación, o para inoculaciones diagnós­
ticas por la técnica de Brueck y Buddingh (5 9 ), por 
ejemplo, de tan valiosa aplicación.

La técnica de inoculación sobre la M C A, provocan­
do antes la form ación de cámara de aire a rtif ic ia l, tan 
frecuentemente recomendada para la inoculqción del 
bacilo tuberculoso, dió muy malos resultados con m orta­
lidad inmediata de hasta el 100% de embriones em plea­
dos en Quito, en uno de los primeros ensayos. Posterior­
mente fué menor, pero todavía muy alta. No sólo es una 
técnica que requiere de condiciones especiales de asep­
sia, sino que parece que ocasiona un traum atism o de­
masiado grande por la m anipulación. Es interesante ano­
ta r que, al despegar la membrana formando la cámara 
de aire a rtif ic ia l, hay producción de hemorragias punti- 
formes en-sábana, que seguramente influyen no sólo en 
e Idesarrollo posterior del embrión, sino tam bién en ei 
tipo y carácter de las lesiones, porque se im planta el gér- 
men sobre una superficie lesionada.

La técnica empleada en este trabajo (Cap. I I ) ,  pa­
rece ser la más inocua. La M C A  es más fácilm ente des- 
pegable de la membrana blanca interna, y además, es 
posible que el mismo inoculo que va decolando las dos 
membranas, al extenderse suavemente, impida la p ro ­
ducción de lesiones de despegue. Esta técnica ha sido u t i­
lizada por algunos autores para inocular el virus de la 
enfermedad de New Castle (89 ).

En los primeros ensayos previos, las membranas 
fueron fijadas en el líquido de Zenker que es seguramen­
te el fijado r de elección para inclusión en parafina y pa­
ra estudios celulares. Es además el fijado r aconsejado 
por los autores (75 -83 ). Pero parece poco práctico para 
la coloración de Gallego, pues se notó una deficiente 
tinción nuclear con la fucsina. Todas las membranas 
utilizables, en esta experimentación fueron fijadas en 
formal ¡na al 10% , que perm ite una m agnífica colora-.
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ción con hematoxilina-eosina, y la técnica de Gallego, 
m odificada, que se destacan nítidam ente entre sí,

b. Lesiones macroscópicas encontradas en la M C A 
La membrana corio-alantoidea en el huevo embrio- 

nado de 9 días cubre el embrión, casi todo el saco v ite li- 
no y empieza a form arle un saco propio al albumen.

La membrana corio-alantoidea normal, extendida 
en una caja de Petri, en solución salina y examinada 
contra un fondo negro es transparente, muy frexib ie, se 
mueve con la más mínima corriente, tomando fjnalm en- 
te una apariencia ondulada, opalescente. Los vasos son 
muy finos y apenas diferenciables.

Membranas de Eas experiencias en Guayaquil.

Estas M C A  presentan nodulos, placas o engrasa­
mientos blanquecinos, de apariencia edematosa, g e la ti­
nosa, de variado tam año y extensión, implantados en 
una área más o menos opaca, tu rb ia , menos flexib le , que 
puede ocupar desde 5 mm. hasta toda la superficie co 
rrespondiente a la cámara de aire, e incluso extenderse 
más a llá , a la parte in terior de la misma.. En los sitios en 
que no es visible ningún tipo  de lesión macroscópica, la 
membrana se presenta bastante fina  y transparente, de 
apariencia  normal. (Ver fig . 5 ).

(Figura N 9 5)
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En algunos casos, el líquido alantoico se presenta 
turb io, revelando al examen microscópico cierta can ti­
dad de leucocitos y algunos bacilos ácido-resistentes a is­
lados o en pequeños grumos. Esta t ’jrb id e z  se presenta 
en 21 .5 %  de los 65 embriones que alcanzaron el 69 día 
después de la inoculación. Se puede apreciar claramen 
te la relación inversa entre la cantidad de bacilos y de 
leucocitos presentes en fro tis  realizados con líquidos tu r­
bios: los más turbios contienen mayor cantidad de leuco’ 
citos y menor cantidad de bacilos. El contaje se presenta 
d ifíc il, péro dentro de un criterio  convencional se puede 
expresar según lo indica la tabla IV.

TA B LA  IV

Número relativo de bacilos y leucocitos

Bacilos Leucocitos Número de M CA

Guayaquil Quito

+ + + +  +  3 2
+  +  +  +  +  . 3 4
- I - +  +  +  +  3 3
+  ■■ -I +  I - +     ... 5. . .  . 5
0 ' I—I—I-- . 0 i

14 15

Hay mucha variación en la apariencia y tamaño de 
las lesiones, pero se puede sistem atizar el tipo  de ellas, 
aunque se la puede d is tingu ir:

1) Un foco so lita rio  a manera de uno, dos o tres 
nodulos conglomerados, pequeños, blanquecinos, no ma­
yor de 3 mm. de d iám etro, im plantado en una pequeña



zona de fina  opacidad/de  alrededor de 5 o 10 mm. dé 
diám etro. (Ver fig . 6 ) .
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(Figura N 9 6)
2) Varios focos dispersos, a manera de gránulas 

blanquecinos o de nodulos de variado tamaño, pero me­
nores de 1 mm., centrados por dos o tres focos nodulares 
más gruesos, hasta de 3 mm., en un fondo finam ente 
opaco (ver fig. 7 ) . La dispersión de estos pequeños fo ­
cos abarca extensiones desde 1 cm. hasta más de 4  cm. 
de manera que se extienden más a llá  de la cámara de

(Figura N 9 7 )

aire en algunos casos.
3) Gran lesión central a manera de placa irregu­

lar y blanquecina, que sobrepasa los 5 mm. de diám etro 
localizada en una extensa zona muy opaca, con algunos 
pequeños gránlos blanquecinos dispersos. La lesión 
gruesa se pronuncia ligeramente hacia afuera, pero se
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sumerge bastante en el líquido alantoico (ver figura  8 ). 
A  veces está rodeada de engrasamientos de apariencia 
edematosa, gelatinosa, que se sumerge tam bién en este 
líquido .

La tab la  V  resume los diversos tipos de lesiones en 
contradas.

Las lesiones de tipo 2 y 3, se eXtieneden más a llá  
de la cámara de aire, en un 50%  de los casos. En más 
del 50%  del to ta l de lesiones, peroy sobre todo en las de 
tipo 3, aparece una defin ida tendencia a conglomerarse 
en la unión de los gruesos vasos. En general, la vascula­
rización aparece grandemente aumentada en las régio- 
nes lesionadas, pudiéndose observar finas mallas que ta ­
pizan la superficie externa de las lesiones gruesas.

TA B LA  V  

T ipo y extensión de las lesiones

Lesiones M CA %

1 Foca s o l i ta r io ................  19 29.2
2.— Focos d ispe rsos..............  21 38.4
3.— Lesiones g ru esa s   21 32.4

En algunos casos, se puede observar la presencia de 
finas bridas de apariencia fibrinosa, que unen la cara 
interna de la M C A  son el saco am niótico y el saco vite- 
lino, especialmente en el s itio  de los mesos vasculares 
más amplios.
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Membranas de las Experiencias en Quito

Macroscópicamente consideradas, las lesiones se 
presentan como granulos o nodulos de variado tamaño, 
de apariencia seca, dispersos o conglomerados, hasta 
constitu ir verdaderas formaciones en placa (ver fig . 9 ) . 
Es posible agrupar los varios tipos de lesiones entre tres 
grupos más o menos distintos, como en el caso de las 
membranas de Guayaquil:

Wmmi

(Figura N 9 9)

1.— Un foco solitario , blanquecino, o blanco-ama­
rillen to , de carácter granuloso o nodular de bordes n íti 
dos, implantado en una membrana completamente des­
provista de otro tipo de le­
sión. A veces más que un 
solo granulo, se tra ta  de dos 
a cuatro de ellos, conglo­
merados en un solo sitio, 
con débilísima opacifica- 
ción de la membrana c ir­
cundante. En conjunto, e^te 
foco mide de 1 a 3 mm. (ver 
fig . 10).
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2.— Focos dispersos, en gran número, pequenitos, 
puntiformes, blanquecinos, centrados por focos más 
gruesos y confluentes que, pueden a lcanzar hasta 3 mm. 
de diámetro, constituyendo una lesión central gruesa. 
Estos focos dispersos se im plantan en una zona opacada 
de la membrana, tam bién de contornos nítidos. (Ver 
fig . 1 1) pero irregulares. En cuatro casos, en este borde

-  (Fig. N9 11)

se disponen en hilera unos cuantos granulos de mayor 
tamaño, que form an una especie de corona incompleta 
(Ver fig . 12).

(Fig. N9 12)

3) M embranas con lesiones gruesas, en placa, só 
lidas, irregulares, blanco-amarillentas, de bordes netos, 
im plantadas en un fondo intensamente opaco que pre­
senta además unos cuantos focos dispersos granulosos. 
La opacidad o engrasamiento se extiende desde 1 cm. y
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tiene también bordes bien definidos. Más allá , la mem­
brana aparece indemne, fina  y transparente. (Ver fig . 
13)

\  (Fig. N 9 13)

La tabla V I sumarizá estos tipos de lesiones. 

T A B LA  V I

Tipo y extensión de las lesiones

Lesiones MCA %
1.— -Foco solitario . ................. .. 25 41 0
2.— Focos dispersos . . . . . . . . . 28 45.9
3.— Lesiones gruesas . . . . . . . . 8 13.1

En ningún caso se constató en estas membranas Id 
extensión de las,lesiones más a llá  del borde de la cáma­
ra de aire, ni se encontró la presencia de bridas fibrosas, 
como en los embriones inoculados en Guayaquil. T a m ­
poco se encontraron lesiones de apariencia edematosa, 
gelatinosas, lo cual quedó comprobado al exam inar las 
secciones histológicas.

En algunos casos, (un 2 4 .6 % ), el líquido alantoico 
se presentó turb io, revelando al microscopio, la presen­
cia de cantidades variables de leucocitos y bacilos acido- 

■ resistentes. La intensidad de este fenómeno se describe 
en la tabla IV. En los casos en que el líquido alantoico 
se presenta límpido, crista lino, tan to  en los embriones
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inoculados en Quito como en los inoculados en Guaya­
qu il, no se demuestra la presencia de leucocitos ni de ba­
cilos, en fro tis  coloreados ni en cultivos. En todo caso, 
los leucocitos presentes en líquidos turbios, parecen ser 
fagocitos polinucleares que contienen a veces bacilos in 
tracelulares.

c. Cuadro histológico de la tuberculosis experi­
mental.

La M C A  está formada por tres capas: 1.— 'Una ca­
pa ep ite lia l derivada del ectodermo del corión (somato- 
pleura p r im it iv a ) , constitu ida por dos hileras de células, 
excepto en la entrada de capilares y sobre ellos, donde 
hay una sola hilera. 2— Una capa mesodérmica resul­
tante de la fusión del mesodermo corionico y mesodermo 
alantoico, constitu ida por te jido conjuntivo flo jó  con me- 
soblastos poligonales y fusiform es,y vasos sanguíneos y 
lin fáticos. 3— Una capa endodérmica derivada del en 
dodermo alanto ico (intestino p r im itiv o ), constitu ida por 
una sola hilera de células endoteliales (fig . 14).

(Fig. N® 14)

MEM BRANAS CORIOALANTG3DEAS INOCULADAS A  
A 758 mm. Hg. (GUAYAQUIL)

t

1 .■— Reacciones ectodérmicas.
A  pequeña am pliación, lo más sobresaliente es el 

gran espesamiento ep ite lia l, más o menos uniform e en 
algunas y muy irregu lar en otras membranas, con par­
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tes más gruesas, de apariencia nodular, salientes, y par­
tes tenues, apenas distintas. En algunas zonas en que el 
espesamiento es notable, se puede ver pequeñas vacuo­
las rellenadas de gruesos paquetes de bacilos que se co­
lorean con la hem atoxilina y que demuestran ácido-re- 
sistenciá con la coloración de Gallego.

En las membranas en que el espesamiento es poco 
acentuado, sólo los núcleos regularmente dispuestos en 
hilera y la regularidad de la disposición celular, perm i­
ten iden tifica r el ectodermo.

A  mayor am pliación se puede apreciar (en 26%  
de los casos) in filtrac ión  de qarácter in flam atorio, que 
se manifiesta por la presencia de células mononuclea- 
res de posible origen hemático (monocitos) y leucocitos 
de núcleo segmentado, con granulaciones eosinófilas y 
basófilas. Se puede tam bién apreciar un proceso activo 
de diapédesis de los capilares, .dando la impresión de 
que los leucocitos salen de los vasos y se inmiscuyen en­
tre las células epiteliales. En algunas zonas, las células 
epiteliales son poco visibles, pues están invadidas por 
células fagocitarias del mésodermo.

En las membranas con ectodej-mo hipertró fico, se 
aprecian desde dos hasta más de seis capas o hileras ce­
lulares, dispuestas de manera que semejan un epitelio 
escamosos poliestratificado. En muchos casos, esta h i - 
perplasia está acompañada de una aparente keratiniza 
ción o corn ificación de las hileras más superficiales, que 
se vuelven descamantes o se desprenden en pequeños 
bloques. Estas formaciones, a pequeña ampliación, se 
presentan muy densas. Las células keratinizadas son 
más aplanadas mientras más superficiales, muy acidó- 
filas, con núcleo pequeño, muy denso, bien coloreable, 
m ientras el resto de células mantienen su protoplasma 
algo poligonal, con núcleo más grande y menos denso, 
con escasa crom atina.

En un gran número de membranas, (57% ) se pre­
sentan grupos de células sim ilares a las ectodérmicas, a 
manera de islotes, las1 llamadas así "perlas", caracteri­
zadas en el centro, por células poligonales de núcleo re­
dondeado y grande, y en la periferia , por células ap la­



nadas, dispuestas en coronas concéntricas, con núcleo 
denso. Para la mayoría de los autores, estas perlas serían 
una manifestación secundaria a la pro liferación ep ite ­
lia l de carácter nodular: serían porcfones ectodémicas 
invaginadas y separadas a rtific ia lm ente  por la dirección 
del corte. Excepcionalmente, he podido ver una conexión 
con el resto del ectodermo, pues se presentan aisladas, 
profundam ente enclavadas en el' mesodermo. El núme­
ro y el tam año de estos islotes ectodérmicos es variable, 
y no he observado bacilos en su interior. A lrededor de 
ellos, no se encuentra reacción mesodérmica. El hecho 
de que en muchos casos se pueden observar las 'pe rlas '- 
adheridas o apenas desprendiéndose del ectodermo, me 
induce a creer que no se tra ta  de invaginaciones (en cu­
yo caso se podría descubrir un pedículo en cortes serra­
dos) , sino nrtqs bien de verdaderas migraciones de b lo ­
ques celulares que se van separando hasta constituirse 
en grupos independientes (fig . 15),

(Fig. IM9 15)
Ectodermo desprendido, endpdermo plegado, invagínado. Per­
las ectodérmicas, P. Tubérculo joven. Edema mesodérm. 80x.' ■

Los bacilos del inoculo implantados sobre la mem­
brana, han corrido suertes diferentes. En los casos en 
que se acum ulan en gran cantidad sobre el ep ite lio  ecto- 
dérmico o se encuentran incluidos en sus células, su nú­
mero es escaso en el mesodermo, y d ifíc ilm ente  se apre-
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cían grumos a pequeña am pliación. En la mayoría de ca­
sos, la invasión y la pro liferación son tan grandes que se 
puede descubrir grum itos a diferentes profundidades del 
mesodermo, precisamente én las zonas que presentan 
mayor respuesta celular.

Lo más frecuente es encontrar, en el ectodermo, los 
bacilos intracelulares, en células epiteliales de m orfo lo­
gía edematosa o vacuolizada, o fagocitados por mono- 
nucleares que em igran hacia el in terior del mesodermo. 
Estos fagocitos son frecuentemente de d ifíc il d ife rencia­
ción de las mismas células epiteliales mofidicadas. In- 
tracelulares, los bacilos form an grumos de algunos ele­
mentos, como bastoncitos uniformes, dispuestos en den­
sa palizada. En las membranas que presentan kera tin i- 
zación, se ven gruesos paquetes de bacilos poco d ife ren­
ciados, que ocupan, verdaderas vacuolas entre las célu­
las ectodérmicas. Los" pequeños grumos, excepcional­
mente se encuentran en las capas más superficiales, 
mientras los paquetes lo están siempre. Se puede ver 
tam bién sobre la superficie ectodérmica, grandes acu- 
mulos de bacilos a manera de microcolonias, en que ca 
da elemento conserva su ind iv idua lidad. En raras oca­
siones, están in filtrados por escaso número de células 
de origen sanguíneo.

La formación de lo qué podría considerarse tubércu­
lo, se in ic ia inm ediatamente debajo de la superficie del 
ectoderfriq, (V e f  fig . 16) en cuyo caso, a pequeña am-

ímip’v

Tubérculo joven, . -t - J> >Vf *  4*W* -
superficial. Eefc>‘ , ‘ ^  *■ ' . '  • j*<
dermo hiperptási- 
co. Monocitas, f i ­
brosos. Forma­
ción de cél. de 
Langhans. 600>

(Fig. N? 16)
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pl¡ación se ve una solución de continuidad en la parte ba- 
sal del mismo y se puede seguir la m igración de grupos 
celulares diferenciados y la confluencia de células me- 
senquimales hacia dicho foco. Las capas más profundas 
ectodérmimas están desordenadas, se aprecia el despren­
dim iento de células basales. Con gran am pliación, es fá ­
cil seguir el proceso invasor del mesodermo por bacilos 
fagocitados o por bacilos que m igran a través de un ec - 
todermo poco proliferado. Existe un proceso metaplási- 
co, y se puede ver que las células que se desprenden de! 
ectodermo van tomando caracteres de células mononu- 
cleares, grandes, algo irregulares, o de verdaderas célu­
las poligonales del meséquima.

2—-Reacción mesodérmicas.
Los nodulos del examen macroscópico, en el corte 

y a pequeña am pliación se presentan, como conglome­
rados redondeados de focos con una estructura caracte­
rística y cargados de gran cantidad de grumos de baci­
los dispersos, dentro de ciertos límites. (Ver figs. 17, 18)

(Fig. N 9 17)

Tubérculo con necrosis central, que recuerda formación de ca­
vernas "sin pared propia", de tuberculosis exudativa. 80x.

Estos focos adoptan una disposición ta l que carac-
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teriza el tipo  de respuesta en este grupo de membranas. 
La parte central está constituida por un te jido  en que 
tanto las células que intervienen en su constitución, co­
mo su disposición es polim orfa. A  gran am pliación se 
puede observar que está constituida por elementos ca ­
racterísticos del tubérculo. El conglomerado celu lar m ul­
tifo rm e consiste de elementos redondeados mononuclea 
res, de células epitelioides y de células alargadas poligo­
nales, de origen mesenquimal, agrupadas sin una orien­
tación defin ida y desordenadas. Las células mononuclea- 

, res tienen protoplasma escaso y débilmente eosinófilo y 
núcleo redondeado u ovalado pobre en crom atina, bien 
definido y poco coloreado. Entre estas células se dispo­
nen finos capilares a través de cuyas paredes delgadas 
se manifiesta un proceso de m igración leucocitaria. Es­
ta parte central tiene una gran cantidad de grumos áci­
do-resistentes que resaltan, dispersos uniformemente. 
(Ver fig . 18).

(Figura N ? 18)
Bacilos aislados y en grumos, en forma dispersa uniformemente 
en la masa de tejido tuberculoso. 600x.

I
En algunas membranas, en que la reacción es muy 

intensa con enorme respuesta celular, se puede apreciar 
a pequeña am pliación la zona central de la lesión con 
una apariencia am orfa, resquebrajada en que se puede 
d istingu ir, a mayor am pliación, gran cantidad de peque­
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ños núcleos agrupados en form a desordenada y apreta 
da, en un fondo intensamente eosinófilo, dando la apa­
riencia de verdaderos centros necróticos; .en estos casos 
es evidente la presencia de células gigantes perifocales. 
(Ver figu ra  17).

La lesión central en 36%  de casos es un tubérculo 
bien desarrollado (ve rfigs. 19, y 2 1 ), constitu ido por cé­
lulas gigantes, que son típicos sincicios con más de cinco 
núcleos dispuestos en corona, en un protoplasma bastan­
te acidó filo , y por células epitelioides, grandes, de pro- 
toplasmas irregulares, de grueso núcleo redondeado u 
ovalado, pálido. Estas células se agrupan en racimos

(Fig. N 9 19)
Centro de un tubérculo de carácter "blando", en que se in icia  
necrosis y fragmentación de núcleos de mononucleares, y forma­
ción de células de Langhans. Cél. mesenquimales. 600x.
(Comparar con fig. 5 de Rich, A . "Path. of Tuberc.").

(74%  de casos) de pocos elementos, que casi siempre 
engolfan gran número dé bacilos dispuestos en grumos o 
aislados sean intracelulares o no. A lrededor de estas 
agrupaciones celulares hay algunos monocitos y peque­
ñas células redondas de aspecto linfo ide. Las células f¡- 
broblásticas se disponen tam bién en la periferia , pero 
en escaso número y sin una disposición especial. Los mo­
nonucleares presentan muchas formas de mitosis, sobre 
todo en los sitios en que se agrupan en racimos.
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En los focos de mayor reacción, la vascularización 
es muy abundante. Los capilares que penetran al centro

de la lesión presentan sus paredes rotas, habiendo enton­
ces pequeñas hemorragias que aparentemente son e l'o ri­
gen de los centros necróticos. La necrosis franca se pre­
senta en 22.4%  de las membranas y en un solo caso se 
encuentra franca caseosis. Estos centros amorfos, pre­
sentan gran cantidad de núcleos celulares degenerados, 
fraccionados, sobre todo de leucocitos y de hematíes.

Este foco am orfo necrótico, está rodeado por a lgu­
nas células gigantes. En el caso en que se m anifiesta ca- 
soesis, se tra ta  de un centro tam bién am orfo en que no 
sé puede d is tingu ir sino pequeños gránulos basófilos, 
restos de núcleos, y una masa acidó fila , refringente. Es­
tá tam bién rodeado de células gigantes en escaso núme­
ro; y  de gran reacción ce lu lar en el resto del mesodermo. 
Entre las células gigantes, tan to  en las lesiones necróti- 
cas como en las caseosas, hay gran cantidad de células 
epitelioides dispuestas en corona, pequeñas células mo- 
nonucleares, linfoides, monocitos y raros "eosinófilos", 
células mesenquimales, sucesivamente más alejadas de

(Figura N °20 )

Grandes agrupaciones de monocitos, y gran infiltración ntesodér- 
mica de polinucleares. (Respuesta celular I I I ) .  60x. ,
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la porción central y constituyendo una gran porción de 
todo el mesodermo hipertrófico. (Ver figs. 20, 2.1).

■S,^ ■ lililí
■ jlp
■ H

I ’ ■.-......■, ■ "■*........ - ■ >\v¿|

(Figura N9 21)

Eetodermo keratinixado. Edema mesodérmico. Células gigantes 
d e  Langhans, que engolfan bacilos. 200x.

La lesión central está rodeada por un te jido  que a 
pequeña am pliación, se presenta más flo jo , reticulado, 
en que se hacen particularm ente numerosos ¡os cap ila ­
res, de contenido denso, cargados de hematíes. Desde es­
te  te jido , se puede seguir capilares más finos que se 
adentran  en la parte central de la lesión. En general, la 
vascu la rizac ión  está aumentada en todo el mesodermo.. 
La m ig rac ión  de células sanguíneas es muy activa, sobre 
todo en las lesiones gruesas, de modo que se puede ver 
•los vasos cargados de hematíes y con escaso número de 
leucocitos. En vez, alrededor de los vasos, se puede ver 
gran cantidad de células agrupadas en racimos más o 
menos densos y uniformes: son mononucleares con nú­
cleos redondeados, grandes y bien coloreados, y polim or- 
fohucleares, especialmente cargados de gruesas granu­
laciones acidófilas, de manera que parecen verdaderos 
eosinófilos. Estos grupos celulares uniformes se disponen 
alejados de la lesión centra l; son racimos que se suceden
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en algunos casos sin de jar una solución de continuidad 
con los tubérculos, m ientras en otras ocasiones están 
perfectamente aislados, separados de los mismos, por 
ün te jido  más bien flo jo , edematoso o vacuolado, con dé­
bil in filtrac ión . Lo más frecuente es encontrar los raci­
mos celulares de mononucleares rodeando a los capila­
res, pero tam bién se encuentran, rodeando a pequeños 
grumos ácido-resistentes, en cuyo caso también se ha­
ce presente otro tipo  de células.

Es de pa rticu la r interés la presencia de leucocitos 
polimorfonucleares con granulaciones acidófilas, que 
pueden confundirse fácilm ente con verdaderos eosinó 
filos. Según Canat y Opie, (8 1 ), se tra ta  de células po­
limorfonucleares jóvenes. He observado que estos "eo- 
s inó filos" se encuentran en gran número sobre todo a l­
rededor de los vasos, formando racimos. Exce[Scional- 
mente form an una corona al " te jido  de granulación tu ­
berculosos" y más raramente se entremezclan con sus 
células. Entre las células que rodean al tubérculo se en­
cuentran tam bién células plasmáticas, (plasmazellen) .

Entre los racimos de "eosinófilos" y sus vecindades, 
en estas membranas no se encuentran en ningún caso 
bacilos; además, en la mayoría de casos, no se encuen­
tra  otra respuesta ce lu lar mesodérmica que los rodee,, 
solamente te jido  flo jo  edematoso, con unas cuantas cé­
lulas mesenquimales poligonales.

La presencia de gran número de mitosis entre las 
células mononuclearse, parece indicar que la mayor res­
puesta ce lu lar está dada por proliferación local y fo r ­
mación de células en el mismo sitio de reacción, en ma­
yor intensidad que por células m igratorias de origen he- 
mático. La enorme cantidad de te jid o  form ado S3 debí 
aparentemente a gran pro liferación y diferenciación ac­
tiva  de las células mesenquimales.

En los casos en que el edema es sumamente grande, 
hay sólo ligera in filtrac ión , de manera que el " te jid o  tu-

í



berculoso" está como confinado a solamente una parte 
del mesodermo. (Ver fig .2 2 ).

m

Gran edema mesodérmico y reacción de mediana intensidad, que 
se separan nítidamente. Tubérculo ¡oven y  tubérculo bien desa­
rrollado, ambos de tipo "exudativo". En el mayor, hay tendencia 
a necrosis. Gran vascularización.

Es posible deducir en el proceso de invasión y fo r ­
mación de lesiones en el mesodermo, y sistem atizar d i­
cho proceso:

1 ) — Los bacilos, a pa rtir del ectodermo, invaden el 
mesodermo activa o pasivamente. En el prim er caso, hay 
m ultip licac ión  de los bacilos extra celulares, que se pre­
sentan agrupados en grumos o paquetes. En el segundo 
caso, los bacilos son fagocitados por células ectodérmi- 
cas diferenciadas, que avanzan hacia el centro. La m ul­
tip licac ión  de los bacilos continúa, las células se edema- 
tizan  y estallan liberando bacilos aislados o en grum itos 
de escasos elementos. Esta destrucción de fagocitos pue­
de hacerse a diferentes profundidades del mesodermo, 
de manera que hay la posibilidad de u lte rio r form ación 
de varios focos, más o menos superficiales, en diferentes 
estados de desarrollo.

2 )— La presencia de un número sufic iente de baci­
los da lugar a formación de células mononucleares y a 
in filtra c ió n  de carácter in flam atorio. La form ación pre­
coz de un tubérculo está indicada por la presencia de pe­

(Figura N9 22)
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queños conglomerados de células mononucleares de 
apariencia ep ite lia l y monocitos, que es la respuesta es­
pecífica a uno de los constituyentes lipídicos del bacilo. 
Seguidamente, hay Reacción mesenquimal y la presen­
cia de fibroblastos es su manifestación.

3 )— Hay, paralelamente, neoformac'ión de capila­
res, como respuesta específica a la presencia de un gér- 
men capaz de provocar reacción in flam atoria . La necro­
sis posterior es seguramente un fenómeno tóxico vascu­
lar, ocurriendo en prim er térm ino ruptura de capilares 
con hemorragia, y luego atracción de granulocitos que 
sufren degeneración de inmediato.

4) — La presencia de células gigantes no correspon­
de a la presencia de te jido  necrosado ni de caseosis. Es­
tas células son de tipo  Langhans, formadas por fusión 
de protoplasmas de células mononucleares, y no de tipo 
de células gigantes a cuerpo extraño, formadas frente a 
la presencia de materiales inertes o de desecho ce lu la­
res. Efectivamente ,su morfología las identifica  como 
células de Langhans: núcleos ovalados, densos, dispues­
tos en corona, basófilos, bien coloreados, con una tenue 
malla bien d is tin ta ; protoplasma acidófilo , de contornos 
irregulares; en ciertos casos, se puede apreciar la estruc­
tura lobulada, en roseta, del citoplasma.

En las membranas en que la edematización es in ­
tensa, se descubre la presencia de células de apariencia 
de degeneración mucoide, con protoplasma vacuolado, 
irregu lar y muy pálido, edematoso y un núcleo ovalado, 

.algo más coloreado, grande, con cariosoma exéntrico. 
Estas células, cuyo origen se hace d ifíc il determ inar, se 
encuentran particularm ente en zonas en que el mesoder- 
mo se presenta vacuolado, con muy escasa in filtrac ión ; 
parecen células mesenquimales que han sufrido una de ­
generación de carácter tóxico.

Entre las membranas inoculadas en Guayaquil, se 
encuentran unas pocas ( 10% ) con gran reacción f ib ro ­
sa que parte del ectodermo mismo, form a verdaderas 
mallas gruesas, internándose en el mesodermo. En estos 
casos, la respuesta ce lu lar característica po se m anifies­
ta , o está representada solamente por pequeñas agrupa-
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dones,de células mononucleares. Los bacilos, en estos 
casos, se encuentran en el espesor mismo de las mallas 
fibrosas, siempre intracelulares, pero en gran número, 
engolfados por células mononucleares, jun to  a las m is­
mas mal las. En estas membranas, es posible ver zonas de 
apariencia h ia lina, en que hay raras células mesenqui­
males. Esta apariencia de h ia lin izac ión  se presenta tam ­
bién en otras membranas en que la respuesta es predo­
m inantemente fibroblástica. La vascularización es abun­
dante, y se puede observar las paredes de los vasos en ­
grosadas y rodeadas también de te jido  conectival, con 
franca tendencia a fibrosis.

3.— Reacciones endodérmicas.

A l contrario de lo que comunican los diversos au­
tores, es sumamente raro que esta capa de la M C A  esté 
absolutamente indemne. La reacción es escasa, pero 
constante en 71 % de casos. Hay hiperplasia con aum en­
to del número de capas celulares. En muchos casos hay 
invaginaciones, pero no se encuentran islotes celulares 
de l"tipo  "perlas". Es frecuente la form ación de papilas 
dé células de apariencia g landular, de form a poligonal, 
con finas granulaciones, con núcleo basal y aplanado en 
sentido transversal. A  veces, presentan verdaderas v a ­
cuolas en el citoplasma.

MEMBRANAS CORIOAIÁNTOIDEAS INOCULADAS  
A 547.7 mm.Hg (QUITO )

1.— Reacciones ectodérmicas.
También en este grupo de membranas, como en las 

inoculadas a nivel del m ar (G uayaqu il), se puede apre­
ciar a pequeña am pliación, zonas de espesamiento y zo ­
nas de in filtrac ión . Pero la intensidad de la reacción es 
notoriamente menor, de manera que, los gruesos ectó- 
dermos, de apariencia muy densa, sólida, con form acio­
nes nodulares marginales, son bastante raros. Los epite­
lios engrosados y con escasa keratin ización y c a rn ifica ­
ción, son más frecuentes.

Los caracteres celulares son sim ilares a los ya des­
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critos para esas membranas. Es decir, aparentemente, la 
respuesta desde el punto de vista cua lita tivo , correspon­
de enteramente a las observadas en dichas membranas, 
siendo en todo caso, la intensidad y la extensión meno­
res. En algunos casos, sólo hay h ipertro fia  ectodérmica 
frente a la zona de reacción del mesodermo, encontrán­
dose el resto del epitelio más o menos indemne. Hay a l­
gunos casos (20.7%  ) de engrasamiento nodulares, y  se 
puede descubrir la presencia de las llamadas “ perlas ec­
todérm icas", en menor numero y casi siempre co n s titu i­
das por células de apariencia poligonal, de núcleos pá­
lidos, apenas visibles, sólo en el centro de las perlas pre­
sentes en las membranas de Guayaquil. En dos casos he 
observado bacilos en el corazón de las "perlas". La dis­
posición en varias capas concéntricas es poco definida. 
Es indudable que esta estructura corresponde fie lm ente 
a la escasa corn ificación epitelia l.

Los focos ectodérmicós de carácter in flam atorio , 
presentan una estructura igual a los focos análogos des­
critos en las membranas de Guayaquil, aunque el núm e­
ro re lativo de leucocitos con granulaciones acidófilas es 
seguramente mayor.

Los bacilos del inoculo se encuentran sobre el epi­
te lio  ectodérmico, formando grandes acumulos superfi­
ciales, o se encuentran en el espesor del mismo, fagoci- 
tados por células poligonales vacuolizadas. Frecuente­
mente, se ven éstas células desprendiéndose del ectoder- 
mo, para adentrarse en el mesodermo. Es poco frecuente 
encontrar paquetes de bacilos incluidos en las células 
epiteliales, y más bien se encuentran form ando peque- 
ños( grumos en que los elementos bacterianos son bien d i­
ferenciados entre sí.

En los casos en que macroscópicamente se pueden 
observar gran número de focos dispersos, se puede ver 
en el corte, y a pequeña am pliación, una disposi­
ción desordenada de las células ectodérmicas, que jus- 
tgmente coincide con focos marginales de reacción me- 
sodérmica. Se puede seguir el proceso de invasión de cé­
lulas ectodérmicas hacia la capa media, con d iferencia­
ción inm ediata.
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Algunas membranas presentan una reacción ecto- 
dérmica que no podría ser diferenciada de las membra­
nas de Guayaquil, si no fuera porque paralelamente se 
encuentran las zonas de reacción mesodérmica, cuyo ca­
rácter es bien distinto.

2.— Reacciones mesodérmicas.
Son más importantes, desde luego, que las ectodér- 

micas. Si bien en muchos casos sería imposible separar 
los pequeños focos tuberculosos de focos igualmente pe­
queños que se encuentran en las membranas de Guaya­
qu il, en general, la d istinción es fác il y las diferencias re­
saltan nítidamente.

En estas membranas es más notoria la correspon­
dencia éntre el cuadro macroscópico y el cuadro histoló­
gico. Así, los nodulos solitarios, están constituidos por 
una sola lesión con un centro am orfo, rodeado de células 
sinciciales, y de te jido francam ente fibroso. A  pequeña 
am pliación, fuera de esta imagen, no se encuentra n in ­
gún otro tipo de agrupación celular, a veces, gran in f i l ­
tración alrededor de gruesos vasosriF ig . 2 3 ).

(Figura N 9 23)
Tubérculo joven con necrosis central rodeada por células gigan­
tes y malla de tejido conjuntivo flojo, sin otra respuesta celular 
inflaamtoria. 60x.

Las membranas que presentan gran número de no­
dulos o focos granulosos dispersos/están constituidos por 
gran número de pequeños focos celulares cuyo centro  de­



muestra una estructura necrótica, con escasa reacción 
ce lu lar circundante, y sobre todo caracterizada por te ji­
do dispuesto con cierta orientación defin ida, que a m a­
yores ampliaciones se revela formado por células fib ro- 
cíticas. (Figs. 25, y 26 ).

■ ■ ■ ■ B lB i iK n n H H H B f l>1

(Figura N9 25)
Microtubérculos superficiales con necrosis y engolfando bacilos. 
Infiltración por eosinófilos. 200x.

Las gruesas lesiones en estas membranas están 
constitu idas por varios focos de carácter destructivo, 
que confluyen, demostrando las porciones centrales sin

Jóvenes tubérculos
. superf i ci al es sufrien-

■* ................ do precozmente H-
, brosis: nótese la dis-

i ; ■ posición del tejido
■ ' ’ * conjuntivo. ( La mis-

> ■ ' ma membrana de la
fig. 2 5 ) .  6 0 * .

(Figura N9 26)
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ninguna estructura, rodeadas por células gigantes, y 
tam bién por te jido fib ró tico. En estos casos, la reacción 
ce lu lar en el resto del mesodermo ya es de bastante in­
tensidad, pero en ningún caso iguala a la producida en 
las membranas inoculadas en Guayaquil. En pocos ca­
sos, hay también mesodermos edematosos, con in f i l t r a ­
ción celular muy discreta. (Figs. 27, y 2 8 ).

En las membranas inoculadas en Quito, predom i­
nan las lesiones de carácter necrótico, (40 .7% ) re la ti­
vamente a otros tipos de lesiones. En 10 casos (19.5%  ) 
hay franca caseosis, y algunos de éstos parece manifes­
tarse lo que sería un reblandecim iento caseoso, de ca­
rácter amorfo, sin núcleos, ni restos de células, muy re- 
fringente. En las lesiones necróticas,' se ve, a pequeña 
am pliación, una masa central redondeada, de bordes fes­
toneados, amorfa, fuertemente coloreada por la eosina. 
rodeada de agrupaciones celulares con núcleos intensa­
mente coloreados y amontonados, y luego, de un te jido 
flo jo  en que la disposición de células alargadas, estrella­
das, es distintamente c ircu la r u ondulada (fig . 2 7 ). Le-

(F ig u ra N 9 27)

Pequeños racimos de células mononucleares rodeadas por tejido 
conjuntivo dispuesto en haces arremolinados. 60x.

jos de estas lesiones, se ven pequeñas agrupaciones de 
otros focos celulares de apariencia uniform e, más densa,



—  73 —

en que predominan los gruesos núcleos. A  mayor am p lia ­
ción, se puede ver la acumulación de núcleos destruidos, 
degenerados, sobre una masa am orfa, fuertem ente eosí- 
nófila . En la parte más periférica de estos grumos necró- 
ticos, esta masa amorfa está desprovista de restos nu­
cleares, se hace muy refringente, se pone en contacto d i­
recto con células gigantes.

(Figura N 9 28)

Gran tubérculo con caseosis central, rodeada por células gigan~ 
tes y mediana infiltración celular de origen vascular.

Las células gigantes en estas membranas, pueden 
diferenciarse sin d ificu ltad  en dos grupos: las primeras, 
están constitu idas por protoplasmas escasos, con gran 
cantidad de núcleos distribuidos en el centro, en form a 
irregu lar; son núcleos densos y muy coloreados. Estas cé­
lulas están en contacto inmediato con la masa necrótica 
periférica , y parecen formadas por la conjunción de va ­
rias células de carácter epitelioide. Se distribuyen en 
gran número, sin ponerse en contacto unas con otras, se­
paradas, por células de apariencia ep ité lia l, que com ple­
tan una barrera lim itan te  de lo que podría considerarse 
como masa caiseosa.
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Estas células de apariencia ep ite lia l son grandes, 
de núcleo, también grande, redondeado, pálido. Las 
otras células gigantes, de tipo  Langhans, se encuentran 
más bien distribuidas en zonas de reacción celu lar en 
que no hay necrosis: lo más frecuente es que se encuen­
tren rodeando a bacilos, engolfándolos, o fagocitándo- 
los, juntam ente con otras células. Estas células gigantes 
tienen menor tamaño, menor número de núcleos dispues­
tos casi siempre en semicírculo. El protoplasma presenta 
granulaciones. (Fig. 2 9 ).

m É K K K K K É K m m

(Figura N 9 29)

En C, centro de ti’W  lio necróptico, rodeado de células g/gosiív")' 
y "epitelioides", «;'•:. tr in a n  tjianto. SOOx.

Más a llá  de las células gigantes y epitelioides, que 
rodean a la masa necrótica, se encuentran pocas células 
redondas, pequeñas, de núcleos densos (lin fo id e s ). y leu­
cocitos polimorfonucleares con gran número de gruesas 
granulaciones acidófilas. Entre éstas células, y más allá  
llenando el resto del mesodermo lesionado sé encuentran 
células poligonales mesenquimales, predominantemen­
te fibrocitos con sus características bien definidas. Es­
tas células se disponen orientadas en sentido c ircu la r a 
la lesión central. ' t

Las agrupaciones celulares aisladas, de éstas lesio­



nes de carácter necrótico, están constituidas por células 
mononucleares y granulocíticas que form an verdaderos 
racimos, sobre todo al rededor de los vasos. Pero, la im a­
gen no es uniform e y siempre es posible ver gran núme­
ro de células fibroblásticas y fibrocíticas. A l contrario 
de lo que se observa con bastante constancia en las m em ­
branas de Guayaquil, se encuentran entre éstas células 
muchos bacilos dispersos, aislados o en pequeños gru- 
mitos.

Cuando la lesión principal no es necrótica, en todo 
caso, la respuesta celular es mucho menor que la obser­
vada en las membranas de Guayaquil. Está constiuída 
por pocas células gigantes, del tipo  descrito como "cé ­
lulas de Langhans" más arriba por unas cuantas células 
de apariencia epite lia l, por mononucleares más densos y 
pequeños, por células de apariencia lin fo ide, unos cuan­
tos eosinófilos y, característicamente por bastantes cé lu­
las fusiformes, de núcleo denso, que le dan una pa rticu ­
lar apariencia de te jido arremolinado, con haces orien­
tados. En muchos casos en estos "tubércu los" parece ev i­
dente la iniciación de necrosis por la ruptura de ca p ila ­
res sanguíneos y la producción de pequeñas hemorra­
gias localizadas. Esta necrosis se hace evidente en forma 
precoz, en "tubércu los" pequeñitos, superficiales, sin 
mayor reacción mesodérmica restante. Es tam bién pre­
coz la aparición de te jido con tendencia a fo rm ar haces 
fibrosos.

En estas membranas es más d ifíc il establecer el pro­
ceso de form ación de las lesiones, al menos en lo que se 
refiere a los "tubércu los" con centro necrótico, puesto 
que no se encuentra ningún otro tipo  de respuesta c ir­
cundante. Parece que las células que acarrean los baci­
los desde el ectodermo, su frirían un proceso de destruc­
ción precoz, sin la presencia de mayor respuesta meso-- 
dérm ica, siendo inmediatamente envueltas por un te jido  
que impide una evolución posterior. Las células gigantes 
que rodean a estos centros necróticos se encuentran rara- 
rriente fagocitando bacilos y estos más bien se disponen 
entre las células epitelioides, de manera que no se d is tr i­
buyen ampliam ente en el mesodermo lesionado. Es de-
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cir, parece que la invasión y la dispersión en el mesoder­
mo, están bastante lim itadas. (Fig. 24 ).

* ,

(Figura N 9 24)

Tubérculo joven, superficial, subectodérmico, con necrosis y f i-

brosis precoz. 60x.

En muchos casos, es fácilm ente observable la necro­
sis de las células gigantes tipo  Langhans, don form ación 
inm ediata de células gigantes a cuerpo extraño, es de­
c ir, de aquellas con gran cantidad de núcleos dispersos. 
Es posible suponer que el crecim iento del centro necróti- 
co sigue una evolución centrífuga, a expensas de células 
de Langhans y de células epitelioides que lo rodean. 
Cuando la necrosis es franca, las células' gigantes que 
rodean la lesión parecen más bien formadás frente a la 
presencia de te jido destruido.

La evolución de los "tubércu los" sin necrosis, ma­
nifiestan a la fecha de fijac ión  de las membranas, pue­
de seguir el mismo camino que en las membranas de 
Guayaquil, aunque hay que anotar el hecho interesante 
de la presencia de leucocitos "eosinófilos" en el tubércu­
lo mismo, y la existencia, no en caso muy raros, de célu­
las gigantes rodeadas de escasísima respuesta ce lu lar de 
otro  tipo.

La disposición de los bacilos en el mesodermo, to ­
ma caracteres especiales: se ven confinados o engolfa­
dos a regiones bien definidas, lim itadas por te jido  me- 
senquimal, casi siempre de carácter fibroso. En muchas
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de las zonas invadidas por bacilos, no hay formación da 
tubérculo necrótico, solamente la presencia de células 
mononucleares y "eosinófilos". Los bacilos engolfados 
se encuentran intracelulares en agrupaciones de pocos 
elementos. No se encuentran en ningún caso grumos o 
paquetes gruesos, libres en el mesodermo. No es posible 
establecer una ¡dea bien clara sobre la cantidad de ba­
cilos presentes, pero en conjunto, el mesodermo de las 
membranas inoculadas en Quito, está menos cargado de 
bacilos que de las membranas inoculadas en Guayaquil.

En los casos en que hay edema mesodérmico nota­
ble (4 % ) ,  se puede descubrir la presencia de células 
"m ucoides".

d.— Controles.
En las membranas inyectadas con solución salina 

fis io lóg ica, he podido descubrir una ligera h ipertro fia  
del ep ite lio  ectodérmico, de carácter muy circunscrito, 
seguramente correspondiente al sitio de traum atización 
por la aguja. Por debajo del epitelio h ipertró fico, se pue­
de ver una afluencia de monocitos y pro liferación fib ro - 
b lástica, también muy circunscritas y de carácter micros­
cópico. La membrana, macroscópicamente, no presenta 
sino un granu lito  puntiform e, apenas d iferenciable, so-

(F igura N<? 30)
\

Pos pequeños tubérculos con necrosis y fibrosis precoz.
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bre una pequeña zona ligeramente engrosada. No he po­
dido encontrar diferencias entre las membranas tra ta ­
das en Guayaquil y las tratadas en Quito, sólo con CLNa 
al 8.5 por mil.

Con la cepa BCG, no he logrado una im plantación 
de bacilos, en las M CA. se aprecia, al corte, ligera p ro li­
feración del ectodermo y afluencia de mónocitos al sitio 
de inoculación.

En la gran mayoría de membranas consideradas en 
esta investigación, el tiem po lím ite impuesto, desde la 
inoculación hasta la fijac ión , seis días, es suficiente pa­
ra poder apreciar las diferencias en el cuadro histopato- 
lógico producido. En cortes realizados en membranas re­
tiradas antes de los seis días de incubación experimental 
se puede seguir paso a paso la form ación de los tubércu­
los, distinguiéndose ya a las 24 horas la presencia de ele­
mentos celulares característicos, form ando jóvenes tu ­
bérculos cuya diferenciación en ambos grupos de mem­
branas puede ser hecho precozmente, por la predomi­
nancia de células mononucleares en las inoculadas a 758 
mmHg. y de leucocitos eosinófilos y fibroblastos en las 
membranas inoculadas a 547 mm.

Los cortes efectuados en hígados y vasos de varios 
de los embriones inoculados, no revelaron la presencia 
de bacilos ácido-resistentes ni de lesiones de apariencia 
tuberculosa. ;

Las inoculaciones efectuadas en cobayos pusieron 
de manifiesto el grado de v iru lencia de la cepa emplea­
da, la H37Rv. En Quito, de cuatro animales inoculados, 
dos presentaron'caseosis en el sitio de la inyección (mus­
lo) y caeosis ganglionar de los grupos epigástricos e ilía ­
cos correspondientes. Los otros dos presentaron una tu ­
berculosis generalizada. La supervivencia de los anima 
les fué de 60 a 100 días.

Los cobayos inoculados en Guayaquil, murieron a 
los 20 días de la inoculación, pero no se pudo obtener 
datos detallados del cuadro patológico desarrollado.
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CUADRO III

RESPUESTA CELU LA R  EN EL MESODERMO.— PROTOCOLOS HISTOLOGICOS  
M CA inoculadas a 758 mm. Hg— G U A YA Q U IL

T U B E R C U L O

REACCION EX U D A TIV A  REACCION PROLNFERATIVA
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3—
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8—
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- 9—
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10
—
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ia

l

11
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1 R R D +  + + =t Bl F:gD— 2
2 VR +  +  + D +  + + B I0 + D— 4F:g x
3 iV + + + Bl + D— 3
4

. +  + +  D +  + B D— 2 x
5
6 VR R +  + +  + =b ± 0 D— 3 x
7 V + v + + B D— 4
8 RR + +  ' +  +  + +  + BO +  +  + D— 4gPe
9 + BB D— 3e

10 + V +  +  + + 4- + +  + BB + D— 4F:g

11 +  +  ¡ R R +  +  ■ +  + BB +
12 r + + e x
13 i R R D— 2
14 ir R + +  +  + +  + + BO D-—3Fge x
15 Vi RV ± + BB + D— 4
16 v Rv r B D— 2
17 iR +  + +  + +  + + B
18 RR R +  +  + +  +  + BB + D— 2
19 VR R + +  +  + +  + + dz BB D— 4Fge x
20 iiV R R + BF F:g2
21 i F:gP
22 VFR R +  + +  + +  + R +  + + B + FgPe
23 V -
24 ¡ + +  ' ■ +  + B F:g x
25 i ri + r B D— 2
26 VRi RR RR +  +  + + 4 -  + +  + BB + D— 4g
27 V +  +  + R +  + +  +  . BO + 4FgPe -
28 i + +
29 F RD + R +  + B + FgsPe
30 V R + +
31 RRV +  RD . +  + +  +  + BB + FgePD4
32 V ■ + + + B F;g
33 R R + +  R BO + D— 4 x
34 i +  + + B D— 2 x
35 ¡iV +  +  ,
36 i . B F:gD— 2b
37 II ¡R r B
38 RV + +  + + B D— 4-
39 —
40 r +  D +  + ' R D— 4
41 r r BB D— 2
42 r +  + R +  ■ + BB D— 4 ex
43 ¡iV +  +  + + + + + BO O F +  ■ D— 3
44 MR +  +  R ' +  + +  R +  ■ B + D— 3
45 R +  R +  D D R + +  4-4- + B O F í D— 4 x
46 R RR R +  +  + B + D— 3
47 iR +  + +  + +  + + +  ■ D— 2
48 R¡¡ + + FeD
49 + VR R + ' +

■■ . B D— 4 x
50 i +  +  + +  + +  + B + D— 4eF x
51 i +  + + B F;gPe
52 i +  + +. + B D— 2 x
53 ir
54 i +  +  R +  4- +  +  + + B + D— 4 x
55 IV¡ +  +  R R +  + BB D— 3 x
56 i R +  R r ±: -H BB FsgD3 x
57 ¡ + + +  ‘; .+ B O F FegD— 3
58 . + +  / B D— 2



RESPUESTA CELU LA R EN EL MESODERMO.— PROTOCOLOS HISTOLOGICOS  

M CA inoculadas a 547 mm. Hg— QUITO  

T U B E R C U L O

CUADRO IV

REACCION EX U D A TIV A REACCION PROLNFERATIVA
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4  üD + + +  +  + +  4 - 4 - +  +  + ■ B O O F . D— 2  b
.5 —  .
6 _i_1 O F D— 1
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10 ¡D + + + + O F + D,e x
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0  0  O F D— 2gs x
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B 9 e
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D— 1
0  0 + D— 1
B D— 1 e
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F,e Cep.
B D— 2 Fe
B F:g e
B D,e
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B F:g
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CUADROS 1 y II

K =  keratinización (3) (entre paréntesis, el N ° de columna)
c =  cornificación.
n =: formaciones nodulares de células ectodérmlcas.

(2) Proliferación ectodérmica:
I =  presencia de 2 o 3 hileras celulares.
II =  presencia de 4  o 5 hileras celulares.
111= presencia de 6  o más hileras celulares.

Perlas Ad =  adheridas al epitelio ectodérmico.
( .4 ,5 ,6 )  Sp =  separadas del mismo.
CC =  capas concéntricas de Jas perlas ectodérmicas.
(7) Infl Ingm. =  infiltración inflamatoria.
(8) Bacil dist =  distribución de los bacilos:

F =  fagocitados.
g =  grumos, s ^solitarios, aislados.
P =  gruesos "paquetes".— m '=apariencia  de "microcolonias".

(9) Proliferación endodérmica: igual notación q' col. N p 2
(10) Invg =  invaginaciones.

pal =  formación de papilas evaginadas igual que N 9 2.
(11 y 12) Edema del mesodermo y respuesta celular:

I =  abarca hasta 1 mm. de espesor.
II =  abarca entre 1 y 2 mm. de espesor.
111= abarca más de 2 mm. de espesor.
IV  =  reacción mayor de 5 mm. apreciable en campos.
D =  focos dispersos.
C =  focos confluentes.
±  =  respuesta celular mínima.

CUADRO III y IV

R =  agrupaciones celulares en racimos.
V  =  agrupaciones alrededor de los vasos.
i =  forma infiltrante de reacción celular muy débil, difusa.
D =  focos dispersos.

B =  presencia de fibroblastos en eLfoco tuberculoso.
0  =  presencia de fibrocitos, colágeno, fibras.
F =  en todo caso, indica reacción perifocal, a manera de manto

(12) Distribución de bacilos:
D =  dispersos en el foco, grados relativos 1 ,2 ,  3, 4.
g =  grumos, s =  aislados-, solitarios, e == engolfados,
b =  presencia de bacilos solamente en los bordes del foco.
±  =  reacción celular mínima.
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CAPITULO IV

DISCUSION Y  CONCLUSIONES

El estudio de dos series de membranas corioalan- 
toides inoculadas con bacilos tuberculosos ha permitido  
llegar a la conclusión de que estas formaciones extraem- 
brionarias son excelentes medios para el estudio de la 
tuberculosis experimental. Se han empleado embriones 
de 9 días de edad, y la cepa H37Rv de M ycobactenum  
tuberculosis hominis. No sólo la im plantación del baci­
lo v iru lento sino tam bién las lesiones consecutivas a su 
proliferación, ocurren adoptando ciertas características 
que permiten la separación neta entre las dos series de 
experimentos.

El tiempo lím ite  para el desarrollo de las lesiones, 
en estas experiencias, permite establecer que la mem­
brana corioalantoidea d e l embrión de pollo, el desarro­
llo de las mismas es suficientemente rápido, como para 
lograr en corto período una serie de observaciones que, 
por otro lado, ocuparían mucho tiempo, u tilizando  los 
animales de laboratorio como cobayos, conejos, ratones 
etc. Sinembargo, el embrión no puede considerarse sim­
plemente un medio de cultivo, sino un verdadero  anim al 
en el que ocurre una interrelación huésped-parásito.

Teóricamente, y adm itiendo la posibilidad de man­
tener las condiciones de laboratorio rigurosamente con­
troladas y uniformes, tanto a nivel del mar (Guayaquil) 
como a 2860 m. (Q u ito ), se puede a dm itir que el ún i­
co factor variable dentro de las condiciones experimen­
tales, es la tensión parcial de oxígeno. Bajo estos am­
bientes de experimentación, la inoculación de la M C A 
con una cepa establemente virulenta, ha dado lugar a 
tipos fundamentales de respuesta celular. Entre estos 
tipos fundamentales, pueden distinguirse lo que serían 
formas m ixtas o intermedias que por un lado permiten 
establecer la estrecha correlación de la respuesta celu­
la r específica del huésped frente a la presencia del mis­
mo parásito, y por otro permiten un estudio de la evo-
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lución de las lesiones. Es indudable también, que es­
tas formas intermedias están indicdndo una ligera d i­
ferencia en la capacidad reactiva de cada embrión, po­
siblemente debida a factores de resistencia individual.

La primera impresión Obtenida al efectuar los exá­
menes macroscópicos de las membranas y ca lifica r el 
tipo de lesiones, es que en Guayaquil, la extensión de 
las lesiones, es mayor que en las membranas inoculadas 
en Quito. En la tabla V II  se han agrupado estas lesio­
nes, perm itiendo la comparación de sus frecuencias re­
lativas en las dos series de membranas (ver tam bién ta ­
blas V  y V I ).

TA B LA  V II 

Tipos de lesiones: frecuencias relativas

Leseiones Guayaquil Quito

L — Foco solitario . . . . . . . . . .  29.2%  41.0%
2.— Focos dispersos   38.4%  45.9%
3-— Focos conglomerados (*)  . 32.4% 13.1%

EEn los resúmenes de protocolos histológicos (cua­
dro I para 758 mm. Hg y cuadro 11 para 547 mm. H g ) , 

r se puede seguir detalladam ente la estructura de las le­
siones ecto— , endo—  y mesodérmicas. La intensidad 
de la respuesta ce lu lar, en otras palabras, la expansión 
de la I esión, aparece seguramente mayor en las m em bra­
nas corioa lanto ideas inoculadas a nivel del m ar (Gua­
y a q u il ).

E n  dichos cuadros, la intensidad del edema y la  res- 
pues to  celular en el mesodermo, están indicadas por va­
lores q u e  van de I a IV, para ind ica r valores convencio­
nales de lesiones de leve intnesidad, de mediana y de 
gran i ntensidad, respectivamente. Estos valores se re­
fie ren a cada una de las lesiones o focos observados en 
los cor-fes histopatológicos. No hay que confundir pues,

"Lesiones gruesas" tablas V y V I.
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este tipo  de notación convencional adoptada a fin  de po­
der explicar en un cuadro de conjunto, los hechos que 
se describen en el capítulo II I. Según esta notación, la 
frecuencia re lativa de lesiones de gran intensidad ( I I I ) ,  
para ambos grupos de M C A, es de, 26%  y 27%  respec­
tivam ente (tab la  V I I I ) .  Pero en el caso de las mem-

TA B LA  V II I

Reacción celular: frecuencias relativas

i % II III o
Guayaquil ..............  36 29 26 9
Q u i t o . .    . .  29 27 27 17

branas de Quito, casi todos estos valores corresponden a 
lesiones únicas, no acompañadas sino de escasa res­
puesta celu lar difusa en toda la membrana, o también, 
de ninguna o tra  reacción ce lu lar circundante.

Aparentemente, existen dos tipos fundamentales 
de  lesiones: m ientras en las M C A  inoculadas en Guaya­
q u il la reacción ce lu lar es mucho mayor que en las M C A  
inoculadas en Quito, en éstas en cambio, la frecuencia 
de lesiones necróticas y caseosas es mayor (tab la  I X ) .

T A B LA  IX

Elementos del folículo tuberculoso: frecuencias 
relativas %

C. Epif. C. Giga. Necros. Cáseos. Reacción Fibrosis

Conjuntv.

G uayaqu il . . .  74 31 26 1.7 76 15.5
Q u ito  . . . . . . .  73 47 40 16.5 67 43.5

A d e m ás , en las primeras, la cantidad de bacilos disper­
so s  en los focos tuberculosos es mucho mayor que la can-



—  83 —

tídad de bacilos presentes en el centro y periferia de los 
focos tuberculosos de las segundas.

En otras palabras, m ientras las membranas inocu­
ladas en Quito presentan los elementos característicos 
de un fo lícu lo  tuberculoso, con necrosis o caseosis rodea­
da por células gigantes y epitelioides, las membranas 
inoculadas en Guayaquil presentan elementos caracte­
rísticos del te jido de exudación tuberculoso, con células 
in flam atorias, mononucleares, y también células epite­
lioides y gigantes de Langhans.

En ambos grupos de membranas, la presencia de 
mononucleares, células epitelioides y células de Langh­
ans, responde seguramente a un solo y el mismo tipo  de 
estim ulación, que parte del m icroorganismo patógeno. 
Se ha a tribu ido a varios de los componentes químicos del 
bacilo  la propiedad de provocar la afluencia o form ación 
ción de ciertos grupos de elementos celulares (v. cap. 
I . ) . Pero, como quiera que se adm ita este hecho, es evi­
dente que no se puede exp licar sólo como un fenómeno 
quím ico, menos aún cuando experimentalmente se ob­
serva que la cantidad de substancias de origen bacila r 
necesaria a la producción de una reacción específica es 
tan grande, que correspondería a muchos gramos de 
cuerpos bacterianos que nunca están presentes en la le­
sión " in  vivo".

El conocim iento de la existencia en el bacilo, de una 
substancia citotóxica, que ya sé sospechaba desde mu­
chos años ha, es demasiado reciente ("cord fa c to r") y 
no han sido aún consideradas experimentalemente sus 
potencialidades en la patogenésis de la lesión tubercu­
lo s a / Sinembargo, el solo hecho de una demostración 
c ie rta , sugiere la posibilidad de explicar muchos fenóme­
nos que ocurren en la in tim idad  de los tejidos. Recordad 
por ejem plo que, los leucocitos que intervienen en la 
constituc ión  de las imágenes histopatológicas de las 
M C A  éstudiadas, se presentan luego de un proceso de 
m ig rac ión  através de las paredes vasculares, y dentro de 
lo que  podría considerarse como todo un complejo fenó­
m eno vascular. Su disposición d ifie re , en cierto modo, en 
am bos grupos de membranas. Estos leucocitos se encuen­
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tran en varios períodos de su desarrollo, según indican 
las granulaciones eosinófilas y basófilas, indicando e! 
proceso activo de su producción y su afluencia  hacia el 
foco lesionado, por estados sucesivos con mayor o menor 
premura. La presencia de formas jóvenes, "eosinófilos", 
puede ser sufic iente indicación de la intensidad del pro­
ceso. Es sumamente interesante que estos leucocitos no 
formen parte de las lesiones propiamente dichas, sino 
que se dispongan a distancia, particu larm ente  en las 
membranas inoculadas en Guayaquil, en que nunca se 
encuentran bacilos entre los "eosinófilos". Recordad a 
este respecto la acción de inh ib ición de m igración de los 
leucocitos ejercida por el llamado "cord fa c to r"  (cap. I ).

Desde este punto de vista, aparece una discrepan­
c ia  con las ¡deas de Canat y Opie (81 ), quienes recuer­
dan la capacidad fágocita ria  indiscutible de los granu- 
lucitos jóvenes, cuya presencia en zonas en que no se 
encuentran sino raros bacilos, indicaría una reacción ca­
paz de retardar la invasión del bacilo tuberculoso.

En el momento presente, y como respuesta a una 
tendencia general de los investigadores, se adm ite  (34 
9 0 ) el origen común de todas las células mononucleares 
presentes en la lesión tuberculosa. La diversidad m orfo ­
lóg ica , no correspondería sino, precisamente a la d iver­
s idad  de estados fisiopatológicos que im plican  tam bién 
Una variedad de estímulos. Se consideran células idénti­
cas, de idéntico origen, el monocito o cé lu la  transic ional 
cié la sangre, el clasm atocifo o poliblasto o h is tioc ito  o 
cé lu la  adventic ia! de los tejidos, la célula ep ite lio ide  de 
la  lesión tuberculosa (,,) (34, 90, 91, 9 2 ) . En realidad, 
to d a s  estas células, no corresponden sino a una form a 
f  undam en ta i: el fagocito  mononuclear presente en todo 
fo c o  in flam ato rio .

Ahora bien, la reacción más im portan te  en las 
rviem branas corioalantoideas estudiadas en el presente 
tra b a jo , está a cargo del mesodermo. Son células meso-

( „ ) — La célu la de Kupffer del sinusoide hepático, el fa g o c ito  de los senos 
esp lén icos .



blásticas las que han sufrido pro liferación y d iferencia­
ción y se han agrupado para dar las imágenes caracte­
rísticas. La lesión inicia l se presenta de carácter in flam a ­
torio, sin ningún elemento pa rticu la r que perm ita clasi­
ficarle  como inflam ación tuberculosa. Los elementos jó ­
venes son estrictamente el producto de una exudación. 
Posteriormente, estos elementos van adquiriendo una 
disposición especial respondiendo a un proceso de ca­
rácter tóxico dependiente del número de bacilos, pero la 
form a prim ord ia l, el carácter típ ico  se conserva, de ma­
nera que en las M C A  de Guayaquil, el predominio del 
cuadro exudativo, que en ú ltim o  térm ino debe ir, y  va en 
efecto en algunos casos, a la necrosis, es evidente; m ien­
tras en las membranas de Quito, el carácter pro lífe ra ti- 
vo, fibroso, es bien manifiesto.

La manifestación tóxica está representada por a l­
teraciones vasculares, el edema generalizado del meso­
dermo y de las células, que es mayor en las membranas 
de G uayaquil, y la degeneración (de carácter mucoide) 
de las mismas.

Los fenómenos de necrosis ce lu lar han sido a tr ib u i­
dos a la hipersensibilidad establecida por algunos de los 
componentes del bacilo (tubérculo-proteínas, v. cap. I ) . 
El fenóm eno mismo, aparece fundam entalm ente de loca­
lizac ión  citoplasm ática, y no correspondería en la lesión 
in ic ia l, a una reacción general del organismo. A l menos 
esto puede deducirse de los trabajos de muchos investi­
gadores (34, 37) que han estudiado cultivos de tejidos. 
Los bacilos que pro liferan en la in tim idad de los tejidos 
del huésped, son fagocitados por neutrófilos y monocitos 
que a  su vez fagocitan a los mismos neutrófilos; así, los 
m onocitos son los últim os encargados de transportar a 
los bac ilos  más profundamente. Los bacilos pro liferan 
en el in te rio r de su citplasm a, hasta desarrollar una h i­
persensib ilidad, en cuyo caso, su necrosis y desintegra­
ción n o  se hacen esperar. Los cuadros I y II indican por 
un s igno  x  las membranas en las que es posible seguir de­
ten idam en te  este proceso, desde el ectodermo hasta el 
mesodermo. En muchos casos, parece que la hipersensi­
b ilid a d  no se m anifiesta tan rápidamente como la p ro !i-
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feración, de a llí que se puede ver verdaderos paquetes 
densos de bacilos llenando un macrófago vacuolado.

En las membranas de Quito, el proceso de hiper- 
sensibilización me parece estacionario en cierto modo 
de ta l manera que la necrosis y caseosis han alcanzado 
una extensión defin ida y enseguida lim itada por la reac­
ción del huésped: la fibrosis encapsulanfe. Parece como 
si, luego de un prim er estadio de hipersensibilidad, se es­
tableciera una fase inm un ita ria , capaz de im pedir la 
posterior invasión mesodérmica por el bacilo. Un hecho 
bien conocido es el que los bacilos intracitoplasmáticos 
comienzan a m u ltip lica r enseguida — dentro de 24 hs. 
siguientes a la exposición, según trabajos de Mackaness 
e t al. (37) —  dando lugar a muerte y i ¡sis inm ediata dei 
macrófago (37, 34, 9 2 ), para luego dar lugar a apari­
ción de un fenómeno de resistencia celular, de carácter 
inm in ita rio , de manera que posteriormente, la m u ltip l'-  
cación de los bacilos se realiza más lentamente, por pro 
ducirse una reacción entre ellos y las células.

Una lesión que tiene el carácter destructivo, inclu­
so muy precozmente, es, desde el punto de vista del hués­
ped, más benigna si se deja rodear por un te jido de resis­
tencia. En efecto, la pro liferación conectival posterior in ­
dicaría una respuesta positiva de defensa del organis­
mo huésped, y por esto, una evolución tardía favorable

Una desventaja de la u tilización  del embrión de po­
llo  en el estudio de la tuberculosis experimental, sería la 
im posibilidad de seguir más a llá  de un tiempo estricta­
mente lim itado por, su propia evolución. Por esto, lo que 
se puede constatar son fenómenos primordiales de la in ­
fección tuberculosa, lo que podría considerarse un pri- 
m oinfección, y no los procesos consecutivos a la reacción 
del organismo huésped, ante la cronicidad de la in fec­
ción. De aquí que, en los dos grupos de membranas, a 
pesar de que el proceso es completamente defin ido, se 
presenta incompleto, si bien es cierto que se puede pre­
ver la caseificación de la mayoría de*las lesiones de las 
membranas de Guayaquil, y la franca regresión de los 
tubérculos caseosos de las membranas de Quito.

De todos modos, éste traba jo  de carácter experi-



mental, no puede llegar a conclusiones defin itivas y sig­
n ifica  más bien, el p lanteam iento de todo un complejo 
plan de investigación en el fu turo .

SUMARIO:

1— Se ha realizado la inoculación de membranas 
corioalantoideas de embriones de pollos de nueve días 
de edad, con dosis constantes, de 0.1 mg. en 0.25cc. de 
solución salina, de bacilos de cu ltivo  en medio Tween- 
a lbúm ina , de siete días de edad, de M . tuberculosis ho-
ftin is, cepa H37Rv.

2— Las experiencias se han efectuado en dos gru­
pos: el uno, de inoculaciones a nivel del mar (Guaya­
quil), y el otro, de inoculaciones a 2860 m. sobre el nivel 
de l m a r-(Q u ito ), manteniendo estables las condiciones 
de  laboratorio, adm itiendo como único factor variable, 
la  tensión parcial de oxígeno, dependiente de la a ltitud .

3—-Después de seis días de inoculación, se han exa- • 
m in a d o  las lesiones producidas en las M C A, macroscó­
p icam en te  ' f  en cortes histológicos coloreados con hema- 
tox ilina -eos ina  y por una técnica m odificada de Galle­
g o .

4 — Se hace una discusión de las imágenes h isto ló­
g ic a s , llegando a conclu ir que las membranas inocula­
d a s  a nivel del mar, predominan las lesiones de tipo  exu • 
da tivo-necró ticas, y en las membranas inoculadas a 2860

predominan las lesiones pro liferativo-necróticas.

5— Se discute el posible origen de esta d iferencia 
d e  lesiones, atribuyendo en parte a una variación de le 
v iru le n c ia  del bacilo. '
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