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INTRODUCCION

En el ejercicio cotidiano efectuado en los laboratorios para diag-
n6sticos de las enfermedades de las aves, con frecuencia se tropieza -
con la falta de un compendio &gi1 y adecuado que nos ensefie 1a metodolo
gfa exacta para desarrollar la técnica de inoculaci6n del material sos-
pechoso obtenido en el campo y que con auxilio de los embriones de po -
110, a la postre nos indique, en primera intencién, de qué enfermedad -

viral se trate.

EY objeto de este estudfo va con la finalidad de aportar la técni-
ca m8s adecuada, conjugando la bibliograffa existente de los diferentes
métodos de inoculacién mundiales, para el diagnfstico de las enfermeda-
des virales en las aves y contribuir a hacer mis &gi1 el trabajo de la-~

boratorio de diagnbstico diario.



MATERIAL Y METODOS

A. MEDIOS DE CONSERVACION.
a). Inmersién en glicerina.
Material.

Un fco. de 473 mililitros de glicerina Q.P.

Dos gramos de citrato de sodio.

Quinientos mililitros de agua destilada preservada en estado esté-
ril en un matraz Erlen Meyer pyrex estéril de un litro de capacidad, -

con torunda hermética de algoddn estéril.

Tres envases estériles de treinta mililitros de capacidad aproxima

da con rosca y tapadera hermética.
Método.

1. Diluir 12 glicerina al 50% en agua destilada preservada en
estado estéril en un matraz Erlen Meyer pyrex estéril con torunda hermé
tica de algodén estéril, y adicionarle citrato de sodic en un 2%, homoge

neizando dicha suspension.

2. Depositar el preservativo elaborado en envases estériles -
(adecuados al tamafio de la muestra) de treinta mililitros de capacidad-

aproximada con rosca y tapadera hermética.

3. Sumergir el material sospechoso en el medio de conservacifn



elaborado para su preservacién.

{XIX, XXXVII}.

b). Refrigeracién.
Material.

Una hielera 1impia de poliuretano con tapadera hermética, de 45cm.
de largo por 30 cm. de ancho por 20 cm. de alto aproximadamente con -
hielo renovable de preferencia cada veinticuatro horas, procedente de-
agua potable, y con un nivel minimo de hasta la mitad de la capacidad-

de la hielera.

Tres envases estériles de treinta mililitros de capacidad aproxi-

mada, con rosca y tapadera hermética.
Un rollo de cinta adhesiva.
Método.

1. Guardar el material sospechoso para su preservacién en en-
vases estériles (adecuados al tamafio de la muestra) de treinta milili ~

tros de capacidad aprox., con rosca y tapadera hermética.

2. Se deposita el envase que contiene el material sospechoso-

(o el especimen completo) entre el hielo.

3. Se cierra la hielera 1impia de poliuretano con tapadera -
hermética, y se cincha con cinta adhesiva.

(XIX, XXXVII}.



TECNICAS OE OBTENCION DEL MATERIAL SOSPECHOSO A PARTIR DE
AVES ENFERMAS.

a). Técnica de obtencién del exudado traqueal de un ave viva.

Material.

Tres vasos de precipitado pyrex estériles de cincuenta mililitros-

de capacidad.

Quinientos mililitros de agua destilada preservada en estado esté-
ril en un matraz Erlen Meyer pyrex estéril de un litro de capacidad, -

con torunda hermética de algoddn estéril.

Tres tubos de cultivo kimax estériles de siete mililitros de capa-

cidad aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.
Gradilla de alambre para cuarenta tubos.
Metodo.

1. Provocar una expectoracifn al ave enferma haciendo presidn
sobre el cartilagoaritenoides y sobre la parte inferior de la traquea,-
habiendo colocado previamente en 1a abertura bucal del ave un vaso de -
precipitado pyrex estéril de cincuenta mililitros de capacidad para re-
coger el esputo. Otras veces es necesario hacer gargarizar al ave con -
agua destilada preservada en estado estéril, para obtener la suficiente
cantidad de material sospechoso, habiendo colocado previamente en la -
abertura bucal del ave un vaso de precipitado pyrex estéril de cincuen-

ta mililitros de capacidad para recoger el gargarismo.

2. Usualmente en ambos casos se utiliza un recipiente para la
obtencidn de Ta muestra y otro para su preservacién en un medio de con-

servacidn, sino ha de ser elaborado en el momento el material saspecho-



s0. La muestra se ha de pasar una vez obtenida, del vaso de precipita-
do, a un tubo de cultivo estéril de siete mililitros de capacidad aprox.,

con rosca y tapadera hermética de baquelita.
(X1X).

b). Técnica de obtencidn de material sospechoso de las lesio-

nes cutdneas de un ave.

Material.

Una botella limpia con rociador conteniendo doscientos mililitros

1

de alcohol de 96 grados G.L.

Una tijera de diseccidn de punta aguda previamente esterilizada.

Una pinza de diseccidn con dientes de ratdn de 14.5 centimetros

previamente esterilizada.

Tres tubos de cultivo kimax estériles de siete mililitros de capa

cidad aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.
Gradilla de alambre para cuarenta tubos.

Un frasco de boca ancha de quinientos mililitros de capacidad - -

aprox., con trescientos milititros de alcohol de 96 grados G.L.
Método.

1. Desinfectar de una manera generosa la regidén de donde se ha
de colectar el material sospechose, rociando con alcohol de 96 grados -

G.L., pero sin friccionar de alguna manera.

2. Remover 1a lesién con ayuda de una tijera de diseccidn de -
punta aguda previamente esterilizada, incidiendo profundamente dentro del

tejido epitelial y con ayuda de una pinza de diseccion con dientes de ra



tén previamente esterilizada, sujetar 1a muestra, a fin de depositarla
en un tubo de cultivo estéril de siete mililitros de capacidad aprox.,
con rosca y tapadera hermética de baquelita.

(x1x).



TECNICAS DE OBTENCION DEL MATERIAL SOSPECHOSO POR MEDIO DE
LA NECROPSIA DE UN AVE ENFERMA.

Material general de necropsia.

Un Tavabo limpio y un grifo con agua potable.

Una botella limpia con rociador conteniendo doscientos mililitros

de alcohol de 96 grados G.L.
Un mango de bisturi niimero cuatro previamente esterilizado.

Dos hojas cambiables de diseccifn estériles nimero veintidos.

Un arco limpio para segueta.
Dos seguetas previamente esterilizados.
Una tijera de diseccién de punta aguda previamente esterilizada.

Dos pinzas de disecciGn con dientes de rat6n de 14.5 cm. previamen

te esterilizadas.

Tres envases estériles de treintabmiIilitros de capacidad aprox.,-

con rosca y tapadera hermética.

Un frasco de boca ancha de quinientos mililitros de capacidad aprox.,

con trescientos mililitros de alcohol de 96 grados G.L.

a). Técnica de obtencidn del material sospechoso de la parte

superior del tracto digestivo y respiratorio.

Método.

1. Lavar con agua potable Tas plumas del ave y desinfectar de
una manera generosa el drea en que se ocupe hacer la incisi6n, rociando

con alcohol de 96 grados G.L.

2. Colocar sobre su dorso al ave en la mesa de necropcias pre



viamente esterilizada en su superficie.

3. Insertar 1a hoja de una tijera de diseccidn de punta aguda,
previamente esterilizada en la abertura bucal, y cortar a través de la-

articulacién de la mandibula en el 4ngulo de la boca.

4. Cortar hacia abajo, a través de la faringe, continuando -~

por el esdfago cervical hasta el buche.

5. Separar la piel del cuello y misculos, tirando simplemente
con los dedos, protegidos por unos guantes de hule estériles, o a falta
de &stos con dos pinzas de diseccién con dientes de ratén previamente -
esterilizadas a fin de hacer posible el examen de Ta parte superior del
tracto digestivo y del tracto respiratorio, y de este modo hacer visi -

ble el material sospechoso que ha de ser obtenide.

6. Por ejemplo: para la obtencién de la traguea sospechosa, -
se introducen las hojas de una tijera de diseccién de punta aguda pre -
viamente esterilizada, en 1a Taringe a nivel de la epfglotis, y cortar-
en toda su longitud la porci6n cervical de Ta traquea, obtener los exu-

dados, o extirpar la traquea.

7. Colocar el material éospechoso obtenido en la necropsia, -
con ayuda de una pinza de diseccién con dientes de rat6n previamente es
terilizada, en un envase estéril (adecuado al tamafio de Ta muestra) de-
treinta mililitros de capacidad aprox., con rosca y tapadera hermética.

(x1x).

b). Técnica de aobtenci6n del material sospechoso de la cavi-

dad tordcica y abdominal.

1. Insertar una de las hojas de un par de tijeras de disec -

* dbn de punta aguda previamente esterilizada, en el &rea donde tiene su



inicio 1a 1inea alba en el cartilago xifoides.

) 2. Partiendo de este punto, cortar la pared tordcica, inclu -
yendo el misculo pectoral y las costillas, hacia la regi6n axilar de -

uno y otro lado del cuerpo.

3. Asir el esqueleto del tdrax forzdndolo hacia adelante, ex-
poniendo las visceras tordcicas para hacer posible su examen u obten --

cion.

4, Partiendo del mismo punto (inicio de 1a 1inea alba en el -
cartflago xifoides), efectuar una tercera incisién a 1o largo de la 1i-
nea alba, en direccitn al tenddn prepibico, a fin de hacer posible el -

examen de los frganos abdominales o su obtencidn.

5. Colocar el material sospechoso obtenido en la necropsia, -
con ayuda de una pinza de diseccién con dientes de ratén previamente es
terilizada, en un envase estéril (adecuado al tamafio de 1a muestra) de-
treinta mi1ilitros de capacidad aprox., con rosca y tapadera hermética.

(xm)

c). Técnica de obtencidn del encefalo.

1. Separar la cabeza del resto del cuerpo desarticulando la -
articulacién atlantoaxoidea, e incidir con ayuda de un bisturi nimero -
cuatro previamente esterilizado, anﬁado con una hoja cambiable de disec
cibn estéril nimero veintidos, los tejidos blandes del cuello, hasta lo

grar su separacion.

2. Se quita con ayuda del mismo bisturi previamente esterili-
zado y una pinza de diseccién con dientes de ratén previamente esteriii
zada, la piel que reviste la cabeza dejando al descubierto la cara ex -

terna de los huesos del crédneo.



10

3. Se debe primeramente localjzar el drea convexa de 1os hue-
sos que forman el crdneo (cara externa), que estd localizada por detrds
de las orbitas hasta la porcifn anterior de la cresta nucal del occipi-
tal. Delinear en la cara externa de los huesos de dicha drea, un rectdn
gulo de cuatro lados, en el que las 1ineas paralelas largas estén ubica
das a cada lado de la cara dorsal del crdneo, que vayan desde la sutura
nasofrontal hasta la sutura escamosa, y las 1ineas cortas estén ubica -
das y delineadas en la cara externa de los huesos de 1a cara dorsal del
crdneo, con un trayecto paralelo a la porcidon anterior y posterior del-

cerebro respectivamente.

4. Con ayuda de una sequeta previamente esterilizada, Timar a
1o largo de las lineas que forman el rectdnculo de cuatro lados, tenien
do cuidado de no ir demasiado profundo como para cortar el cerebro, ter
minando de dividir 1os hueses de la cara dorsal del crdneo con ayuda de
una tijera de diseccifn de punta aguda previamente esterilizada, intro-
duciendo su punta aguda en la cavidad del créneo sin dafiar el cerebro y
cortar 1o que no se haya podido dividir con la sequeta por temor a le -

sionar el cerebro.

5. Botar el drea sefialada con ayuda de una tijera de disec --
cidn de punta aguda previamente esterilizada, introduciendo ura de sus-
puntas dentro de la cavidad del crdneo sin dafar el cerebro, y efectuan
do una palanca con el mango de la tijera en relacidn a los huesos de la
cara dorsal del crdneo que se desean botar, siendo deseable efectuar la

presidn en las esquinas del rectdngulo.

6. E1 encefalo puede extraerse removiéndolo con sumo cuidado~
en su base, con ayuda de una tijera de diseccidn de punta aguda previa-

mente esterilizada, a fin de que pueda salir de la cavidad por la -
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abertura rectangular que se ha formado.

7. Al ser extraido el encéfalo, se deposita en un envase es -
téril, de treinta mililitros de capacidad aprox., con rosca y tapadera-

hermética.

(Lav)
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TECNICAS DE ELABORACION DEL INOCULO A PARTIR DE MATERIAL SOSPECHO
S0.

Material general para elaboracidn del inbculo.

Un gramo de material sospechoso sin contaminantes, depositado en-

el envase en que se ha preservado desde su obtencién.
Una tijera de diseccidn de punta aguda previamente esterilizada. -

Una pinza de diseccifn con dientes de ratén de 14.5 centfmetros -

previamente esterilizada.

Un mortero de Ten Broeck estéril con su émbolo 11eno de hielo pi-

cado procedente de agua potable.

Cinco gramos de arena de silice estéril, depositada en un vaso de-

precipitado pyrex estéril de cincuenta mililitros de capacidad.

Dos pipetas volumétricas kimax estériles de cinco mililitros (5ml1),
graduadas en color en décimas de mililitro (0.1 ml1.), obturadas con al-

god6n en el extremo bucal.

Dos pipetas volumétricas kimax estériles de diez mililitros (10 -
ml.), graduadas en color en mililitros (1 m1.), obturadas con algodén-

en el extremo bucal.

Cuatro tubos de cultivo kimax estériles de siete mililitros de ca-

pacidad aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.

Una centrifuga 1impia de cuatro tubos y 4500 revoluciones por mi-

nuto {de uso exclusivo para este fin).

Dos- jeringas de tuberculina estériles de dos mililitros (2 ml.), -

con medida en décimas de mililitro (0.1 m1.)., con pivote metdlico de -
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enchufe universal.

Dos jeringas Luer estériles de cinco mililitros con pivote metali

co de enchufe universal.

Setfs agujas de diseccibn estériles nimero veinte de una y media -

pulgada de longitud.

Quinientos mililitros de agua destilada preservada en estado esté
ril, en un matraz Erlen Meyer pyrex estéril de un litro de capacidad,-

con torunda hermética de algodén estéril.
Un frasco comercial conteniendo un gramo de estreptomicina.

Un frasco comercial conteniendo un millén de unidades internacio-

nales de penicilina s6dica o potdsica.
Un frasco comercial conteniendo un gramo de nistatina.

Un frasco de boca ancha de quinientos mililitros de capacidad --

aprox., con trescientos mililitros de alcohol de 9% grados G.L.

Dos agitadores'esteri1izados de vidrio de quince mililitros.

Una gradilla de alambre para cuarenta tubos.

a). Técnica de elaboracién del in6culo a partir de Srganos.

Método.

1. a). Los 6rganos conservados en glicerina deben ser objeto
de un lavado previo a su elaboraci6n con agua destilada preservada en-
estado estéril, a la vez que se examina el estado de conservacifn del-
material sospechoso. De igual manera efectuar un examen previo a la ela

boracién de los drganos conservados en refrigeracifn.

b). Los drganos han de ser cortados finamente con una tijera-
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de disecci6n de punta aguda previamente esterilizada, ayudado en la su
jecidn del material sospechoso con una pinza de diseccidn con dientes-

de ratén previamente esterilizada.

2. Depositar los trozos de material sospechoso en el interior -
de 1a cdmara de un mortero de Ten Broeck estéril. Con peso del material

sospechoso de un gramo.

E1 mortero Ten Broeck estéril es previamente preparado a la molien -
3
da, ya que el émbolo en su interior debe coétener hielo picado, proce -

dente de agua potable.

3. Anadir una pequefia cantidad de abrasivo, como arena de sili-
ce estéril, al interior de 1a cdmara del mortero de Ten Broeck y hacer-

la molienda hasta formar una pequefia pasta fina.

4. Con una pipeta volumétrica kimax estéril de cinco mililitros
obturada con algodén en el extremo bucal, tomar cinco mililitros de -
agua destilada preservada en estado estéril y depositarla sobre la pas-
ta previamente elaboradas, hacer la molienda y horogenizar la suspensién

que se ha de formar.

5. Tomar la suspensidn con una pipeta volumétrica kimax estéril
de diez mililitros obturada con algod6n en el extremo bucal, y deposi -
tarla en un tubo de cultivo kimax estéril de siete mililitros de capaci

dad aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.

6. Centrifugar las muestras contenidas en los tubos de cultivo-
a 2,500 revoluciones por minuto durante veinte minutos. Poner a la par-
otro tubo de cuitivo en la centrffuga si solo una suspensién se ha de -

centrifugar.

7. Recoger dos y medio mililitros (2.5 ml.) del 1iquido sobrena
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dante de la suspensién con una jeringa Luer estéri) de cinco mililitros -
con pivote metdlico de enchufe universal, armada con una aguja de disec

¢i6n estéril nimero veinte de una y media pulgada de Tongitud.

8. Depositar la suspensidon en un tubo de cultivo kimax estéril -
de siete mililitros de capacidad aprox., con rosca y tapadera hermética-

de banquelita.

9. Agregar antibifticos a la suspensidn, con ayuda de una jerin-
ga de tuberculina estéril de dos mililitros con pivote metdlico de en --
chufe universal, armada con una aguja de diseccion estéril nimero veinte

de una y media pulgada de Tongitud. 10,000 unidades internacionales de

penicilina sddica o potfsica, cincuenta miligramos de estreptomicina y

veinticinco miligramos de nistatina por cada mililitro de suspensidn.

Mezclar los antibi6ticos en dicha suspensibn, invirtiendo de buen modo

]

el tubo de cultivo para lograr su mejor homogenizacidn. Esperar treinta-
minutos al término de los cuales es utilizable la suspensidn homogenea -

como inbculo. (XXI, XVIII).

b). Técnica de elaboraci6n del indculo a partir de lesio -

nes cutdneas.
Método.
Si el material sospechoso de una lesidn cutdnea se ha secado en el tu

bo de cultivo que se ha conservado, tiene que ser removido por un agita-
dor estéril de vidrio de quince centimetros a fin de poder depositarlo -
en el interior de la cémara de un mortero Ten Broeck estéril. Con peso ~

del material sospechoso de un gramo.

El mortero Ten Broeck estéril es previamente preparado a Ya molienda,
ya que el émbolo en su interior debe contener hielo picado, procedente-

de agua potable.
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De ahi se utiliza el mismo procedimiento desde el paso ndmero --
tres de la técnica de elaboracién del indculo a partir de 6rganos.
(xx1).
c). Técnica de elaboaracidn del infculo a partir de exu-

dado traqueal .

Método.

1. El exudado traqueal conservado en el tubo de cultive, se -
deposita en el interior de la cdmara de un mortero Ten Broeck estéril.-

Con peso del material sospechoso de un gramo.

2. Con una pipeta volumétrica kimax estéri] de cinco milili -
tros obturada con algodbén en el extremo buca tomar cinco mililitros de
agua destilada preservada en estado estéril, y depositarlos sobre el -
exudado sospechoso en el interior de Ta cdmara del mortero Ten Broeck,-

hacer la molienda y homogeneizar l1a suspensidn que se ha de formar.

De ahi se utiliza el misme procedimiento desde el paso nimero cin-
co de la técnica de elaboracién de indculo a partir de 6rganos.

{Xx1).
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TECNICA DE DESINFECCION DE LA INCUBADORA

MATERIAL.
Un fco. de un litro de formol al 40%.

Una probeta limpia de cien mililitros (100 ml.), graduada en coler

en mililitros (I ml.).
Una franela cuadrada de medio metro.

Una vasija de aluminio o de peltre de veintinueve centimetros de -

didmetro y dos litros de capacidad.

6.18 gramos de permanganato.

Un grifo con agua potable.
METODO.

1. Después del lavado de la incubadora desinfectar con ayuda -
de una franela las superficies de 1a incubadora y charolas portahuevos,-

con formol al 40% en suspensifn homogénea al 10% en agua potable.

2. La vasija en Ta que se 1leva a cabo la reaccibn debe de ser
de aluminio o de peltre, debfendo ocupar e1_desinfectante a lomds un -~
décimo del nivel de la capacidad de la vasija. Adicionar en la vasija -
12.5 mililitros de formol al 40% a 6.18 gramos de permanganato por metro

cibico de espacio de 1a incubadora.

Con la vasija en el piso de la incubadora dejar el desinfectante -

reaccionar una hora, con las ventilas abiertas de la incubadora.

3. Introducir los huevos dentro de la incubadora previamente -
desinfectada una vez que se haya sacado la vasija gue contiene el desin-

fectante.
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4. Una'vasija de aluminio o de peltre conteniendo quince mili
litros de formol al 40%, depositarla en el pise de 1a incubadora duran-
te tres horas, con los huevos en el interior y las ventilas abiertas, -
al séptimo dia después de haber sido realizada la primera desinfeccidn.

{xx1x, L).
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TECNICA DE DESINFECCION DE LA CASCARA DEL HUEVO Y CARA EXTERNA
DE LA MEMBRANA INTERNA(FARFARA)
Material.

Una incubadora comercial marca Perrusquia previamente desinfectada

con capacidad para ciento cincuenta y dos huevos.

Seis 1itros de agua destilada preservada en estado estéril en un -
garrafén de diez litros de capacidad aprox., con rosca y tapadera hermé

tica.
Ciento veinte gramos de tilosina.
Un fco. de un litro de formol al 40%.

Una probeta limpia de cien milititros (100 ml.), graduada en color

en mililitros (1 ml.).

Dos charolas portahuevos previamente desinfectadas de material -

pldstico o madera.

Una tina previamente desinfectada de trece litros de capacidad -~

aproximada, de 1dmina o de pl4tico.

Cinco moldes de doce cubitos de hielo cada uno, procedentes los cu

bitos de hielo de agua destilada.
Método.

1. A los huevos por desinfectar se les ha de calentar dos ho -
ras en la incubadora a una temperatura de 99.95 grados Fahrenheit, o -
sea 37.75 grados centigrados, antes de efectuar la inmersién en la solu

cifn desinfectante.

2. Refrigerar a cuatro grados centigrados seis 1itros de agua

destilada preservada en estado estéril en un garrafon de diez 1itros de
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capacidad aprox., con rosca y tapadera hermética.

3. Lavar de una manera generosa las charolas portahuevos con

formol al 40% en suspensidn homogénea al 10% en agua potable.

4, Lavar de una manera generosa la tina con formol al 40% en

suspensién homogénea al 10% en agua potable.

5. Elaborar en el garrafén la solucion desinfectante que,cong

ta del 2% de tilosina en suspensién homogénea en agua destilada.

La solucién desinfectante elaborada, se vierte del garrafén a la -
tina previamente desinfectada y se le agregan cubitos de hielo proceden
tes de agua destilada, a fin de que 1legue 1a solucifn a la temperatura

requerida de menos dos grados centfgrados.

6. Colocados los huevos en la charola portahuevos previamente
desinfectada, sumergirlos durante dos minutos en la solucifn desinfec -

tante.

7. Una vez terminado el proceso, volver los huevos a la incu-

badora a 99.50 grados Fahrenheit, o sea 37.5 grados centigrados. (XXX,L)
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TECNICAS DE INOCULACION

Material general de inoculacién.

Un ovoscopio de fabricacifn casera con un foco de cien watts.

Un mechero de bunsen para gas con 1lama graduable.

Un 14piz de grafito. 4

Un frasco de boca ancha de quinientos mililitros de capacidad apro

ximadamente con trescientos mililitros de alcohol de 96 grades G.L.

Un frasco de cien mililitros de tintura de metafeno y aplicador, o
un frasco de cien mililitros de tintura de yodo oficial y aplicador, o-

un frasco de quince mililitros de merthiolate y aplicador.

Un frasco comercial de colodién y aplicador.
Un frasco refractario con parafina 1fquida fundida de quince mili-

litros aproximadamente y aplicador.

Cuatro tubos de cultivo kimax estériles de quince mililitros de ca

pacidad aproximadamente con rosca y tapadera hermética de baquelita.

Veinte cubre objetos cuadros de 1.8 cm., desgrasados en alcohol de

96 grados G.L.

Dos compresas de campo de 60 por 35 centimetros.

Un cubre bocas de tela o una mascarilla contra el polvo 22 B.

Una piedra de lenteja previamente esterilizada.

Dos piezas de mano previamente esterilizadas.

Una pinza de iridectomfa previamente esterilizada.

Una perita de hule estéril.

Un catéter de hule estéril de diez centimetros aplicables a la pe -

rita de hule.
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Veinte Gvalos de papel estraza estériles de dos centimetros de lar

go y centimetro y medio de ancho.

Veinte discos de papel de estraza estéril de centimetro y medio de

didmetro.

Dos jeringas de tuberculina estériles de un mililitro (1 m1.) 0 -
mds comin de dos mililitres (2 ml1.) de capacidad, con medida en décimas

de mililitro (0.1 ml.), con pivote metdlico de enchufe universal.

Una guia de hule estéril para inclusi6n de agujas de diseccién.
Cuatro agujas de diseccidn estériles nimero veinte de una y media-

pulgada de longitud.

Diez agujas de diseccidn estériles ndmero veinticuatro de una y me
dia pulgada de longitud.

Diez agujas de diseccidn estériles ndmero veintisiete de una pulga
da de longitud.

Diez agujas de diseccidn estériles nimero veintisiete de una y me-

dia pulgada de longitud.



FOTO No. 1 Ovoscopeando el huevo para observar a trasluz fLa -
disposicibn de sus estructuras.

CAMARA DE AIRE

FOTO No. 2. Disposicibn de La cdmara de aire en ef hueve, con
un embribn de poflo de diez dias de edad. (XXV ).
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FOTO No. 3. AL observar a thasfuz ol huevo, se delinea Acbre-

La cdscana el Limite del frnea de fa cdmara de --
alre.

FOTO No. 4. Aguja provista de una guia de hufe, para eﬁ&taﬂ La
penetracibn de €sta a mds de dos milimetrnos af --
efectuar La perfornacibn de Los orificios en La cds
cana del huevo.
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TECNICA DE INOCULACION No. 1 EM EL SACO ALANTOIDES

-

% ,  SACO ALANTOIDES

W,

k3

3 v
1 i MEMBRANA

%

CORIOALANTOIDES

FOTO No. 5. Disposicifn de La membrana carioalantoides y cavi
dad alantoides en el huevo, con un embrién de po-
Lo de diez dias de edad. {(XXV}.

Método. -

1. Examinar al ovoscopio el huevo y a la vez utilizar un 1dpiz
de grafito para marcar los puntos que se han de sefialar sobre la cdscara

del huevo.

a). Elijase una zona en el polo superior del huevo sobre
la cdmara de aire, a unos cinco milimetros por arriba del 1imite del sa-

co vitelino, y marcar la zona "A".

b). E1fjase una zona de 1a membrana corioalantoides dis-
tante del embridn y de la cavidad amnidtica, libre de grandes vasos san-

gufneos, y a unos cinco milfmetros por debajo del 1imite de la cdmara de
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aire sobre el saco vitelino, y marcarla zona "B".

2. Con ayuda de un aplicador, desinfectar 1os puntos sefala-
dos con tintura de metafeno o tintura de yodo oficinal, o merthiolate-

y dejar secar.

3. a). Reducir el grosor de la cdscara en el punto sefialado
sobre la camara de aire en 1a zona "A", con ayuda de una piedra de car
buro previamente esterilizada montada en una pieza de mano previamente

esterilizada.

b). Se perfora el punto fragil schre la cdmara de ajre-
en 1a zona "A" con una aguja de diseccién estéril nimero veinticuatro,
provista de una gufa de hule previamente esterilizada (foto No. 4), pa
ra evitar 1a penetracion a mds de dos milimetros, asegurindose que va-
ya lo suficientemente profundo como para que perfare la cdscara y la -

membrana interna (fdrfara).

FOTO No. 6. Horadando el punto seiialado sobre f£a clmara de aine en
La zona "A" con una aguja de diseccibn esrénif ndmero-
veinticuatno, provista de una guia de hufe previamente
esterilizada.
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4, a). Reducir el grosor de la cdscara en el punto sefialado-
en la zona "B", con ayuda de una piedra de carburo previamente esteri-

lizada montada en una pieza de mano previamente esterilizada.

b). Se perfora el punto frdgil en Ta zona "B" con una agu-
ja de diseccidn estéril nimero veinticuatro, provista de una guia de -
hule previamente esterilizada (foto No. 4), para evitar la penetracidn-
a mds de dos milimetros, asegurdndose que vaya lo suficientemente pro -

fundo como para que perfore 1a cdscara y la membrana interna (férfara).

5. Utilizar para la inoculacidn una jeringa de tuberculina es
téril, de un mililitro (1 m1) o mds comin de dos mililitros {2 ml.) de-
capacidad, con medida en décimas de mililitro (0.1 m1.), con pivote me-
tilico de enchufe universal, armada con una aguja de diseccién estéril-

nimero veintisiete de una pulgada de Tongitud.

La aguja de diseccidn estéril se inserta a través del orificio si-
tuado en la zona "B", por lo menos hasta una profundidad de un cuarto -
de pulgada, o sea seis milimetros. La aguja de diseccifn estéril se in-
troduce en cuarenta y cinco grados de dngulo, -dirigiéndola hacia la -~

cdscara y no al centro del huevo.

Introducir la aguja de diseccidn estéril en el saco alantoides e -

inyectar l1a cantidad de infculo que se desee.

6. Retirar l1a aguja de diseccidn estéril e inyectar el huevo -
siguiente o volver la jeringa al tubo estéril de donde se tomg. E1 - -
cual es un tubo de cultivo kimax estéril, de quince mililitros de capa-

cidad aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.

7. Cerrar los orificios de inoculacion con colodion o parafina

liquida fundida.
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FOTO No. 7. Nétese ef dngulo de cuarenta y cinco grados que mantie
ne La aguja de diseccibn estérnil, al sen inoculado ef=
hueve en el saco alantoides.

8. Rotular los huevos con 1dpiz de grafito para su facil iden

tificacidn. (XXI, XXXVII, XVII)
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TECNICA DE INOCULACION No. 2 EN EL SACO ALANTOIDES.

g o«

PO .
PRTSEINN - e oA L e
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FOTO No. 8. Disposicibn de fa cavidad alantoides en ef huevo,
con un embribn de pollo de diez dias de edaf‘
XXvj.

Método.

1. Examinar al ovoscopio el huevo y a 1a vez utilizar un 1dpiz
de grafito para marcar los puntos que se han de sefialar sobre la cdsca-

ra del huevo.

a). Elijase una zona en el polo superior del huevo sobre
Ta cdmara de aire, a unos cinco milimetros por arriba del 1imite del sa

co vitelino y marcarla.

2. Con ayuda de un aplicador desinfectar el punto sefialado -
con tintura de metafeno, o tintura de yodo oficinal, o merthiolate y de

Jjar secar,

3. a). Reducir el grosor de la cdscara en el punto sefialado-
en la zona, con ayuda de una piedra de carburo previamente esterilizada

montada en una pieza de mano previamente esterilizada.
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b). Se perfora el punto frdgil en la zona con um aguja-
de diseccién estéril nimero veinticuatro, provista de una gufa de hule-
previamente esterilizada (Foto No. 4), para evitar la penetracidn a mis
de dos milimetros, asegurdndose que vaya lo suficientemente profundo co

mo para que perfore la cdscara y la membrana interna (firfara).

FOTO No. 9. Honadando el punto sefinlado en La zona del polo supe -
nion del huevo sobre La cdmana de aire, a unos ciénco -
milimetros pon aniba del Limite def sacc vitefino, -
con una aguja de diseccibn esténil nimerc vedinticuatro
provista de una guia de hule previamente esterilizada.

4. Utilizar para la inoculacidn una jeringa de tuberculina es
téril de un mililitro (1 ml.) o mids comiin de dos mi]i]ifros (2 ml.) de-
capacidad, con medida en décimas de mililitro (0.1 m1.}, con pivote me-
tdlico de enchufe universal, armada con una aguja de diseccidn estéril-

nimerc veintisiete de una pulgada de Tongitud.

La aguja de disecci6n estéril se inserta a través del orificio, -
perpendicularmente a la base de 1a cdmara de aire, por 1o menos hasta -

una profundidad de cinco octavos de pulgada, o sea, diez y seis milime-
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tros.

Introducir Ta aguja de diseccidn estéril en el saco alantoides e -

inyectar la cantidad de infcGlo que se desee.

5

FOTO No. 10. Néztese La direccifn perpendicular con respecto a fa -
base de La cdmara de aire que mantiene La aguja de -
disecedibn estérnil al sen fnoculado ef huevo en el sa-
co alantoddes.

5. Retirar 1a aguja e inyectar el huevo siguiente o volver la
jeringa al tubo estéril de donde se tomd, el cual es un tubo de cultivo
kimax estéril de quince mililitros de capacidad aprox., con rosca y ta-

padera hermética de baqueiita.

6. Cerrar el orificio de inoculacidn con colodién o parafina -

1iquida fundida.

7. Rotular los huevos con 14piz de grafito para su facil iden

tificacién. (XXI, XXXVII, XVII).
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TECNICA DE INOCULACION No. 1 EM EL SACO DE LA YEMA

FOTO No. 11. Disposicién del saco de La yema en el hueve, con un -
embribn de pollo de seis dlas de edad. (XXV)

Método.

1. Examinar al ovoscopio el huevo y a la vez utilizar un ldpiz
de grafito para marcar los puntos que se han de sefialar sobre la cdscara

del huevo.

a). Elijase una zona en el polo superior del hueve, sobre
1a cdmara de aire, a unos cinco milimetros por arriba del 1imite del sa-

co vitelino, y marcarla zona "A",

b). A la observacidn en el ovoscopio, colocar el hueve

con el eje mayor en posicifn horizontal, sefialar exactamente la posi -

cién del embrién con una X, girar el huevo cientoc ochenta grados y ele

Jir una zona a la altura del saco de 1a yema, en un punto eaquidistante

del polo agude del huevo y de la zona de mayor latitud, o sea el otro po.
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lo, y marcarla zona "B".

2. Con ayuda de un aplicador desinfectar 1os puntos sefialados
con tintura de metafeno, o tintura de yodo oficial, o merthiolate y de-

jar secar.

FOTO No. 12. Charola portahuevos con cuatro huevos secdndoseles of
desinfectante antes de ser horadados Los puntos seiia-
Lados, a fin de hacer posible su inoculactibn en el sa
co de £a yema.

3. a). Reducir el grosor de la cdscara en el punto sefialado -
sobre 1a camara de aire en la zona "A", con ayuda de una piedra de car-
buro previamente esterilizada montada en una pieza de mano previamente-

esterilizada.

b). Se perfora el punto frdgil sobre la cémara de aire en-
1a zona "A" con una aguja de diseccibn estéril nimero veinticuatro, pro
vista de una gufa de hule previamente esterilizada (Foto MNo. 4), para -
evitar 1a penetracin a mds de dos milfmetros, asegurindose que vaya lo

suficientemente profundo como para que perfore la ciscara y la membrana
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interna (férfara).

4. a). Reducir el grosor de 1a cdscara en el punto sefalado -
a 1a altura del saco de la yema en la zora "B", con ayuda de una piedra

de carburo previamente esterilizada.

b). Se perfora el punto frdgil a la altura del saco de la
yema en la zona "B", con una aguja de diseccidn estéril nimero veinti -
cuatro, provista de una guia de hule previamente esterilizada (foto No.
4), para evitar la penetracién a mis de dos milimetros, asegurindose -
que vaya lo suficientemente profundo como para que perfore la cdscara y

la membrana interna (fdrfara).

FOTO No. 13. Reduclendo ef ghoson de La cdscara en el punto seiala
do sobre La cdmara de aixe, con ayuda de una piedwa =
de carburo previamente esterifizada montada en una pie
za de manc previamente esterilizada. -

5. Utilizar para la inoculacién una jeringa de tuberculina es-
téril de un mililitro (1 m1.) o mds comin de dos mililitros (2 ml.), de-

capacidad, con medida en décimas de mililitro (0.1 ml.), con pivote metd
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lico de enchufe universal, armada con una aguja de diseccion estéril -
ndmero veintisiete de una y media pulgada de Jongitud.

Con el huevo en posicidén horizontal se inserta la aguja de disec -
cion estéril a través del orificio lateral del huevo, perpendicularmen-
te a 1a cara lateral del huevo, por 1o menos hasta una profundidad de -

7/8 de pulgada, o sea 2.22 cm.

Introducir la aguja de diseccidn estéril en el saco de 1a yema e -

inyectar la cantidad de inbculo que se desee.

FOTO No. 14. Reduciendo el groson de La clscarna en el punto por el
que ha de ser inoculado ef hueve en ef saco de La ye-
ma, con ayuda de una piedra de canbuno previamente ea
tenilizada, montada en una pieza de wano previamente-
estenilizada.

6. Retirar la aguja e inocular el huevo siguiente o vol-
ver la jeringa al tubo estéril de donde se tomb, el cual es un tubo de-
cultivo kimax estéril de quince mililitros de capacidad aprox., con ros

ca y tapadera hermética de baquelita.
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7. Obturar los orificios practicados con colodién o parafina

1iquida fundida.

8. Rotular los huevos con ldpiz de grafito para su ficil iden

tificacién.

FOTO No. 15. Nbtese fa direceibn perpendicufan con hespecto a La
cara Latenal del huevo, que mantiene La aguja de di
secedln estérnil al sen inoeulado ef huevo en el saco-
de La yema. {XXI, XXXVIT, XVII}.

1
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TECNICA DE INOCULACION No. 2 EN EL SACO CE LA YEMA.
Método.

1. Examinar al ovoscopio el huevo y a la vez utilizar un 13 -
piz de grafito para marcar los puntos que se han de sefialar sobre la -

cdscara del huevo.

a). A la observacidn en el ovoscopio colocar el huevo -
con el eje mayor en posicidn horizontal, sefialar exactamente la posi --
¢ién del embridn con una equis, girar el huevo ciento ochenta grados y-
elejir una zona a 1a altura del saco de la yema, en un punto equidistan
te del polo agudo del huevo y de la zona de mayor latitud, o sea del -

otro polo, y marcarla zona "A",

b). El9jase una zona en el polo superior del huevo sobre
la cémara de aire, a unos cinco milimetros por arriba del 1imite del sa
co vitelino en el mismo meridiano de la sefial efectuada a la altura del

saco de la yema, y marcarlo zona "B",

2. Con ayuda de un aplicador, desinfectar 1a zona sefialada so
bre 1a cdmara de aire punto "B", con tintura de metafeno, o tintura de-

yodo oficinal, o merthiolate y dejar secar.

3. a). Reducir el grosor de la cdscara en el punto sefialado-
sobre la cdmara de aire en 1a zona "B", con ayuda de una piedra de car-
buro previamente esterilizada montada en una pieza de mano previamente-

esterilizada.

b). Se perfora el punto frégil sobre la cimara de aire -
en la zona "B", con una aguja de diseccidn estéril nimero veinticuatro-
provista de una gufa de hule previamente esterilizada (foto No, 4}, pa-

ra evitar 1a penetracidn a mis de dos milfmetros, asequriindose que vaya
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lo suficientemente profundo como para que perfore la cdscara y 1a mem -

brana interna (férfara).

4, Utilizar para la inoculacidn una jeringa de tuberculina es
téril de un mililitro (1 ml.) o mds comin de dos mililitros (2 ml.) de-
capacidad, con medida en décimas de mililitro (0.1 ml.), con pivote me-
tdlico de enchufe universal, armada con una aguja de diseccidn estéril-

nimero veintisiete de una y media pulgada de longitud.

Se inserta 1a aguja a través del orificio, perpendicularmente a la
zona delimitada a la altura del saco de la yema, por lc menos hasta una

profundidad de una pulgada y cuarto, o sea treinta y dos milimetros.

Introducir la aguja de diseccion estéril en el saco de la yema e -

inyectar la cantidad de ingculo que se desee.

FOTO No. 16. Nftese La direccibn perpendicular a Lo zona delimita
da a La altuna del saco de £a yema, que mantiene La
aguja de diseccibn esténil al sern L{noculado el huevo
en el saco de £z yera, y La equis que seiala £a posi
cibn del embribn. -

5. Retirar la aguja e inyectar el huevo siguiente o volver la
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jeringa al tubo estéril de donde se tom6, el cual es un tubo de culti-
vo kimax estéril, de quince mililitros de capacidad aproximada con ros-

ca y tapadera hermética de baquelita.

. b LR

FOTO No. 17. Observando a trasfuz La disposiwidr. det embrnién al -
sen inocubado el huevo en el sacoc de fa yewa.

Nk x

FOTO No.-‘ls; Se observa La profundidad a a que LLega La aguja al-
sen inocuwlado el huevo en el saco de £a yema (XXV].
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6. Cerrar el orificio de inoculacidn con colodidn o parafina
1fquida fundida.

7. Rotular los huevos con 1dpiz de grafito para su fdcil iden

tificaci6n. (XX1, XXXVIL, XVII).
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TECNICA DE INOCULACION SOBRE LA MEMBRANA CORIOLANTOIDES

MEMBRANA

CORICALANTOIDES

FOTO No. 19. Disposicibn de La membrana corloalantoides en el hue-
vo, con un embribn de pollo de diez dfas de edad. (XXV)

Método.

1. Examinar al ovoscopio el huevo y a la vez utilizar un 13 -
piz de grafito para marcar los puntos que se han de sefialar sobre la -

cdscara del huevo.

a). Elijase una zona en el polo superior del huevo, so -
bre la cémara de aire, a unos cinco milimetros por arriba del 1imite -

del saco vitelino, y marcarla zona A",

b). A 1a observacifn en el ovoscopio el huevo se coloca-
horizontalmente, y se sefiala una zona equidistante de ambos polos en -
forma de recténgulo, con los lados contiguos de centimetro y medio de -

longitud, y los lados transversales de un centimetro de longitud.

2. Con ayuda de un aplicador, desinfectar la zona y drea sefia

lada en 1a cdscara con tintura de metafeno o tintura de yodo oficinal,-
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o merthiolate y dejar secar.

3. a). Reducir el grosor de 1a cdscara en el punto sefialado -
sobre la cdmara de aire en la zona "A", con ayuda de una piedra de car-
buro previamente esterilizada montada en una pieza de mano previamente-

esterilizada.

b). Se perfora el punto frdgil sobre la cémara de aire -
en la zona "A" con una aguja de diseccifn estéril niimero veinticuatro -
provista de una guia de hule previamente esferi]izada (foto No. 4), pa-
ra evitar la penetraci6n a mis de dos milimetros, asegurdndose que va -
ya lo suficientemente profundo como para que perfore la cdscara y la -

membrana interna (fdrfara).

4. Con una piedra de lenteja previamente esterilizada montada
en una pieza de mano previamente esterilizada, seccionar 1a cédscara en-

el rectdngulo marcado sin lesjonar la membrana interna (férfara).

5. Para eliminar el rectdngulo de la cdscara seccionada, se -
empléa una aguja de diseccion estéril nimero veinte, con el bisel hacia
abajo, a fin de poner al descubierto la membrana interna (f&rfara). Lo~
mejor es levantar tirando de uno de sus dngulos mejor que de los lados-
para evitar que por aumentar la presifn en alguno de los puntos de la-

membrana interna (fdrfara) se rompa ésta o la membrana corioalantoides.
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FCTO No. 20. Seccdonando con ayuda de una piecina de fLenteja previa
mente esterilizada montada er una pieza de manc pre -
viamente esterilizada, el rectlngulo marcade sobre Ra
cdseana del huevo.

FOTO No. 21, Huevos con el rectdngulo de Ra céscana Aecdomdo en-
espera de ser botado, sobre una charofa pontahuevos -
de madena.
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FOTO No. 22. Apficacibn de una aguja de disecceifn est&ril nbmero -
veinte de una y media pulgada de Lengitud, en el dngu
20 del nrectfngulo seccionado. -

g e T e T
) %

FOTO No. 23. Rectdngufo descascarado, sujeto con ayuda de una pin-
za de diseccibn previamente esterilizada.
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6. Empleando una dguja de diseccidn estéril nimero veinticua
tro, incidir 1a membrana interna (fdrfara) en el rectdngulo previamente
abierto en alguno de los lados del huevo, pero sin lesionar la membrana

corioalantoides.

FOTO No. 24. Fdrfara diseccionada ded rectdngulo descascarads.

7. Luego se efectiia una aspiracifn ligera como una perita de-
hule estéril con su catéter de hule estéril, aplicado al agujero horada

do en la cdmara de aire del huevo.

8. Utilizar para la inoculacién sobre la membrana coricalan -
toides caida, una jeringa de tuberculina estéril de un mililitro {1 ml.)}
o mds comin de dos mililitros {2 ml.) de capacidad, con medida en déci-
mas de mililitro (0.1 ml), con pivote metdlico de enchufe universal, ar
mada con una aguja de diseccifn estéril nimero veintisiete de una pulga

da de longitud.

Introducir la aguja de disecci6n estéril a través de rectdngulo de

la cdscara seccionada, con el bisel hacia abajo, y gotear sobre la mem-
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brana corioalantoides cafda la cantidad de infculo que se desee,

- R T e

FOTO No. 25. Aplicacifn de una perita de hule esténil con su caté
ten de hule esténil af agujero honadado en ef saco =
abreo delf huevo, a §in de que el aire pase a thavés-
de fa abertura fraguada sobre £a cdmara de adire a fa
aberfura nectangulan Localizada en uno de Los Lados-

del huevo.

FOTO No. 26. Goteo del infculo sobre La membrana corloalantoides-
calda.
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9. Retirar la aguja de diseccidn estéril, inocular otro hue-
vo o depositar la jeringa en el tubo estéril de donde se tomé, el cual
es un tubo de cultivo kimax estéril, de quince mililitros de capacidad

aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.

10. Cerrar el orificio horadado sobre la cdmara de aire con -

colodi6n, o parafina 1fquida fundida.

11. Tapar la abertura rectangular Tocalizada en uno de los Ta

dos del huevo.

a). Con un Gvalo de papel estraza estéril de dos centf-
metros de largo y centimetro y medio de ancho se cubre el recténgulo -

descascarado pegdndolo a sus bordes con colodién.

b). 0 si se desea poder observar el desarrollo de Tesio
nes macroscSpicas sobre la membrana corioalantoides, puede cerrarse la
abertura rectangular aplicando a los bordes de la misma colodién, v -
adaptando en seguida sobre &sta un cubre-objetos desinfectado, y des -

grasado en alcohol de 96 grados G.L.

12, Rotular Tos huevos con 14piz de grafito para su ficil -

identificacibn, (XXI, XXXVII, XVII).
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TECNICA DE INOCULACION No. 1 EN EL SACO AMNIOTICO

.FOTO No. 27. Disposicibn de La cavidad amniftica en ek huevo, con
un embrifin de pollo de seis dias de edad. (XXV).

FOTO No. 28. Disposicibn de £a cavidad amnibtica en el huevo, con~
un embribn de pollo de diez dias de edad. (XXV).
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Método.

1. Examinar al ovoscopio el huevo y a la vez utilizar un 13 -
piz de grafito para marcar los puntos que se han de sefialar sobre la --

cdscara del huevo,

a). A la observacién en el ovoscopio, seiialar en la cis-

cara la posicién exacta del embridn y marcarlo punto "A".

b). Elfjase una zona en el pglo superior del huevo, so -
bre la camara de aire a unos cinco milimetros por arriba del 1imite del
saco vitelino, y en el mismo meridiano de la sefial efectuada a la altu-

ra del embribn, y marcarla zona "B".

2. Con ayuda de un aplicador, desinfectar la zona sefialada S0
bre la cdmara de aire punto "B", con tintura de metafeno o tintura de -

yodo oficinal, o merthiolate y dejar secar.

FOTO No. 29. Desinfeccibn de La chscara del huevo en el punto
"B", con ayuda de un aplicadon.
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3. a). Reducir el grosor de la cdscara en el punto sefialado-
sobre la cimara de aire en la zona "B", con ayuda de una piedra de car-
buro previamente esterilizada montada en una pieza de mano previamente-

esterilizada.

b). Se perfora el punto fragil sobre la cdmara de aire en
1a zona “B", con una aguja de diseccién estéril nimero veinticuatro, -
provista de una gufa de hule previamente esterilizada (foto No. 4), pa-
ra evitar la penetracién a mis de dos milimetros, asegurdndose que vaya
1o suficientemente profundo como para que perfore la cdscara y la mem -

brana (farfara).

FOTO No. 30. Penfonando el punto seiialade en La zona del polo supe
nion del huevo, sobre La cdmara de aire, a unos cinco
milimetnos pon arvniba del Limite del saco vitelino.

4. Utilizar para la inoculacidn uma jeringa de tuberculina es
téril, de un mililitro (1 m1.) o mds comin de dos mililitros (2 ml.) de
capacidad, con medida en décimas de mililitro (0.1 ml,}, con pivote me-

t5lico de enchufe universal, armada con una aguja de diseccifn estéril-
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nimero veintisiete de una y media pulgada de longitud.

Se inserta la aguja de diseccién estéril a través del orificio, di
rigiéndola a 1a parte anterior de la zona delimitada a la altura del em
brién, por 1o menos hasta una profundidad de una pulgada y cuarto, o -

sea, treinta y dos milimetros.

Introducir la aguja de diseccién estéril en el saco amniftico e in

yectar la cantidad de inéculo que se desee.

FOTO No. 31. Se observa fa projunidad a La que Llega fa aguja de -
diseceibn estbril al sen inoculado ef huevo en el sa-
co amniftico. (XXV}.

5. Retirar la aguja de diseccidn estéril, inocular otro huevo
o depositar la jeringa en el tubo estéril de donde se tomd, el cual es-
un tubo de cultivo kimax estéril, de quince mililitros de capacidad -~

aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.

6. Cerrar el orificio de inoculacién con colodifn o parafina-

1iquida fundida.

7. Rotular los huevos con 1dpiz de grafito para su ficil iden
tificacifn. (XXI, XXXVII, XVII),
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TECNICA DE INOCULACION No. 2 EN EL SACO AMNIOTICO

FOTO No. 32, Disposicifn de £La cavidad amiltica y membrana amnil
Lica en el huevo, con un embrifn de poflo de diez -~
dias de edad. (XXV)

Método.

1. Examinar al ovoscopio el huevo y a Ya vez utilizar un 13 -
piz de grafito para marcar los puntos que se han de sefialar sobre la -

cdscara del huevo.
a). Delimitar la cdmara de aire y marcarla.

b). Ubicar un tridngulo de un centimetro (1 cm.} cada la
do, cuya base sea (una zona) paralela al 1imite de la cdmara de aire y-
a unos cinco milimetros por encima de la misma 17nea que marca el 1imi-

te del saco vitelino, y marcar el tridngulo.

2. Con ayuda de un aplicador, desinfectar el area sefialada -
con tintura de metafeno o tintura de yodo oficinal, o merthiolate y de-

jar secar,



53

3. Con una piedra de lenteja previamente esterilizada montada
en una pieza de mano previamente esterilizada, seccionar la cdscara en-

el tridngulo marcade sin lesionar la membrana interna (firfara).

4, Para eliminar el tridngulo de la cdscara seccionada, se em
plea una aguja de diseccifn estéril niimero veinte, de una y media pulga
da de longitud, con el bisel hacia abajo, a fin de poner al descubierto
la membrana interna (farfara). Lo mejor es levantar tirando de uno de -
sus dngulos mejor que de los lados, para evitar que, por aumentar la -
presién en alguno de los puntos de la membrana interna (firfara) se rom
pa.

5. Empleando una aguja de diseccién estéril nimero veinte, de
una y media pulgada de longitud, incidir la membrana interna (firfara)-
en el tridngulo previamente descascarado, a fin de hacer posible la ma-
nipulacidn siguiente: hacer una incisidn en la membrana corioalantoides
por encima del embrifn con una aguja de diseccion estéril ndmero veinte
de una y media pulgada de longitud, teniendo cuidado de no romper vasos

sanguineos de gran calibre,

6. Introducir a través de los orificios una pinza de punta -~
delgada como la de iridectomia previamente esterilizada, con sus extre-
mos juntos, y dejar luego que se separen libremente los brazos, coger -
después la membrana amniftica con las pinzas y tirar suavemente de ella
hacia arriba, a través del orificio de la membrana corioalantoides, pa-

ra formar a modo de una tienda de campafia.

7. Utilizar para la inoculacidn una jeringa de tuberculina es
téril de up mililitro (1 ml.) o mds comin de doé mililitros (2 ml.) de-

capacidad, con medida en décimas de mililitro (0.1 ml.}, con pivote me-

ot TR

Ty

e
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tdlico de enchufe universal, armada con una aguja de diseccifn estéril-

nimero veintisiete, de una y media pulgada de longitud.

Introducir 1a aguja de diseccidn estéril en el saco amniftico a -

través de dicho pliegue e inyectar la cantidad de indculo que se desee.

8. Abrir la pinza de iridectomia estéril para permitir que la

membrana amnidtica vuelva a caer en su posicidn normal.

9. Retirar la pinza de iridectomia estéril y la aguja de di--
seccion estéril, inocular otro huevo o depositar la pinza de iridecto -
mia en el fco. con alcohol de 96 grados G.L., y devolver la jeringa al

tubo estéril de donde se tomo.

10. Con un disco de papel estraza estéril de centimetro y me -
dio de didmetro se cubre el tridngulo descascarado pegdndolo a sus bor-

des con colodidn.

11. Rotular los huevos con 1dpiz de grafito para su ficil iden

tificacidn. (XXI, XXXVII, XVII),
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TECNICA DE COSECHA GENERAL DEL MATERIAL SOSPECHOSO A PARTIR DE
EMBRIONES DE POLLO INOCULADOS

Material.

Un frasco de cien mililitros de tintura de metafeno y aplicador, o
un frasco de cien mililitros de tintura de yodo oficinal y aplicador, o

un frasco de quince mililitros de merthiolate y aplicador.

Un frasco de boca ancha de quinientos mililitros de capacidad -~ -

aprox., con trescientos mililitros de alchohol de 96 grados G.L.

Una pinza de diseccién de 14.5 centimetros previamente esteriliza-
da.
Una tijera de diseccidn de punta aguda previamente esterilizada.

Una pinza de iridectomfa previamente esterilizada.

Tfes jeringas Luer estériles de diez mililitros de capacidad, con-

pivote metilico de enchufe universal.

Tres agujas estériles niimero veinte de una y media pulgada de lon-

gitud.

Veintidos tubos de cultivo kimax estériles de siete mililitros de-

capacidad aprox., con rosca y tapadera hermética de baquelita.
Treinta y dos cajas de petri pyrex estériles.

Dos portahuevos individuales de pldstico o madera previamente de -

sinfectados.

Método.

1. Los huevos se enfrfan dejindolos a menos cuatro grados cen
tigrados durante doce horas, o por menos tiempo en un congelador, para-

evitar hemorragias.
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2. Con ayuda de un aplicador, desinfectar la cdscara que cu-
bre Ta cdmara de aire, con tintura de metafeno o tintura de yodo ofici

nal, o merthiolate y dejar secar.

3. Eliminar la cdscara desinfectada que cubre la cimara de -
aire con ayuda de una pinza de diseccién previamente esterilizada y -
una tijera de diseccidn de punta aguda previamente esterilizada. Recor
tar a To largo de una zona situada a cinco milimetros por encima del -

limite de l1a cdmara de aire.

FOTO No. 33. Seceionando con ayuda de una tijena de diseccibn de -
punta aguda previamente esterilizada, alrededor de La
cdmana de aire. '

4, En la membrana corioalantoides lejos de los vasos sanguf -
neos importantes, se hace una incisidn con la aguja de diseccifn esté -
ril que arma la jeringa conque ha de ser recolectado el liquido alantoi
deo, lo suficientemente grande como para introducir a través de la ras-
gadura los extremos de una pinza delgada como 1a de iridectomia previa-

mente esterilizada, la cual se utiliza para mantener al embridn y las -
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membranas lejos de la aguja de diseccifn estéril que extraiga el 1iqui-

do alantoideo.

Para cosechar el 1iquido alantoideo, se utiliza una jeringa Luer -
estéril de diez mililitros de capacidad, con pivote metilico de enchufe
universal, armada con una aguja de diseccidn estéril numero veinte de -

una y media pulgada de longitud,

Situar la aguja de diseccifn estéril en el saco alantoides y aspi-

rar el 1iquido,

FOTO No. 34. Sujecifn del embribn y fas membranas con una pinza de
diseccibn previamente esterilizada, para mantener una
mejon disposicifn de Los tejidos, manteniéndolos apar
tados de fa aguja de diseccibn estérif al sen extrat-
dos £os Lfquidos del hueve inocufado, con ef huevo 40
bre un pontahuevos individual de madera y Eate en und
caja de petni,

5. Depositar el 1iquido alantoideo cosechado, en un tubo de -
cultivo kimax estéril, de siete mililitros de capacidad, con rosca y ta

padera hermética de baquelita. Rotular los tubos utilizados para su fa-
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¢il identificacidn.

6. Con ayuda de una pinza de diseccibn previamente esteriliza
da y una tijera de diseccifn de punta aguda previamente esterilizada, -
seccionar la membrana corioalantoides de la base de la cimara de aire,-
y depositarla en una caja de petri estéril, la cual también ha de ser -
vir de receptdculo al resto de 1a membrana corioalantoides al ser dise-

cada en un paso ulterior, E1 procedimiento anterior se efectGa con el -

fin de poder apreciar mejor el amnios y el saco de la yema.

7. Para cosechar la yema se utiliza una jeringa Luer estéril-
de diez mililitros de capacidad, con pivote metdlico de enchufe univer-
sal, armada con una aguja de diseccion estéril nimero veinte de una y -
media pulgada de longitud, con la cual se realiza 1a puncién en el saco
de la yema, disponiéndola a través de la base de la cémara de aire y as

pirando en seguida el Tiquido,

FOTO No. 35. Obtencifn de fa yema ded hueve inoculado por medio de
una jeringa Luen esténil de diez mililitnos, armada -
con una aguja de diseccibn esténil nimenro vedinte de -
una y media pulgada de Longitud, con el huevo sobfe un
§Z§ﬁﬁh“aU°A individual de madera y este en una cajade
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8. Depositar la yema cosechada en un tubo de cultivo kimax -
estéril de siete mililitros de capacidad, con rosca y tapadera herméti
ca de baquelita. Rotular los tubos de cultivo utilizados para su fdcil

identificacidn.

9. Se extrae el embridn a través de la abertura de la cimara
de aire descascarada, con ayuda de una pinza de diseccidn previamente-
esterilizada, a la vez que se separan las membranas del embrién con -
ayuda de una pinza de iridectomia previamente esterilizada. Depositar-

el embrifn en una caja de petri pyrex estéril.

FOTO No. 36, Sufecibn de £a cabeza del embribn con una pinza-
de diseceibn esténil, y a fa vez La separacibn -
de Las membranas def embribn con una pinza de -
ddectomia estbnil pana facilitan su extracelbn
a thavés de La cdmara de aire descascarada, con-
el huevo so0bre un pontahuevos individual de made
ha y Este en una caja de petni. -

10. Separar con ayuda de una pinza de diseccidén previamente -
esterilizada y una tijera de diseccidn con punta aguda previamente este

rilizada, la membrana coriocalantoides adherida a la membrana interna -
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(firfara) asf como restos de albumen, para facilitar la extraccidn de -
las membranas a través de la cémara de aire descascarada. Depositar las

membranas en una caja de petri pyrex estéril.

FOTO No. 37. Sufecién de fas membranas con una pinza de irnidectc-
© mia eatbnil, para jacilitar su exthaccibn a thavés -
de fa cdmana de aire descascarada.

11. Eliminar los 17quidos de la membrana corioalantoides y la mem-
brana del saco de la yema, sujetando los extremos con un par de pinzas-
de diseccin previamente esterilizada, y exprimirlas una por una longi-
tudinalmente. Colocar por separado las membranas en una caja de petri -

pyrex estéril.

12. Eliminar las patas de embrifn asi como la cabeza, seccionando-
hasta 1a mitad del cuello, y ha no ser que se desee recager el cerebro-
se desecha la cabeza. Esta diseccidn se realiza con ayuda de una pinza-
de diseccifn previamente esterilizada y una tijera de diseccidn de pun-
ta aguda previamente esterilizada. Depositar la parte del embrifn sec -

cionado que se desee analizar en una caja de petri pyrex estéril,
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g e 5

FOTO No. 3§. La membrana def saco de £a yema cofocada en una caja
de petnd pyrex esténil con ayuda de una pinza de iri
dectomia estérnil.

. —

FOTO No. 39. Separacifn de La cabeza del hestc del embribn con ayu
da de wna tijera de diseccifn esténil de punta aguda~
y una pinza de diseccilyn estfril, Nétese Ra lnsdeibn-
a ta mitad del cuello que marca el Lugar en que ha de
sen separada La cabeza.
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FOTO No. 40. Embribn decapitado y disposiedifn de £as wembnanas co
rioalantoides y del saco de La yema, al sen coloca =
das pon separado en una caja de petrni pynex estéril-
para su estudio ulterion,



63

TECNICA DE COSECHA DE LA MEMBRANA CORIOALANTOIDES SOSPECHOSA A
PARTIR DE EMBRIONES DE POLLO INOCULADOS,

Material.

Un frasco de boca ancha de quinientos mililitros de capacidad - -

aprox., con trescientos mililitros de alcohol de 96 grados G.L.

Una pinza de diseccién de 14.5 centimetros previamente esteriliza-

da.
Una tijera de diseccidn de punta aguda previamente esterilizada.

Tres cajas de petri pyrex estériles de 150 por 15 milimetros.

Método.

1. Quitar el papel o cubreobjetos que cubre el rectdngulo des

cascarado en uno de los lados del huevo.

2. Eliminar la cdscara que cubre la membrana corioalantoides-
caida e inoculada, con ayuda de una pinza de diseccidn previamente este
rilizada y una tijera de punta aguda previamente esterilizada, recortan
do alrededor del rectdngulo descascarado, hasta hacer visible en toda su

extencion 1a membrana coricalantoides sospechosa que se ha de extraer.

3. Con ayuda de una pinza de diseccibn previamente esterili -
zada y una tijera de diseccidn de punta aguda previamente esterilizada,
seccionar la membrana corioalantoides sospechosa y depositarla en una -

caja de petri pyrex estéril,
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Obtencifn de Za membrana conioalantoides con ayuda de
una tijera de diseccifn esténil de punta aguda y una-
pinza de diseccin estérnil, Con el huevo en posicibn-
honizontal sobre un porntahuevos individual de madera-
y Este en una caja de petrd,
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NEWCASTLE

Aislamiento del virus,

No obstante que el virus de newcastle es patdgeno para aves de -
cualquier edad, el virus es aislado de aves enfermas de preferencia no
menores de cuatro semanas de edad, en el perfodo podrémico o clinico -

de 1a enfermedad.

Material sospechoso.

Se ha de obtener del ave enferma el material sospechoso, que pue-
de ser tanto el pulmdn, el exudado traqueal, traquea, como el cerebro-

(VI, vII, XII, XIII, LVIII).

Embriones de pollo.

Embriones de pollo viables de diez a doce dias de edad en incuba-
cifn de preferencia de diez dias de edad. (fotos No. 5 y 8). (XII, -
XXXIII).

Cantidad de indlculo.

Una décima de mililitro (0.1 ml.) (XII, XXXIII).

Via de inoculacifn.

Para 1a obtencidn del virus en primera intencién se inocula por -

via el saco alantoides. (fotos No. 7 y 10). (XXXIII).
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BRONQUITIS INFECCIOSA

Aislamiento del virus.

E1 virus de l1a bronquitis infecciosa es aislado de aves enfermas -
en el perfodo podrémico o c1fnico de la enfermedad, de preferencia no -

menores de doce semanas. (XXVII)

Material sospechosa.

Se ha de obtener del ave enferma el material sospechoso, que puede

ser tanto el exudado traqueal, traquea, como los pulmones. (XXIII)

Embriones de pollo,

Embriones de pollo viables de diez a doce dias de edad en incuba --

ci6n de preferencia de doce dfas de edad. (foto No. 19) (XXII, XLIV).

Cantidad de indculo.

Una décima de mililitro (0.1 ml.,). (XXII)

Via de inoculacién.

Para la obtencidndel virus en primera intencién se inocula sobre -

ta membrana corioalantoides. (foto No. 26), (XXIII)
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LARINGOTRAQUETITIS INFECCIOSA

Aislamiento del virus.

Ya que el virus de la laringotraqueitis infecciosa es raro entre
pollos jovenes que ha pesar de ello son susceptibles al virus, ha de -
ser aislado &ste de aves enfermas de preferencia no menores de seis se

manas. (XLVIII),

Material sospechoso.

Se ha de obtener del ave enferma el material sospechoso, que pue-

de ser tanto el exudado traqueal, como la traquea. (XXXV, XL).

Embriones de poilo.

Embriones de poilo viables de diez a doce dfas de edad en incuba -

cifn, de preferencia de doce dias de edad. (foto No. 19(. (X, XIV).

Cantidad de infculo.

Una décima de mitilitro (0.1 ml.) (X, XIV).

Via de inoculacién.

Para la obtencidndel virus en prima intencién se inocula sobre la-

membrana corioalantoides. (foto No. 26). (X, XIV).



68

ENCEFALOMIELITIS AVIARIA

Aislamiento del virus.

Ya que 1a enfermedad de la encefalomielitis aviaria se presenta a-
menudo entre los descendientes de 1a misma parvada, elvirus es aislado-
de pollos enfermos de preferencia de una a cinco semanas de edad, en el

periodo podrdmico de la enfermedad. (XXXIX)

Material sospechoso.

Se ha de obtener del ave enferma el material sospechoso, que es el

encéfalo, (LX)

Embriones de pollo.

Embriones de pollo viables de seis dfas de edad en incubacidn. (fo

to No. 11) {LX).

Cantidad de in6culo.

De dos décimas a cinco décimas de mililitro (0.2 m1. a 0.5 ml.) -

(LX)

Vias de inoculacidn.

Para 1a obtencifn del virus en primera intencifn se inocula por -

via el saco de la yema. (fotos No. 15, 16, 17 y 18). (LX).
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ORNITIS

Aislamiento del virus.

El virus de 1a ornitosis es aislado de aves enfermas de cualquier-

edad, en el perfodo ciinico de la enfermedad. (XLVI)

Material sospechoso.

Se ha de obtener del -ave enfermael material sospechoso, que es el-

higado y el bazo., (XLVII}.

Embriones de polilo.

Embriones de pollo viables de seis a diez dias de edad en incuba -

cidn, de preferencia de seis dfas de edad. (fotos No. 5 y 8). (XXXVI)

Antibioticos especifico.

Al inSculo deben adicionarse por cada mililitro, cincuenta miligra

mos de clorotetraciclina y veintinco miligramos de nistatina. (XXXII)

Cantidad de indculo.

Una décima de mililitro (0.1 m1.) (XXXVI)

Vias de inoculacion.

Para 1a obtencibn del virus en primera intencifn.se inocula por -

via el saco alantoides. (fotos No. 7 y 10). (XV).
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VIRUELA DE LAS AVES DOMESTICAS

Aislamiento del wvirus.

E1 virus de la viruela es aislado de aves enfermas en el periodo -
clinico de la enfermedad, de preferencia de aves j6venes no menores de-

seis semanas de edad. (11)

Material sospechoso.

Se ha de obtener del ave enferma el material sospechoso, que es el

epitelio escamoso de 1la piel. (VIII, XXXVIII)

Embriones de pollo.

Embriones de pollo viables de diez difas de edad en incubacién. -

(foto No. 19). (IV, LXI).

Cantidad de infculo.

Cinco centésimas de mililitro a una décima de mililitro (0.05 ml.

a 0.1 m.). (LXI).

Via de inoculacibn,

Para la obtencidn del virus en primera intencion se inocula sobre-

la membrana corioalantoides. (foto No. 26). (IV, LXI).
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RESULTADOS

NEWCASTLE.

Periodo de observacifn.

Algunas de las cepas lentogénicas del virus de newcastle tardan de
noventa a ciento cincuenta horas en causarles la muerte a Tos embriones

de pollo que son inoculados a los diez dias de edad .

E1 género Tentogénico del virus del newcastle tarda cien horas en-
causarles la muerte a los embriones de pollo que son inoculados a los -

diez dfas de edad.

E1 género mesogénico del virus del newcastle tarda de sesenta a ng
venta horas en causarles la muerte a los embriones de pollo que son ing

culados a Tos diez dias de edad.

E1 género velogénico del virus de newcastle usualmente le causa la-
muerte a los embriones de pollo que son inoculados a los diez dfas de -~

edad en aproximadamente cincuenta horas. (XIII).

Lesfones macroscopicas.

Las lesiones congestivas o hemorrigicas pueden estar mal definidas-
o faltar totalmente en el primero o primeros pases del virus en los em -

briones de pollo.

Se aprecian en la parte expuesta de la membrana corioalantoides mi-
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nisculos focos grises o la formacidn de engrosamientos grises en forma

de placa rodeados de focos satélites.
La congestidn de las patas y la piel varfa entre leve y moderada .

La formacidn de discretas hemorragias petequeales o algo mayores -

en la piel del embridn son mis frecuentes en algunas cepas.

Rara vez los embriones presentan copiosa hemorragia craneal o en-

cefalitis hemorrégica.

En la mayoria de los embriones hay complicacifn congestiva y hemo-
rrigica en el saco de la yema, bazo y en los pulmones con exudado respi

ratorio, (XVI, XLII),

Lesiones microscdpicas.

Miltiples hemorragias capilares en miisculo esquelético y médula es

pinal,
Masiva hemorragia en el cerebro.
Algunas veces se observa hemorragia pulmonar.

Distensi6n de los vasos sanggfneos del saco de la yema. (XLII),
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BRONQUITIS INFECCIOSA

Periodo de observacién.

La mayorfa de los embriones de pollo que son inoculados a los doce
dfas de edad con el virus de la bronquitis infecciosa sobreviven en el-

pase inicial.

En los pases iniciales el periodo de observacién se alarga, pues -
las muertes de los embriones se producen tardiamente, pero en los si --
guientes pases el periodo de observacidn se acorta pues los embriones -
mueren hacia finales del segundo dia posterior a la inoculacién. (III,-

XXIV).

Lesiones macroscépicas.

Aunque algunas cepas producen enanismo a unos cuantos embriones du
rante el primer aislamiento, dicha anomalia, lo mismo que el enrosca --
miento y la muerte del embridn, son mas frecuentes a medida que aumenta
el nimero de pases. E1 embridn se observa enroscado con el cuello encor
vado, con sus pies deformados y comprimidos sobre la cabeza con una for
ma parecida al de una bola, ocasionalmente con el pulmén ralo y el am -

nios engrosado con fibrosis e Tntimamente adherido al embrién.

E1 retorcimiento y enanismo de 1os embriones es el resultado de un
retraso en el desarrollo del amnios, desarrollo anormal del pulmbn y -

congestifn del rifibn.

E1 saco vitelino estd encogido y hay un volumen mayor del normal -
del 1iquido alantoideo trasparente y el volumen del 1iquido amniético-

es menor al normal,

Los signos de los sobrevivientes es la pereza y debilidad en sus mg



vimientos, (XXIX, XXVI, XLIV),

Lesiones microscopicas.

Revestimiento perivascular en el hfigado,
Extensa necrosis y depdsitos de uratos en el mesonefros y rifign,

Edema en las membranas amnidtica y corioalantoides. (XXIV, XLIV)
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LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA

Periodo de observacibn.

La muerte de los embriones de pollo que son inoculados a los doce
dfas de edad con el virus de 1a laringotraqueitis infecciosa usualmen-
te ocurre entre el cuarto y octavo dias posterior a la inoculacibn., -
Aunque en el primer aislamiento es mejor examinar todos los embriones-
vivos y las lesiones de la membrana corioalantoides, desde el quinto -

<

al sexto dfa posterior a la inoculacidn. (XXXV)

Lesiones macroscopicas.

Hacia el tercer dia siguiente a la inoculacibn del virus en la -
membrana corioalantoides, se hacen visibles placas circulares con irre
gularidad en su contorno, de cinco a siete milimetros de didmetro, de-
color amarillo blanquecino a gris. Los focos producidos por varios gé-
neros tienen un borde elevado, opaco, con el drea central deprimida. -
La morfologfa de las placas puede variar considerablemente, no obstan-
te algunos génerosvproducen superficies planas, lesiones opacas con en
turbfamiento menores al didmetro promedio, mientras que ciertos géneros
de virus producen placas teniendo el pequefio tamafio de un punto (una d&
cima de milfmetro) de centro opaco y circundando &reas de edema traslu
ciente, Las lesiones crecen hasta el quinto o sexto dfas, momento en -

que por 1o regular el embrién muere.

Hay edema en 1a membrana corioalantoides y el 1fquido alantoideo-

adquiere Ta consistencia del albumen espeso del huevo.



76

Los embriones que sobreviven hasta el sexto dfa posterior a la ino

culacidn son enanos (medrados de tamafio). (X, XIV).

Lesiones microscdpicas.

La membrana corioalantoides presenta zonas de proliferaci6n de las

células ectodérmicas y edema.

Se observan cuerpos de inclusién intranuclear en grupos de células

epiteliales ectodérmicas entre los dias primero y tercero.

Al avanzar la lesién del epitelio se necroza Y se sustituye gra --

dualmente por tejido inflamatorio mesodérmico. (X, X1v)
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ENCEFALOMIELITIS AVIARIA

Periodo de observacidn,

Los embriones de pollo que son inoculados a los seis dias de edad
con el virus de la encefalomielitis aviaria no demuestran en el pase -
inicial signos de haber sido infectados, por ende, es usualmente nece-
sario efectuar varios rdpidos pasajes en los embriones, para que los -

signos de infeccidn puedan ser notados. (LV, LVI).

Lesiones macroscépicas.

Retardo en 1a motilidad del embrifn.
Ocasionalmente retardo en el crecimiento del embribn,

Los embriones sobrevivientes examinados a los veinte dfas de edad-
pueden mostrar todavfa latido cardfaco, per los misculos voluntarios es

tdn parcial o completamente paralizados. (XXVIII, XXXIX, LV)

Lesiones macroscdpicas.

Alteraciones de cardcter uniforme pero de variable intensidad y 1o

calizacifn, consistentes en encefalomalacia y distrofia muscular.

Las lesiones nerviosas se caracterizan por intenso edema local, --
gliosis, proliferacifn vascular, y picnosis, presentdndose en mayor gra

do las lesiones en el mesencéfalo.

Los cambios musculares consistieron fundamentalmente en infiltra--
cifn eosinofila y necrosis, fragmentacidn y pérdida de la estriacidon de
las fibras afectadas y excepcionalmnte proliferacién sarcolémica, e in-

filtracién heterofila. (XXVIII, XXXIX).
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ORNITOSIS.

Perfodo de observacién.

La muerte de Tos embriones de pollo que son inoculados a los seis-
dfas de edad con el virus de la ornitosis ocurre entre el cuarto y sex-

to dia posterior a 1a inoculacifn. (XXXVI).

Observacidn de Tesiones.

No es comiin encontrar exclusivamente lesiones caracterfisticas del-
virus de la ornitosis, ya que por To general estf presente el virus de-

Ta ornitosis como un contaminante de una enfermedad bacteriana. {XLVII).
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VIRUELA DE LAS AVES DOMESTICAS.

Periodo de observacién.

A los embriones de pollo gue son inoculados a los diez dfas de -
edad con el virus de la viruela aviaria, se Tes examina-1a membrana co
rioalantoides cuando sobreviven setenta y dos horas después de Ta inocu
lacifn, o bien, extraer el embrifn y membranas dentro del lapso de las-
veinticuatro horas posterior a su muerte, o examinarlo al quinto o sép-

timo dfa posterior a la inoculacién. (XI).

Lesiones macroscopicas.

Las placas usualmente se tornan visibles sobre la membrana corio -

alantoides, de tres a cuatro dias posterior a la inoculacidn.

Los embriones pueden tener hermorragias petequeales en la piel, pe
ro cuando en total es introducida una gran cantidad de virus, las hemo-

rragias se presentan en forma extendida.

Se observa hepatomegalia. (XI).

Lesiones microscépicas.

Edema e infiltracidn celular, o sea, el desarrollo de inclusiones~
citoplasmiticas (cuerpos de bollinger) o cuerpos elementales (cuerpos -

de borrel). (XI)
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DISCUSTION

Es de primordial interés 1levar a cabo un estricto control en la -
preservacidn de la asepSia de cada uno de los lugares funcionales que. -
se ocupen (previamente desinfectados), asi como la preservacidn de la -
esterilidad del material que se utilice (previamente esterilizado}, pa-
ra asi evitar cualquier agente contaminante que pueda desvirtuar el --

diagnfstico. (I, XLV).

Quir6fano de virologfa o drea aséptica.

E1 desarrollo de las técnicas se ha de 1levar a cabo en un cuarto-
1impio de uso exclusivo para este fin, sin corrientes de aire y con un-
mechero de Bunsen para gas con }lama graduable, con un minimo de veinte
centfmetros de radio de esterilidad para evitar contaminantes aéreos. -

(1, XLv).

Instrumental de campo.

E1 dnstrumental de campo que se utilice, debe ser esterilizado por
algin modo, siendo usual para este objeto el uso del autoclave. E1 ins-
trumental de campo debe ir envuelto en una compresa de campo, sellado el
envoltorio con cinta adhesiva. En el desarrollo de las técnicas, el ing
trumental de campo debe ser preservade en estado estéril, introduciéndo

1o después de cada vez de ser utilizado, en un frasco con alcohol de 96
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G.L. (I).

Medios de conservacidn.

En la eleccidndel medio de conservacién se debe buscar el modo de-
preservar las propiedades del material sospechoso hasta el momento en -
que ha de ser elaborado. Es por ello, que el material sospechoso no de-

be ser colocado en preservativos usados por los patdlogos. (XIX, XXXVil)

Inmersion en glicerina.

£l método mis viejo y més sencillo para preservar virus es el de -
sumergir el material sospechoso en una suspensifn de glicerina (previa-
mente elaborada), siendo este método todavia de utilidad cuando no se -
cuenta con refrigerante, En dicha suspensidn pueden presentarse al labo
ratorio pequefias piezas de tejido u 6rganos completos del ave enferma,-
cuya preservacidn es estable en un lapso de aproximadamente ocho dias.-
La mayoria de las bacterias patfgenas no sobreviven en la glicerina un-

lapso mayor de cinco a seis dias. (XIX, XXXVII)

Refrigeracién.

Otro método para preservar virus es el de refrigerar el material -
sospechoso con hielo, teniendo cuidado de renovar el hielo antes de que
se liquidifique por completo, para evitar que 1a temperatura del agua -
se aparte de los cero grados centigrados. Este medio de conservacién -
preserva tanto tejidos, exudados, como aves completas en el lapso nece-
sario para que las muestras 1leguen al laboratorio. (XIX, XXXVII)

TECNICAS DE OBTENCION DEL MATERIAL SOSPECHOSO A PARTIR
DE AVES ENFERMAS
Es preferible realizar la necropsia en el ave enferma, para encon-

trar las lesiones macrosclpicas mis caracteristicas que no 1levena -
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elegir el Qrgano o exudado que ha de servir para elaborar el indculo. -
Es por ello, que a 1a vez que se estudia el padecimiento del ave en la-
necropsia, se debe seguir una estricta preservacibn de la asepsia de la-
muestra, ya que hay que evitar contaminantes hasta el momento en que se
deposite el material sospechoso en un evase estéril, con rosca y tapade
ra hermética. Ya que si el material sospechoso es infestado por algin -

contaminante, se desvirtda el diagndstico. (XIX, XXXIV)

TECNICAS DE ELABORACION DEL INOCULO A PARTIR DEL MATERIAL
SOSPECHOSO
La muestra recolectada del ave sospechosa, ha de ser elaborada a -
fin de obtener de ella el infculo deseado que se ha de utilizar para in
festar al embribn de pollo. Son desarrolladas las t&cnicas de elabora -
cibn del inbculo, en base al modo en que ha de ser elaborado el material
sospechoso, segiin Ta consistencia de la muestra y bajo un estricta sequ

ridad de la preservacién de 1a asepsia del procedimiento. (XXI, XVIII).

TECNICA DE ELABORACION DEL INOCULO A PARTIR DEL EXUDADO
TRAQUEAL.

E1 exudado traqueal puede variar en su consistencia por Ta fbrma -
en que se obtenga, asf tenemos que el material sospechoso obtenido por-
la expectoracifn provocada a un ave enferma, serd mis espeso de otro -
que se haya obtenido al hacer gargarizar un ave con agua destilada pre-
servada en estado estéril. Es por ello que la cantidad de agua destila-
da preservada en estado estéril que se ha de afiadir para formar la sus-
pensifn del material sospechoso en un 20%, debe ser en base al criterio

del operador.
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PRUEBA DE ESTERILIDAD BACTERIOLOGICA

Una vez terminada la elaboracidn de la suspensidn homogénea del ma
terial sospechoso, que se ha de utilizar como inSculo, se ha de conge -
lar un mililitro de dicha suspensidn, para aguardar la prueba de esteri

1idad bacteriolfgica. (XLV)

TECNICA DE DESINFECCION DE LA CASCARA DEL HUEVO Y CARA EXTERNA
DE FARFARA,

Debiendo ser desinfectada la cdscara de los huevos antes de ser -
inoculados, pero de preferencia realizarla al fin de la colecta de los-
huevos necesarios, para inducir la asepsia en la cdscara. El1 calor de -
los huevos y 1o frfo de l1a solucifn desinfectante son_benéficos, ya que
facilita la adsorcidn de la solucifn desinfectante por la cdscara del -

huevo y cara externa de la membrana interna (firfara). (XXX)

TECNICAS DE INOCULACION

Las técnicas de inoculacidn intravenosa (en el corddén umbilical),-
intraembrionaria o intraocular, varfan de la técnica de inoculacién --

No. 1 en el saco de 1a yema, finicamente por el punto en que se ha de in

yectar el inSculo, s610 que la manipulacifn de estas tres t&cnicas re

quieren que sean efectuadas por personal capacitado, ya que muestran

una mortalidad elevada de los embriones, provocada por el traumatismo

1

de la aguja y la presién que ejerce el inSculo en los tejidos y 17qui

dos del embridn.

Las técnicas de inoculacibn en el saco alantoides, saco amnidtico,
saco de la yema y sobre la membrana corioalantoides, exigen una menor -

manipulacién que origine un traumatismo que pueda daMar al embrién, no-
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obstante se debe tener cuidado en las causas que puedan motivar la muer

te del embridn.

Los huevos viables que han sido inoculados deben revisarse a tras-
Tuz en el ovoscopio a las veinticuatro horas después de la manipula - -
cién, para determinar la viabilidad del embrifn, o si éste ha de ser re
tirado de T1a incubadora por su muerte o por alguna alteracién no desea-
ble que se haya provocado al ser inoculado y que no vaya a ser de utili
dad el huevo para el diagnfstico.

La perforaci6n que se efectiia enla cdscara del huevo sobre la cé&-
mara de aire, se utiliza como orificio de inoculacién (por donde es ino
culado el huevo viable) o bien se hace con el fin de evitar Ta compre -
si6n que ejercen los 19quidos sobre el embriSn al ser inoculada la sus-
pensidn del material sospechoso, pues al dar salida al aire por el aqu-
Jjero horadado sobre la cémara de aire, se permite igualar Ta presién in
terna del embridn, impidiendo que por el orificio de inoculacién efec -
tuado en Ta cdscara del huevo sobre el saco vitetino refluyan el inécu-

1o y los 1iquidos extraembrionarios.

TECNICA DE COSECHA GENERAL DEL MATERIAL SOSPECHOSO A PARTIR DE
EMBRIONES DE POLLO INOCULADQS

En la obtencién del material sospechoso a partir de embriones de-
pollo inoculados, usualmente es utf1izada una técnica general que cons-
ta de pasos seriales para la cosecha de los tejidos y 1fquidos del em -
bridn, dado que, para deducir la etiologfa de las alteraciones observa-
das se han de analizar cada uno de los tejidos y 1fquidos de los embrio
nes de pollo inoculados, asi como para tener un conocimiento general y-
mds amplio de la patogenia producida por los virus inoculados a los em-

briones de pollo. (XXI, XX)
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TECNICA DE COSECHA DE LA MEMBRANA CORIOALANTOIDES SOSPECHOSA
A PARTIR DE EMBRIONES DE POLLO INOCULADOS

Para colectar las membranas corioalantoideas inoculadas, se sigue-
la técnica de cosecha de 1a membrana corioalantoides sospechosa de los-
embriones de pollo que han sido inoculados por esta via. Dicha técnica-
se efectda cuando se han completado previamente los requisitos a los -
que debe ir aparejado, pues el resultado obtenido en la observacién ma-
croscdpica de las lesiones en la membrana corioalantoides cafda e inocu
lada, debe ir aunado a un estudio previo, ya que dichas alteraciones -

pueden tener semejanza alin con etiologfa diferente. (XXI).

Huevos viables.

Es de primordial interés cuidar la integridad de los embriones de-
pollos seleccionados, de normal desarrollo y libre de anormal idades, pa
ra que puedan ser Gtiles para el diagn6stico de una erfermedad viral, -

dependiendo dicha integridad de tres factores:
1. Pureza de 1a viabilidad del embrién.

Los embriones de pollo que han de ser utilizados para el diagnosti
co de una enfermedad viral, han de ser procedentes de parvadas sanas, -
de 1fneas libres de los posibles gérmenes patééenos especificos o sin -
clasificar SPF, y procedentes dichos embriones de pollo de parvadas sin

vacunar. (XLIII).
2. Manejo.

Indudable es la precaucién que ha de ser necesario tomar en el ma-
nejo de los huevos viables, a fin de obtener los satisfactorios embrio-

nes que han de ser inoculados, ast como el cuidado que debe tenerse en-
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el manejo de los embfiones inoculados, ya que son objeto del traumatis-
mo que provoca dicha manipulacidn. A la vez se debe estar pendiente de-
evitar cualquier falla en el manejo de dichos huevos viables, porque pu
diera dar lugar a que acontecieran alteraciones en la naturaleza del em

bridn de pollo viable, y que por ende desvirtuaran el diagnostico.
3. ‘Incubacién.

La incubaci6n de los embriones de pollo ha de ser a 37.5 grados --
centfgrados, o sea 99.51 grados fahrenheit, con una humedad relativa de
ochenta y cinco grados higrométricos o por encima de esta normal, y se-
han de cémbiar de posicidn a los embriones de pollo incubados como mini

mo cuatro veces al dia o sea cada seis horas. (XXIX, LVII)

Peso de los huevos viables.

E1 peso de los huevos viables ha de ser de cincuenta y cinco a se-

senta y siete gramos por huevo y 1ibre de manchas. (LVII)
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CONCLUSIONES

Las técnicas descritas en esta tesis cumplen los requisitos -
que se deben tener en cuenta para 1a obtenci6n de un diagnfstico acerta
do mediante el uso de los embriones de pollo, pues al deducir la etiolo
gfa de las enfermedades virales mas frecuentes que aquejan a las aves,
se ha tenido como base la economfa en el costo de operaci6n asi como -
l1a eficacia en el tiempo que ha de ocupar el personal capacitado, en -

el desarrollo de dichas técnicas.
ENFERMEDADES NEOPLASICAS DE LAS AVES

‘I. Marek o Linfomatosis neural.
2. Leucosis linfoide.

3. Sarcoma de rous.,.

En 10 que corresponde a estas tres enfermedades virales de -
las aves el diagnSstico no se realiza por medio de la inoculaci6n en el
embrisn de pollo, ya que hay medios m4s convenientes para obtener un --
diagn6stico precoz y correcto, como por medio del estudio histopatoldgi
co de los tejidos lesionados del ave enferma, as{ como de la observacibn
del ave inoculada en el laboratorio para observar los signos de la enfer

medad. (IX, XLIX, LI, LIII).
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DIAGNOSTICO

E1 diagnfstico de las enfermedades virales més frecuentes de las-
aves por medio de la fnoculacién del material sospechoso al embrifn de-
pollo, se puede inducir tanto del estudio histopatolfgico de los teji -
dos del embrién y sus membranas, como de las propiedades bioguimicas de
los 1fquidos contenidos en el saco vitelino, deducidas principalmente -

de las pruebas de hemaglutinacifn y fijacidn de complemento.



89

SUMARIO ~

La presente tesis contiene la serie de técnicas necesarias -
que han de ser utilizadas en el trabajo diario que se 1leva a cabo en
el laboratorio de virologfa, para obtener el diagndstico de las enfer-

medades virales mas frecuentes de las aves.

E1 objetivo de esta tesis es el de proveer con prontitud, en
el momento que se necesite, un conocimiento ordenado para el laborato-
rista, ya que su trabajo depende de 1a elaboracidn de una serie de téc

nicas que requieren una concientizacifn previa.

En 1a presente tesis se han descrito una serie de técnicas -
“modelo” que norman un criterio para obtener un diagnfstico acertado y
econdmico , por el conocimiento que plantean para la ejecucidn mis --
concienzuda.

Al consultar con prontitud el operario, en la tesis, la serie
de pasos que ha de seguir para l1a elaboracidn de una técnica, se aumen-
ta la eficiencia en su trabajo, pues 1a gran cantidad de trabajo que de
sarrolla el laboratorista en recordar la serie de conocimientos necesa-
rios para elaborar las técnicas, se facilita al consultarlos en forma

N

detallada en dicho compendio,
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