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Yesumen de la Tesis presentada para optar al titulo de Doctor en Medicina
Veterinaria, Universidad Nacional de La Plata.

La bibliografia, si bien es abundante y variada, en lo que se re-
fiere a los distintos periodos de la evolucidn del huevo de gallina nor-
mal y a los cambios que cada una de sus partes sufre durante el pe-
riodo de incubacidn, es extremadamente pobre, podria decirse virgen
aun de investigaciones, en lo que concierne a huevos incubados e
inoculados con virus, o sustancias inocuas, tales como solucidn
fisiologica.

Desde el momento en que ¢l huevo de gallina entr6 a formar par-
te del material vivo de experimentacidén en la bacteriologia, v espe-
cialmente en la virologia, se han realizado multiples estudios, refe-
rentes: 1) a técnicas y vias de inoculacién (sobre la membrana co-
ricalantoidea, en la cavidad alantoidea, en el saco ammidtico, en el
saco vitelino, en el embrién, endovenosa, etc.); 11) a dias de incu-
bacion previos a la inoculacién (5, 6, 7, 9, 10, 11, 12 ¥ 13) depen-
diendo éstos de un modo general de la via a utilizarse para inocular;
1T1) a temperaturas dptimas de incubacion lucgo de inoculados (35°
37° v 39°C., son las acostumbradas y de acuerdo a cada virus en par-
ticular) ; IV) a periodos de incubacidn luego de inoculados; para la
cosecha y extraccién de distintos materiales (que serdn empleados:
como fuente de virus, destinados al pasaje, preparacion de vacunas,
estudios de anatomia patoldgica, distribucion de virus, tiempo de
muerte del embridn, verificacién de lesiones, etc.); V) a estudios de
titulacidon y neutralisacion de wvirus, etc..

Pero muy poco se ha realizado a propdsito de las modificacio-
nes que un virus o una bacteria pueden causar sobre una de las par-

tes del huevo en desarrollo.

Presentado en la reunién de comunicaciones del 2 de diciembre de 1947



El primer I
2. Navy Medical Research Unit N¢ 1, encontrando que el peso de

c
ios embriones de los huevos infectados con virus A de 1m1uenza era
consistentemente menor al peso de los huevos no infectados: heche
también verificado por nosotros. Recientemente Henle y Henle en-
cuentrai quc ¢l virus A de influenza irradiado con luz ultravioleta,
1 poder inhibitorio del desarrolla de Ins embriones del
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Desde 1944 se ha estado trabajando, en la Seccion Virus del
Instituto Bacterioldgico “Malbran”, sobre las variaciones que cau-
saba la inoculacidn del virus A de influenza en el huevo de gallina
en desarrollo, v se han realizado a este propdsito, las comprobaciones

sigulentes:

? — Que los embriones inoculadas con virus de influenza, pe-
significativamente menos que los normales desde las 48 horas
cnn adelante. La diferencia se acenttia en el transcurso del tiempo.

i porcentq;e (Ie mmentos de los embnones en funrmp del tiempo,

10 es de ritmo menor gue en los normales, pero que ambas lmeas
tienden a unirse a las 144 horas (Parodi, Pennimpede, Lajmanovich
v Mittelman. Cienc. e Invest).
29 — Que mientras el peso del embridn era menor a partir de la
48 horas, la membrana corioalantoidea pesaba mds en el huevo in-
fectado que en el normal desde las 48 a 96 horas y que se igualaban
a las 120 horas, para 111\761'(1156 valores a las 144 horas (Parodi,
Pennimpede, Tajmanoy
39 — Que la cantidad de liquido alantoidec era significativa-
mente mas voluminosa en los huevos infectados a partir de las 24 ho-
ras, llegando a un méaximo entre las 72 y 96 horas, y que el ph‘ de
este liquido alantoideo era mayor que el del normal, con un maxim

w

a las 72 horas (Lajma mVich, Mittelman, Parodi y Pennimpede),
4% — Que en Jos huevos inoculados con virus se observa una

disminucidn general del intercambio gaseoso, proporcional a la dis-
minucion del peso de los embriones, sin una modificacién sustancial
del tipo de sustancias quemadas (igualdad de coeficientes respirato-
rios) vy que el ritmo de ese retardo se mantiene atin después que la
mayor parte del virus ha desaparecido (Mittelman, Lajmanovich,
Parodi y Pennimpede)

59 — Que el virus: a) en las membranas corioalantoideas al-
canza su maximo titulo a las 24 horas; b) en el liquido alantoideo
a las 48, y ¢) en los embriones no parece sufrir variaciones impor-
tantes durante el curso de la experiencia (Pennimpede, Parodi, Laj-

manovich y Mittelman).
Fstos resultados dejaron, indudablemente sentada, una base pa-

ra el ulterior estudio de este topico; pues en estos trahajos sdlo se
estudiaron modificaciones en tres de los elementos constituyentes del
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huevo de gallina en desarrollo: peso del embridn, peso de la mem-
hrana corioalantoidea y el volumen y pH cel lig wido alantoideo. Que-
dando por estudiarse las partes restantes, 1 "1b1aﬂa y hquido am-

la relacion del hue

aidticos, saco vitelino, yema, clara y
total con respecto a estos constituyentes.

Fsta tesis tiene por objeto abocarse al estudio de las
de cada una de las partes constituyentes, comprobando los hechos an-
tes mencionados y verificando otros hechos. En cuanto a los hechos
anteriormente comprobados, como lo muestran las experiencias, son

mente corrohoradeos; v respecto a los nuevos hallazgos, pode-
nticipar que ponen de relieve mas claramente los trastornos

ponc

geasionados, en el huevo en desarrollo, por el virus A de influenza.

Es de rutina en los laboratorios destinados al estudio de los vi-
rus y de un modo especial, en los dedicados al estudio de la influenza,
¢l empleo del huevo fertﬂ de cralhna mcubado durante I &1as a

M_Oor“ A0 N
37,8°C. (1o0k.), ¥

pechados de contener virus de infiuenza, sea del ‘uyu A U B, auual—

mente conocidos, con el propdsitc de:

a) el mantenimiento de cepas;

b) el aislamiento o adaptacion de otras nuevas;

¢) la titulacion de virus;

d) realizar pruebas de neutralizacidn con sueros de conva-
lecientes de la enfermedad, o experimentales;

e) obtener antigenos: embridén, membrana corioalantoidea, li-
quidos amnidtico y alantoideo, ya sea para destinarlos a

fijacion de complemento o en el caso del liquido alantoi-
deo como fuente de virus para la confeccion de vacunas;
f) realizar estudios experimentales, etc.

El huevo de gallina es un elemento facil de adquirir en cualquier
¢poca del afio, en grandes cantidades y de costo relativamente bajo.
Con otras ventajas, tales como las de su manuabilidad, tamafio redu-
cido, muy poco exigente en lo referente a cuidados, siéndole sufi-
ciente, temperatura y humedad adecuadas.

Un hecho notable de este material, y que no puede lograrse con
ningun otro, es la posibilidad de usar para inocular, en el huevo en
desarrollo, zonas de origen embrionario perfectamente definidas y
que la distribucién de éstas es poco menos que esquematica, lo que
nos da idea de la facilidad con que se puede lograr el acceso a ellas,
v la repeticién cada vez que es necesaria. Por otra parte es un rico v
rapido productor de virus. En el caso del virus de influenza, va a
las 24 horas, éste aparece en grandes cantidades, aunque es de prac-
tica la extraccién del liquido alantoideo (que es el material mas abun-
dante, de més fécil extracciéon y rico en virus), a las 48 horas, mo-
mento en el cual el virus ha alcanzado su maximo de multiplicacion.



Como material de uso tan corriente es que el huevo ha sido objeto de
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tiples estudios, a los cuales nos hemos referido mas arriba.

Al comienzo de estos trabajos se cr -;‘ que las modificaciones
tenian lugar tnicamente en el embridn, pero a medida que adelan-
tabamos en la investigacién, observamos que el virus en su invasion,

hacia sentir su presencia de una u otra manera sobre otros elementos :

e
111Ul

membrana coricalantoidea y liguido alantoideo, hechos que hemos
mencionado més arriba. Ahora presentamos wna serie de P\'gerwn-
cias en las cualcs sc revela que todo y cada una de las partes del hue-
vo en desarrollo, son influenciados por el virus de influenza, en gra-
do mayor o menor en uno u otro sentido.

Debemos recalcar, que las modificaciones o veriaciones observa-
das son notebles y evidentes, en los huevos de galling en desarrolio,
cuando existe la infeccion con el virus A de influenza, que fué el
empleado por nosotros.

175

VIATERIAL ¥ TECNICAS
A. MATERIALES

Para la realizacién de este trabajo, se dispuso de todo el equipo y mate-
tiales, de que dispone la Seccién Virus del Institute Bacteriologico “Malbran”.
19 — Una balanza de platillo con tres brazos (Cenco) al centigramo.
20 — Huevos de gallina Leghorn blanca.

39 — Ratones hlancos, de la cepa Rockefeller Institute.

49 — Cepa 7 de virus A de influenza, aislada en el pais en 1940. Lleva
numerosos pasajes por ratén y por huevo. Este virus se conserva a
-76°C.

5¢ — Glébulos de pollo recogidos sobre citrato de sodio y lavados tres
veces con solucién Tfisiolégica.

69 — Liquido alantoideo normal.

70 — Solucién fisioldgica.

B. TEcNICAS

19 — Incubacién de los huevos:

Para este trabajo se han utilizado tunicamente huevos de gallina Leghorn
blanca, en razén de su color blanco uniforme y por tanto muy faciles de re-
visar al ovoscopio. Luego de un descanso de no menos de 24 horas, después
de Tlevados al laboratorio, se disponian en las bandejas, que eran Hevadas a
la camara incubadora a 37,8°C. (100° F.), con una humedad del 60-61 %o, v
ventilacién adecuada. Cada 24 horas eran cambiados de posicién, mediante un
~movimiento de bandeja; permaneciendo en esta camara durante 10 dias.

29 — Reuvision de los huevos vy clasificacion :

Al décimo dia eran examinados al ovoscopio, desechandose los estériles

(no fértiles) y los muertos.
Los huevos ron embrion vivo, se marcaban con lipiz comin sobre la ca-
mara de aire y sobre la parte de la cascara, que Corre%Dondere a una zona de

membrana corioalantoidea, libre de vasos.
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Seguidamente los huevos eran pesados y distribuidos en tres grupos segfin
el peso:
Grupo 1 de peso inferior
Grupo 2 de peso entre 55 y 60 grs
Grupo 3 de peso superior a 60 grs
Este método nos pernntié la formacién de grupos homégenos. Luege ios
huevos volvian a la incubadora, hasta ¢l dia siguicate
39 — Inoculacion de los huevos

A PPy
1St~

Al undécimo dia, los huevos eran retir la incubadora. Se
bulan en dos lotes, cada una con un nimero equivalente de huevos de cada
grupo de pesos. Cada huevo, individualmente, era limpiado con un algodoén
impregnado en Antibacter, a continuacién, con el torno, se hacian perforaciones
de la cascara en las zonas marcadas el dia anterior. Con un gotero se vertian
unas gotas de alcohol sobre las perforaciones; luego, con una lanceta de vacu-
nador quemada, se rompia la membrana -coclear de la .camara de aire. Esta
operacion, tiene por objeto descompriniir.
Mediante una jeringa de 2 mis. graduada al décimo, un lote fué inoculado
ia cavidad alantoidea, a través de la perforacién practicada sobre la cascara
la zona de la membrana coricalantoidea, con 0,1 1wl de una dilucidn 10-
es decir 1 en 1.060 de un liquido alantoideo conieniendo virus de infiuenza. Ei
otro lote (control) fué inoculado con la misma técnica, pero con una dilucién
equivalente de liquido alantoideo normal. En algunos casos se utilizé directa-
mente solucién fisiolégica. La abertura producida por la inoculacién, era ob-
turada con una gota de parafina fundida. Los huevos eran vueltos a llevar a
una incubadora, pero ésta graduada a una temperatura de 37°C. (986°F.), v va
1o se los volvia a cambiar de posicién, como en la primera parte de la incu-
bacion.

en

49 — Qbservacidon y empleo de los huevos moculados

ento de inoculados, cada 24 horas se extraian de la ino-
culadora, 8 a 10 huevos, con embridn vivo, de cada lote. Estos eran pesados,
se marcaba el contorno de la camara de aire con lapiz, se aseptizaba con An-
tibacter. Con el torno se procedia a cortar la cascara, se goteaba alcohol sobre
el corte v mediante unas tijeras curvas y unas pinzas se separaban los casque-
tes, que eran numerados como el huevo correspondiente, v se colocahan en una
capsula. A continuacién se realizaban las siguientes operaciones: I°) con una
jeringa de 20 mls.: extraccion a través de la membrana coclear, al descubier-
to, de todo el liquido alantoideo anotando la cantidad, por huevo o grupo de
huevos, segiin la experiencia, aunque, siempre se verificé individualmente el
contralor de esterilidad, sembrando 0,1 ml en un tubo de agar sangre y la
presencia de virus; también se comprobé colorimétricamente- al pH en el ins--
tante de la extraccién luego de verificado el volumen extraido, con una gota
de liquido alantoideo que se vertia en una piedra de toque conteniendo wuna
solucion diluida de Azul de Bromo Timol, obteniéndose una idea grosera de
la reaccién del liquido; pues segtin experiencia de este laboratorio, en general,
todos los liquidos acidos, es decir los que hacen virar al indicador al amarillo,
no contienen virus vivo. :

119) Inclinando el huevo, se hacia salir, por la abertura de la céscara, el
amnios con el embridn v con una jeringa de 5 mls, era punzado el saco, extra-
yéndose el liquido amnibtico; en algunos casos se hacia caer directamente el
liquido en una capsula de Petri, pero, de una u otra manera, la extraccién
siempre fué total y el volumen registrado.

IT19) Con una pinza curva se extraia el embridn, cortando el corddn, al
ras de su implantacién, colocindose sobre una hoja de papel de filtro tarada,
doblada en cuatro y colocada sobre una capsula de Peiri,

A partir del mom
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IVO) Volcando el hueve, en forma que se permitiése la salida ¢
vitelino con la yema, por la abertura, cuidando de no hacer caer la clara.
Con una pinza nos ayudamos en la extraccién. En algunas experiencias, hemos
separado el saco vitelino de la yema, pero hay momentos del desarrollo. que
esta operacién no ofrece garantias de precision. La yema y saco vitelino se
depositaban en capsulas.

daepositaban €n

V9) A continuacién, con una pinza curva, que apoyada conira la pared
del huevo y realizando movimientos circulares, desprendiamos las membr
conjuntamente con la clara, que recibiamos en una capsula de Petri; con dos
pinzas curvas separabamos la clara de las membranas (corioalantoidea y am-
nios, que con esta técnica salen juntas).

VI®) Con las pinzas apartibamos las membranas corioalantoidea y am-
niética, colocandolas sobre sendos papeles de filtro tarados. Las membranas
"eran agotadas de su liquido por frotamiento contra el papel de filtro.

VII?) Se juntaban cada ciscara con su respectivo casquete. En ningan
caso hemos intentado separar la membrana coclear de la cscara, de tal modo
que las cifras logradas corresponden a ambas en conjunto.

VIII?) Se procedia a pesar cada una de los elementos separados, como
asi también los papeles de filtro, obteniéndose por diferencia el peso del li-
quido absorbido por ellos.

En algunas experiencias, tales como las que se investigaba pérdida de
peso, cada 24 horas unicamente se pesaba el huevo entero, volviéndolo otra
vez a la incubadora. Verificindose la presencia de virus al final e incluyendo
en los calculos sélo los sobrevivientes al final de la experiencia.

50 — Verificacion de la presencia de virus.

‘Se utilizaron dos métodos: “in vitro” e “in vivo”,

El primero, prueba de Hirst, consiste en poner de manifiesto la propiedad
que tienen los liguidos extraembrionarios que contienen virus, de aglutinar los
glébulos rojos de pollos Se procedid de la siguiente manera: a 1 ml de liquide
extraido, se agregaba 1 ml de una suspensién de glébulos de pollo al 2 % en
solucién fisioldgica vy luego se preparaba una escala de testigos de 4 tubos
conteniendo: 1; 1.25; 1,50 y 1,70 mls. de soluciéon fisiolégica cada uno, comi-
pletando a 2 mls. con suspensién de gldbulos de pollo al 2 %. Luego cada tubo

- era agitado, dejandose a temperatura del laboratorio durante una hora. Al
caho de este tiempo se comparaba frente a una pantalla de vidrio esmerilado,
el tubo de prueba con la escala de testigos, tomandose en cuenta para la lec-
tura la opacidad del sobrenadante. El primer testige equivale a O aglutinacién,
de tal manera que todo tubo que muestra un sobrenadante de opacidad menor,
igual o mayor que los tubos 2, 3 y 4, tendrd 14, 24, 3+ 6 4.

Se considerd negativo todo tubo que daba O, es decir cuyo sobrenadante
era de opacidad igual al primer tubo testigo, erm cuyo caso para tener al certe-
za de la ausencia de virus, se acudia a la prueba “in vivo”.

El método “in vivo” consiste en inocular bajo ligera anestesia etérea por
via intranasal 0,05 ml de liquido en 4 ratones blancos. Se mantienen en ob-
servacidn durante 10 dias, registrindose las bajas diariamente, comprobandose
las lesiones pulmonares. Al cabo de los 10 dias, todos los sobrevivientes sce
sacrifican, para verificar la presencia o no de lesiones pulmonares tipicas.

En muchas ocasiones, comprobamos que liquidos alantoideos sin capacidad
aglutinante, mataban o producian las lesiones tipicas de influenza en los

ratones.
69 — Método estadistico wutilizado

El método utilizado para el estudio estadistico fué el de “Student”, en
el cual se consideran las diferencias existentes en los promedios de los grupos

Tome XUI
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caleulo las siguientes férmulas del mismo autor:

[ —
!X (d—d)? d
S = J  — y t = -—-—-—/
‘ N S/YN
v luego se buscd el valor de “P” en la tabla de “t” de “Student”, transcripta
por Udny Yule v Kendall.
5= Desviacion ‘“‘standard” de las diferencias entre normales e infectados

¥

de cada serie.
d= Medida (en grs. 0o en mls.) en que un grupo de huevos inoculados

con virus, se desvia de un grupe estudiado paralelamente e inoculado con ma-

terial inocuo (solucién de liquido alantoideo normal o solucidn fisioldgica).

d= Promedio de las desviaciones (d) en el total de los grupos que com-
ponen una serie dec experimentos.

2 = Sumacion.

Z(d—d) = Suma de los cuadrodos de las diferencias entre d y d. Por
supuesto, para cada serie d varia en cada grupo estudiado y d es constante
para toda la serie, puesto que es el promedio de la serie.

P= Probabilidad de que una diferencia de magnitud igual o mayor a la
observada, ocurra en un experimenic andiogo, pero con idéntico tratamiento
para ambos lotes de huevos.

Nota: Se considera “significativa” toda diferencia cuyg P Z 0,05

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

En este capitulo trataremos de ampliar y aclarar la interpreta-
cion de los resultados, aplicando para ello el método estadistico, me-
diante el cual es posible conocer el valor de las experiencias realiza-
das y su error probable, su reproduccion, la intervencién del azar y
otras variables, siempre comprendidas en los experimentos de orden
bioldgico.
por el Dr. Vilches, hemos adoptado
la técnica “btadISULa de “Student”, para el estudio de los promedios
por grupos (pools), con la cual pudo hacerse el estudio estadistico
de todas las experiencias. Con la aplicacién de este método, induda-
blemente s¢ hacen mas notorias las diferencias y se acrecienta la sen-
cibilidad de sus resultados, pues estos grupos (pools) son conside-
rados como un solo individuo. Ademas tiene la ventaja de reducir el
namero de operaciones y establecer la comparacién entre cada grupo
(normales ¢ infectados) con que se ha trabajado.

A continuacidén pasaremos revista analitica de los resultados ob-
tenidos v tratados con ¢l método estadistico referido.

asgesorad
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o EL PESC DEL HUEVO TOTAL
24 hrs. 48 hirs. 72 hrs. i 96 brs. | 120 hra. | 144 hrs.
N.o de Grupos ........ 20 20 19 20 13 11
Peso promedio en gramos
Normales .. .... ... 56,00 51,35 52,08 54,19 54,95 56.09
Infectados 49,65 51,56 53.06 5 54.99 5618
Diferencia ............ 0,41 | —6,21 | —0,97 | — 0,37 | —0,04 | —0,09
S 1,39 1,i8 i,51 1,33 i,0 i, 06
L 1,36 0,807 2,82 1,23 0,14 0,28
P 0,18 0,45 0,012 0,23 0,89 0,78

Como se muestra en este cuadro, el anélisis estadistico, prueba
que ambos grupo> de huevos eran comparables que las oscilaciones
observadas pueden ser simplemente debidas ai azar. Tero sin duda,
es atribuible a otra razén, que casi siempre, a las 72 horas, los huevos
infectados pesasen significativamente mas que los normales; y con
toda probabilidad no es imputable a un defecto sistematico de agru-
pacién, seleccién' o {factores inconirolables inherentes a la experien-
cia, sino que, verificadas las técnicas, uniformados los métodos de
seleccidn de cada grupo, esta diferencia debe inculparse al tratamien-
to a quc ha sido sometido cada uno de ellos. Ahora bien, de un modo
general predominéd casi siempre el peso de los huevos infectados,

Il prafico 1 representa la marcha en ambos grupos v el grifice
2 ¢l coeficiente de variacién entre ambos. .
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2. E1. PESO DE LOS EMBRIONES
24 hrs. 48 hrs 72 hts 96 hes. | 120 hrs. | 144 hee,
N.o de grupos ........ 20 20 19 20 13 11
Peso promedio en gramos
Normales ......... 4,61 6,13 8,22 11,18 13,81 16,94
Infectados ........ 4,58 5,73 7,38 9,40 11,02 12,61
Diferencia ............ 0,03 0,40 0,84 1,78 2,79 4,33
S oo 0,333 0,425 0,784 1,29 1,22 2,41
b e 0,04 4,21 4,66 6,14 8,20 5,93
P 0.9 <0,001] <6,001] <0,001] <0,001] <,001

En este cuadro se muestran los resultados extraordinariamente
significativos dzl andlisis estadistico, el cual nos dice que la proba-
bilidad de cbtener resultados distintos a los logrados, es a partir de
las 48 horas de la inoculacion con virus, muy inferior al 1 por nul.

FEn el grafico 3 se muestra la divergencia creciente seguida por
las curvas de los promedios de cada grupo, y en el grafico 4, el coe-
ficiente de variabilidad correspondiente, cuyo trazo es practicamente
una linea recta, con una ligera tendencia a partir de las 96-120 horas,
a descender, disminuyendo la hasta entonces progresiva diferencia.
Esto indica que el grupo de embriones infectados, va aumentando
sw ritmo de desarrollo.
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3.0 EL PESO DE LA MEMBRANA CORIGALANTOIDE:

24 hrs. 48 hrs. 72 hea. 96 hra 120 hrs. | 144 hrs.

N.o de grupos ........ 13 13 13 14 10 11
Peso promedio en gramos
Normales ... ...... 0,39 0,37 0,45 043 0,32 0,45
Infectados ........ 0,43 042 054 0,48 0,28
Diferencia ............ —0,04 | —005 | —0,09 | —0,05 0,01 0,09
S .. e 0,126 0,059 0,153 0,064 0,067 0,113
| 1,33 3,33 2,19 2,94 0,48 2,35
P 0,20 0,006 0,048 0,011 0,71 0,04
: | t —
Va a las 24 que 1 rana coriocalantoidea
ha reaccionado a la accidn del v reacel e acrecienta la dife-
3 co0 2 las 720

rencia significativ 7
horas igualarse el peso de 05 y a las 144
horas, el fendmeno se ha invertido, estableciéndose una diferencia de
peso, estadisticamente significativa, a favor de las membranas co-
rioalantoideas normales.

Los graficos 5 y 6 muestran las curvas seguidas por ambos gru-
pos y el coeficiente de variabilidad, en el cual se destacan las direc-
ciones seguidas por la significacion.
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4. EL 1HSC DE LA MEMBRANA AMNISTICA

g 24 hrs. 48 hrs. [ 72 hrs. ' 96 hrs. | 120 hrs. | 114 hys.
[}

N.o de grupos ........ 5 5 5 6 3 1
Peso promedio en gramos

Normales ......... 0,176 0,179 0,229 0,295 0,307 0,346

Infoctados ... ... .. 16,365 | 0,179 | 0211 | 0,244 | 0,277 | 0,290
Diferencia .. .......... 0,011 0,018 0,018 0,05¢ 0,030 0,056

S o 0,0408 | 0,0499 | 0.0186 | 0,0294 | 0,0334 | 0,0842

]
oL 8,61 0.82 217 4,25 158 1.33
p .. 0,58 ’ 0,47 9,09 0,008 0,25 028

Indiscutiblemente, en este caso ¢l numero de experiencias que
se comparan, es reducido, pero con toda probabilidad, la significacion
de las diferencias observadas, tendria mas extension, si el ntmero de
éstas hubiese sido mmayor. Es notable la regular v progresiva dife-
rencia entre las membranas normales e infectadas, que a las g6 horas
tiene significacion estadistica.

No obstante, como lo mestra el grifico 7 debe darse valor a
la tendencia de las curvas, que en cierto grado repiten la gralica de
los embriones. El grafico 8 que corresponde al indice de variabilidad
certifica la precision de las experiencias.
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5. Ei. VOLUMEN DEL LiQUIDOG ALANTOIDEC

24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs. | 144 hrs.

N.o de grupos ........ 12 13 14 14 8 10
Volumen promed. en mls,

Normaies 3,38 4,86 4,75 4,20 4,26 323

Infectados ........ 4,14 5,75 713 6,79 5,97 616
Diferencia ............ —026 —08 | —2,38| —251 | —1,75 { —293

S .o 0,51 0,875 110 0,949 1,52 1.37

t o 2,00 3.71 820 10,04 3,24 6,81 .

P 0,07 0,003] <0,001 <0,001 0,015] <0,001

1a Aifrernnrin A POB |
mente clara para hacer notablc 1a diferencia de ien
nfnﬂfniﬂ 0 2 ‘annr de Ip 11avne infectadne T .a sctadicticn ratificn
alantoideo a favor de los huevos infectados. La estadistica ratifica
p

observadas a parur de las 48 horas, aunque, debe seflalarse que la
diferencia de las 24 horas, estd en el limite de la significacién.

En la serie de liquidos alantoideos normales, el volumen miximo
alcanzado corresponde a las 48 horas, para luego decrecer lentamente ;
en los infectados este maximo se muestra a las 72 horas y su reduc-
cién es poco notable, llegando recién a las 120 horas a una unidad
de volumen que se mantiene todavia a las 144 horas, momento en el
cual la diferencia de volumen cntre los dos grupos alcanza su mas
alto nivel.

Los graficos 9 y 10 destacan los hechos apuntados.

Gréafico 9.
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24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 96 hrs. | 120 hrs 144 hrs.

N.o de grupos ........ 5 5 5 6 3 4
Volumen promed. en mls.

Normales .. ... .. 290 2,10 1,27 1,i9 1.45 2,05

Infectados ........ 2,71 1,77 1,35 0,96 1,14 1,31
Diferencia . ....... . ... 0,19 0,35 | —0,06 0,23 0,31 0,74

S 0,53 0,44 0,944 0,259 0,224 0,981

t o .. 0,81 1,74 0,14 2,30 2,38 1,7

P 0,46 0,16 0,9 0,07 6,14 0,19

El cuadro nos muestra que el volunen de liquido amnidtico fué
siempre mavor ¢n la serie dg huevos normales, menos a las 72 horas
en donde existe una minima diferencia a favor de los infectados. La
diferencia cstd muy préxima a la significacidén a las 96 horas, coin-
cidiendo con un valor significativo de su continente, la membrana
amnidtica. El pequefio predominio de volumen de los infectados a
las 72 horas, pierde parte de su valor st recordamos que en ese mno-
mento la diferencia de peso entre los huevos normales ¢ infectados
era significativa y favorable a estos dltimos.

Aqui debemos repetir lo dicho cuando tratamos de las membra-
nas amniéticas, un numero mayor de experiencias, sin duda hubiese
dado valor estadistico a las diferencias, a las que sélo, de momento
corresponde asignarles valor por la tendencia de curvas, como se
muestra en el grafico 11 y su respectivo grafico 12 de variabilidad,
con un tinico punto discordante a las 72 horas.
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7. EL PESO DE LA YEML Y SACG VITELING
24 hrs. 48 hrs. 73 his. 96 birs. | 120 hrs. | 144 hrs,
N.e de grupos ........ 5 7 7 8 3 4
Peso promedio en gramos
Normales ......... 17,44, 17.12 16,43 16,30 15,57 13,09
Infectados ........ 17,54 17,67 15,86 16,05 16,32 14,44
Diferencia ............ —0,10 | —0,55 0,57 0,25 | —0,75 | —1,35
S 0,673 0,79 0,72 1,00 0,431 i,60
T 0,33 1,89 2,11 0,71 3.12 1.69
P 0,76 0,10 0,08 0,50 0,09 0,19

El primer hecho que salta a la vista es la tendencia en ambos
grupos, a reducir de peso en funcién del tiempo y en segundo lugar,
que cada grupo lo hace en forma diferente. En los normales la reduc-
cidn es progresiva, en tanto, con los infectados, esta reduccidn es vi-
sible recién a las 72 horas llegando a un nivel inferior al de los nor-
males, que persiste hasta las g6 horas, para luego mantener un nivel
superior a éstos.

Esta irregularidad en el comportamiento, era muy manifiesta
cuando teniamos realizadas sélo cinco experiencias, y buscando rati-
ficar o rectificar los resultados, se llevaron a cabo los e\:perimentos

E 1786 y E. 1805 a). T**s‘cos, estudiados estadisticamente en particy
lar, no dieron significacion a las diferencias, como tampoco C“"“ldﬁ

fueron agregados a las experiencias anteriores. Ei peso de las yemas
mas saco vitelino de los huevos mostraron en €sos experimentos, va-
riaciones tan grandes, que privan de valor a las diferencias que pue-
dan manifestarse en uno u otro grupo.

Los graficos 13 y 14 destacan los hechos sefialaclos.
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‘ 24 hrs. . 48 hrs. 72 hrs. 96 h:s. 120 his. ’ 144 hrs.

N.» de grapos ........ 5 7 7 8 3 4
Poso promedio en gramos

Noemales ...... ... 9,323 10,20 9,52 9.02

Infectados ...... .. 9,34 10,05 3,51 8,50
Diferencia ............ —0,01 0,25 0,62 | —0,53

S 0,614 0,45 0,44 1,11

o, 0,037 1,48 3,87 1,36 0,217 1,48

P 0,9 0,18 0,008 0,22 0,9 0,24

Tste elemento, comn ocurre con la vema, carece de uniformidad
e el m'nportarnc*ﬁo. En los normales la disminucién de pesc es

continua, aunque Sin mantener una proporcidn. En cambio, esta re-
duccién tiene lugar a las 72 horas, en forma estadisticamente signi-
f1cat1va por palte de los huevos 1nfectados, para luego ser mas con-

I.a diferencia senalada a las 72 horas fué ratificada con la in-
clusion de los experimentos F 1786 y E 1809 a).

La simple comparacién de los promedios, pone de relieve los al-
tibajos de las relaciones guardadas por ambos grupos.

El grafico 15 y su respectivo grafico 16 del coeficiente de va-
riabilidad nos dan una idea de los expuesto.
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9.° EL PESC DE LP CASCARA
24 hrs. 48 s. 72 hrs. 96 hrs. |} 120 hrs. | 144 hrs.
N.o de grupos ........ 20 20 19 20 13 11
Peso promedio en gramos |
Normales ......... 5,65 5,83 583 6,21 6,25 6,56
nfectados .. ...... 5.68 5,92 6,01 6,26 6,43 6,61
Diferencia ............ —0,03 | —0,09 | —0,18 | —0,05 ; —0,18 | — 0,05
S oo 0,275 0,25 0,336 0,336 0,274 0,298
t o . 0,49 1,80 2,27 0,71 240 0,56
P 0,62 0,06 0.036 0,40 0,034 0,58
— -

Se exponen en el presente cuadro las cifras correspondientes al
peso de las cascaras que son progresivamente mas pesadas en cada
grupo, hecho que se explica por corresponder a grupos de huevos de
peso creciente. Comparando las dos series en todos los casos, el peso
de los infectados predomina. Esta diferencia estd en el limite de la
significacién a las 48 horas, para hacerse significativa a las 2 horas.
Debemos sefialar que, si bien existe esta significacidn, tratdndose de
las cascaras en general, carece de valor en particular, por los mul-
tiples factores que intervienen en el peso de la cascara. No debemos
olvidar, como lo apuntamos en técnicas, que en el peso de las casca-
ras va incluido el de la membrana coclear.

El grafico 17 hace notable la tendencia de curvas que da valor
a las diferencias encontradas, mientras el grafico 18 del coeficiente
de variabilidad nos hace resaltar la tendencia de uno de los dos gru-
pos de huevos, en este caso los infectados.
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Discusiox
I Parte

Previos a toda otra consideracién, analizarer
que aparte de su inmor'tan«:ia por el caracter explicativo complemen
tario que tienen, nos proporcionail otros elementos de juicio para un
posible interpretacién de los resultados, cuyo estudio estadistico fu
presentado en el capitulo precedente.

Estos factores son: 19) Ll peso de los lotes de huevos emiplea-
dos, con las modificaciones que sufren durante el transcurso de la
incubacién, antes y después de imoculados; y 2°) La mfluencia que
tiene sobre el desarrollo del embrién, la 111oculaci(')n de los huevos
con un liquido inocuo (solucién fisioldgica o solucidn de liquido

alantoideo normal). En otras palabras, si el _peso de embriones que
hemos considerado normales, era tal en realidad.

19 — En métodos, se hizo una explicacién detallada de la f rma,
como se clastficaban y distribufan los huevos en cada grupo, p o

que era de esperarse qué la diferencia posible, apareciese ya en un
fote ya en otro, Los 1esultados nos mostraron que a partir de las 48
horas posteriores a la inoculacidn siempre eran més pesados los lo-
tes de huevos inoculados con virus, llegandose a la maxima diferen-
cia de pesos, a las 72 horas. En una de las primeras experiencias rea-
lizadas (25-V-45), quisimos verificar, la pérdida de peso diaria de
los huevos inoculados con virus y de normales sin inocular; los pri-
o

meros con un promedio de peso de 5810 gramos al ser inoculados
. A Egus T e gam Ao ¥ <
erdian 1,17 gramos a las g6 horas, en tantc que los normales con un

promedio inferior de 54,64 gramos, al cabo de este tiempo reducian
su peso 1,50 gr amos ; evidentemente, existia entre ambos, una notable
desproporcién en la pérdida de peso. Esta observacion, recién pudo
aprovecharse una vez realizado el estudio estadistico del peso de los
huevos empleadps, el cual revelé que la diferencia significativa com-
probada a las 72 horas, no era debida al azar. Debimos repetir expe-
rimentos de este tipo, prolongando las pesadas hasta las 120 horas
siguientes a la inoculacién. Asi, el E 169z, que pierde valor, por
muerte del 86 % de los embriones, mientras ratificamos el hallazgo
prumtwo con el E 1791, inoculando un grupo de huevos de peso
promedic de 57,52 gramos con virus y otro de 37,1¢ gramos con so-
Iucién de liquido alantoideo normal, los cuales arrojaron una diferen-
cia de peso a las 120 horas de 1,82 gramos y 1,08 gramos, respe(‘tiva-
mente. Este 1esultado nos mdu]o a practicar un nuevo mas amplio
v detallado experimento, que se expone en el protocolo E 1809 b)
en el cual es evidente que la pérdida de peso en ambos lotes desde el
comienzo de la incubacidon hasta el undécimo dia, es idéntica. Pero
una vez inoculados la reduccién de peso es mayor en el grupo inocu-
lado con solucién fisiologica. En el cuadro adjunto se muestran las

diferencias exhibidas por cada grupo.
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Dfas b1 | o1z | 13 | 14 ,’ is | i6
| I
Normales ........ 5,12 - 6,00 — — —
Primer grupo
Infectados .. ... .. 5,00 — 5,74 — — —
Normales ........ 4,93 — — 6,36 — —
Segundo grupo
Infectados .. ..... 4,92 — — 6,09 — —
Normales ........ 5,12 — — — 7,04 —
Tercer grupo
Irfectados ....... 5,07 | — — — 6,56 —
Normales 4,91 — - — 6,56 7,38
Caarto grupc
Infectados 4,91 — — —_ 041 | 6,73

7

En los protocolos también es evidente que la pérdida de peso,
no es del mismo grado en todos los huevos, aun entre los de peso
igual. Con los datos de este protocolo se ha confeccionado el gra-
fico 19.

Otro protocolo que nos amplia los datos es el F, 180g a), en el
cual ‘'vemos que aun siendo grandes las variaciones de los pesos indi-
viduales de los huevos, los promedios equilibran las diferencias,
uniformando los grupos, pero siempre con una ligera diferencia a
favor de los inoculados .con virus,

29 — En lo concerniente al segundo punto, en el protocolo del
14 al 18-V-1945, se presentan los resultados de una experiencia,
realizada sobre un lote de huevos sin inocular, en los cuales se estu-
dian el huevo entero, los embriones y las cascaras hasta el décimo-
quinto dia de incubacién, representados en el grafico 20. En las ex-
periencias anteriores y posteriores a ésta, los huevos a los 11 dias
de incubacion eran inoculados, un lote con virus, el otro, para man-
tener los controles en idénticas condiciones, -era inoculado o con so-
lucién fisiolégica o con una dilucion de liquido alantoideo normal.
Los resultados obtenidos no difieren practicamente de los registra-
dos con los huevos sin inocular. Manteniendo gran concordancia con
los resultados expuestos por otros autores para el peso de los
embriones.

El {nico autor que ha trabajado con huevos de gallina Leghorn
blanca es Murray, cuyos resultados asi como los de otros autores somn.
comparables con los nuestros.
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Grafico 20.
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16 ........ —_ 14,094 13,899 13,913
17 ... ... — — + 16,881 16,881
18 ........ — 20,820 — 20,820
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B30 DE EMBRIONES NORMALES

Hasselbalch1900{ Tijin 1997 | Schmalhau-| Murray 1926 N. resultados
Dias de incub ¢ién | huevos blanco. sen 1927 W. Leghora W. Leghoin
£1amos gramos geamos £ramos Sramos
2 5,674 4,449 4,650 5,105 4,582
L 7,543 6,192 7,430 6,839 6,113
L 10,005 8,009 9,840 8,974 8,232
5 12,285 11,377 11,000 11,460 11,136
16 ... 15,210 14,404 13,650 14,390 13,913
T 17,500 17,089 16,500 17,950 16,881
18 21,545 232144 20,700 22,030

En primer lugar exponemos los resuliados logrados por nosotros
en los diversos grupos y en otro cuadro se ponen éstos frente a los
autores a que nos hemos referido.

En el grafico 21 se establece la comparacion entre el peso de los
embriones con los distintos inoéculos.

Grafico 21.
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Tistos resultados certifican, gue la inoculacidn del huevo en des-
arrollo con un liquido inocuo, como los utilizados, no afecta i nor-

mal desarrolio del embrién y si nuestros valores son ligeramente in-

feriores a los de Murray, c¢s exclusivamente debido a la temperatura
infertor a la cual se incubaron luego de moculados.
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tantes del huevo en desarrol a accién ejercida so
briom, indudablemente debe 1epcrutt1r de una u otra forma sobre st
anexos 0 VICeVersa.

Podemos entonces, dejar sentado que nuestros experimentos
han sido realizados con controles normales adecuados. Como las ci-
fras logradas son ¢l resultado medio de un gran ntmero de huevos
empleados, pueden ser utilizadas como representativas de la evolu-
cion del huevo en los dias sefalados.

11 Parte

T.os valores que registramos para la membrana corioalantoides,
son muy mferiores a los de Byerly, quien encuentra que el peso de
¢stas aumenta hasta un maximo de 1,4 grs. en el décimo dia de in-
cubacién y con pocas variantes llega al nacimiento del pollo. La di-
ferencia observada se explica por la técnica que hemos empleado
con las membranas corioalantoidea y amnidtica, las cuales antes de
ser pesadas eran agotadas de su liquido, por frotamiento sobre papel
de filtro. El caso vitelino fué pesado individualmente, solc a las 24
v 48 horas siguientes a la incubacidén, en un tmico experimento E
378, en razon de la gran dificultad para liberarlo totalmente de los
restos de vema; pues con el aumento del periodo de incubacidn 1a
vema deshidratindose se torna espesa, wviscosa y adherente, iij
dose en modo tal, entre las vellocidades y pheoues del saco vitelino,
que para desprenderla totalmente, es necesario el lavaje repetido con
solucion fisioldégica. Este proceder nos conduciria a pesadas de la
vema, que carecerian de Ja precision a que hemos sujetado todas las
pesadas de los elementos restantes.

Bverly hace de este topico un estudio detallado, quien da un
peso de aproximadamente 3.5 gramos hacia el décimoquinto dia, pa-
ra luego decrecer hasta cerca de 2,5 grs. en el momento del nacimien-
to; los resultados que registramos en esa experiencia coinciden con
los de este autor, no habiendo observado, entre los grupos de huevos
mfectados v normales, diferencia significativa. Lo expuesto justifi-
ca la razon, de la pesada conjunta de la yema y del saco vitelino. En
¢l capitulo TV, presentamos una serie de graficos confeccionados con
los promedios del total de determinaciones, los cuales se detallan en
el cuadro adjunto: v para evidenciar la relacion existente entre el




HuEvVOs INOCULADOS CON SOL. DE LiQUIDO ALANTOIDED NORMAL
Promedios totales

Ddias H:ltas Enteros| N.o de| Embr. | N.o de|Membr.] N.o de/Membr.| No de Ligquid.| N.o de
e e '

Liguid.| N.o de|Yema y| N.o de¢] Clara IN.» de| Casca- | N.» de
incub. | inocul. grs. huevos| grs, huevos

corial. amniot. alant. amniot. saco vit. ra
ars. buvevos| grz. huevys cC. huevos . buevos| grs. huevos| grs. huevos| gus. hunvos

12 24 148,98 | 165 | 4,58 | 165 | 0.39 | 107 | 0.17 43 3.95 98 | 2,87 | 43 117.36 | 43 942 | 43 3.65 | 165
13 48 |51.18 | 165 | 6.11 | 165 | 0.37 | 107 | 0.20 43 | 4.89 | 106 | 2.08 3 11695 | 59 |10.29 ) 58 5.83 | 105
14 72 | 52.07| 156 | 8.23 | 156 | 0.45 | 106 | 0.23 42 | 4.81 | 114 | 1.20 | 42 |16.30 | 58 9551 58 | 5.82 | 1506
15 96 |54.00 | 159 [ 11.13 | 159 | 0.43 | 113 | 0.29 49 | 4.24 | 121 | 1.15 49 |16.14 | o4 8.89| 64 | 6.18 | 159

16 120 1 54.77 | 104 [13.92 | 102 | 0.37 76 | 0.33 20 | 4.19 61 | 1.27 | 21 |15.01; 21 807) 21 | 6.21 | 102

17 144 |56.00 | 90 |16.88 90 { 0.40 90 | 0.34 35 | 3.27 86 | 2.07 | 35 |13.04 | 35 812 35 | 657 90

HuEvos INOCULSDOS CON VIRUS DE INFLUENZA “A”

12 24 | 4851 | 165 | 4.57 | 165 | 0.43 | 107 | 0.16 43 4.20 92 | 2.67 | 43 1741 43 941 | 43 5.60 | 165
13 43 |51.42 | 165 | 572 165 | 0.43 | 107 | 0.18 43 5.69 | 112 | L.75 43 | 1755 | 59 [10.03 | 59 5.89 | 165
14 72 15298 | 150 | 7.19 | 156 | 0.534 | 106 | 0.21 42 717 ¢ 114 | 1.25 42 | 15.77 | 58 891 | 58 6.00 | 156
15 96 154.35| 159 1 941 | 159 | 047 | 113 | 0.24 49 6.81 | 113 | 0.95 49 11592 | 04 951 04 6.24 | 159
16 120 | 54.82 | 105 | 11.03 | 105 | 0.37 80 1 0.28 /24‘ 5.97 72 1 1.05 24 | 16.05 | 24 3331 24 6.41 | 105
17 144 | 56.06 90 | 12.72 90 | 0.36 | 90 | 0.28 35 6.29 82 | 1.27 | 85 (1432 | 35 9171 35 6.61 90
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W,

Hurvos INOCULIDNS CON LIQUIDO ATANTODIRO NORMAL

2% hrs. | 46 hrs. | 72 hrs. : 86 hra. |120¢ hres [ 144 hes.
i

Huevos enteros .......... Grs. 48.931 51.18 5.‘2.07| 54.00| 54.77] 56.00
Embriones .. ... ... .. ... % $.35] 11.94; 15.80] 20.61] 23.5%] 3G.14
Membrana corioalentoidea . T 079 0.72 0.861 0.79] 0.67] 6.82
Membrana amnidtica ... .. To 4.34] 0.39) $.44) 0.53] 0.60) 0.61
Liquido alantoideo ....... % 8.06{ 9.55; 8.23] 7.85] 7.65| 5.83
Liquido amnidtico ........ % 5.86| 4.06] 2.30| 2.13] 232 3.69
Yema y saco vitelino ... % 35.44{ 33.11; 31.30| 29.88| 27.40| 23.28
Clava ................... 9% 10.23| 20.10| 18,34} 16,28| 14,73] 14,5¢
Chscara ................. % 11.53] 11.38 H.l%i 11.44) 1135 11.7¢

Huevos INCCUL' DOS CON VIRUS

24 hrs. | 48 hrs. | 72 hies. | 96 hirs. (120 hi= (144 hrs.
Huevos enteros Grs. | 48.51| 51.42] 52.98] 54.35| 54.82| 56.06
Embriones ............... % 9.42| 11.12] 13.57| 17.31| 20.12| 22.69
Membrana corioalentoidea . % 0.88/ 0.83| 1.01] 0.86f 0.671 0.64
Membrana amnidtica ... .. a, 0.35] 0.35| 0.39| 0.44| 0.51 0.49
Liquido alantoides ... .. .. a, 865 11.06f 13.53) 12.53] 16.89) 11.22
Liquido ammidtico ........ 9% 5.50| 3.40| 2.36| 1.74] 1.91| 2.23
Yema y saco vitelino % 35.88| 34.12| 29.76| 29.29; 29.27| 25.54
Clara ................ ... T 19.36{ 19.50) 16.81| 17.49| 15.1%| 16.35
Cascara ... .............. G 11.64| 11.45| 11.32| 11.48| 11.69] 11.79

huevo total y cada uno de sus constituyentes, cstos promedios tradu-
cidos en por cientos se exponen en un cuadro, y estin representados
en la figura 1 la cual proporciona una vista conjunta de las desvia-
ciones que tienen lugar en cada grupo de huevos.

Jull trabajando sobre la variabilidad de los pesos de las distintas
partes del huevo no fertilizado, encontrd que el factor menos varia-
ble era el peso del huevo, ligeramente mas variable que éste, €l peso
de la clara, considerablemente mas variable que ésta, el peso de la ye-
ma y en ultimo término como el factor mas variable, el peso de la
cascara. Fsto da a entender como st se produjese tn mecanismo com-
pensatorio durante el proceso de formacion del huevo; correspon-
diendo a yemas grandes, claras pequefas e inversamente a yemas
pequefias, claras grandes, desde que el peso del huevo entero no va-
ria tanto como ocurre con cada uno de sus componentes.

Nosotros hemos observado que estas variaciones, también son
notables en el huevo en desarrollo y no solamente circunscriptas a
estos elementos sino que extendidas a los restantes.

Por lo general, a los huevos de mas peso corresponde un peso
mayor a cada uno de sus constituyentes, pero esta proporcionalidad
no se verifica, cuando se considera cada huevo en particular o cada
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o L meratila
ueda claramente estable-

B i 11a

ina ae siis pa artes. B nues
cido que la relacion guardada por cada Lonstltuyentc respecto del hue-
vo total, mantiene una relativa independencia; esta independencia
hace dificil establecer conclusiones si las desviaciones individuales
no se consideran como variaciones frente al promedio de un gran
porcue estas diferencias indivi-

1

1

A ‘s

v

1 are 145 111

nimero de experiencias y tambxér
duales, difieren con los distintos
observaciones.

Pero es evidente, que en los huevos normales, en general, la va-
riacidén unitaria de los diversos componentes es menor y mas regu-
ar (cmbridn, membranas coricalantoidea y amnidtica, hqmdos alan-
toideo y amniético y cascaras) salvo en los casos de la yema y de la
clara, donde las desviaciones son del mismo grado que en los huevos
infectados con virus.

En lo concerniente a los huevos infectados, es notoria la irregu-
laridad individual de cada elemente, que respecto a los normales v
aun con los de su mismo grupo, hacen particularmenie manifiesta la
autonomia y la eventual isocronia en el desarrollo.

OS5 Cuails 5¢ nar

III Parte

19 — Como lo establece el analisis estadistico, los grupos de

huevos (normales e infectados) con los cuales fueron realizadas

las experiencias, son comparables, si se tiene en cuentfa el namero

considerable de huevos que han entrado en el promedio, atn la dife-
rencia significativa, a favor de los infectados, observada a las 7z
horas de inoculados no hacer sino dar mas valor y poner méas en evi-
dencia las variaciones negativas de las diversas estructuras del huevo
en desarrollo.

2% — Tos embriones infectados mantienen un pesc notablemente
mferior a los normales a partir de las 48 horas y que la diferencia tiene
desde este momento en adelante, valor estadistico. En los seis dias
de observacién, los normales que representan el 9,35 % del peso total
del huevo, llega a ser el 30,14 %, en tanto que los infectados, del
G,42 % alcanzan a ser el 22,69 % ; es decir, mientras los normales
han aumentado el 21,81 %, los infectados tan sdlo el 13,27 %, en
otras palabras, entre ellos media a favor de los nonnale> un incre-
mento del 7,45 .

Iin el grifico 22 se han inscripto los coeficientes del crecimiento
de los embriones de ambos grupos, lograndose el trazado de dos cur-
vas de tipo Minot, aproximadamente paralelas, en las cuales se destaca
en primer término, la reduccién del incremento de desarrolio del
embrién y en segundo lugar, que entre las 120-144 horas se pone de
manifiesto la tendencia de los embriones infectados, a acercar su coe-
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ficiente de crecimiento al de los nom

1

ales, concordante con lo que se
D LA s 1 5 -
Ghserva en el grafico § de

C
I coeficiente de variabilidad.

3% — Las membranas coricalantoideas de los huevos infectados
se presentaron mas gruesas, rojas v pesadas que en los normales
las 24 horas, alcanzando significacion la diferencia entre las 48 y g6
hovas, para 2 las 120 horas desaparecer la discreparncia entre los dos
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Grafico 22,

grupos y fmalmente a las 144 horas establecer un saldo significativo
a favor de las membranas corioalantoideas normales,

49 — Como era de esperar, coincidiendo con embriones mas pe-
quefios, las membranas amnibticas de los huevos infectados, se encon-
traron reducidas proporcionalmente en su desarrollo. La divergencia
progresiva entre las membranas normales y las infectadas, permite
asignarles el valor que sélo se revela estadisticamente a las g6 horas.
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6% — El iiqmu alantoideo

cor respondlente a los infectados en todos los casos es mayor con vaio-
res significativos a partir de las 48 horas. Mientras en los huevos
normales representa el 8§06 % del peso del huevo, a las 24 horas,
alcanzando su maximo de 9,55 % a las 48 horas, para disminttir hasta
significar tan solo el 5,83 % a las 144 horas, vale decir, -3,72 % ¥y
-2,23 9 que los volumenes maximo e inicial; en los infectados este
volumen es de 8,65 %' a las 24 horas, ilega a su maximo de 13,53
a las 72 horas y es el 11,22 % a las 144 horas, con una diferencia de
-2,31 % y de + 2,57 % para los volimenes maxinio e inicial respec-
tivamente. La diferencia entre los dos grupos es a las 72 horas de
4,30 % vy a las 144 horas es de 4,80 %. Estos datos destacan Ia dife-
rencia en el proceso de reduccion del volumen de este liquido en los
dos grupos. Computamos la unidad de volumen como I gramo, pues la
densidad de este liguido es de 1,007

79 — En este parrafo trataremos de uno de los elementos cuya

variabilidad individualmente considerada es muy grande, la yem

que nosotros hemos pesado junto con el saco vitelino, pero a estar p@r
los datos de Byerly, este elemento varia muy poco, por lo tanto las
maximas oscilaciones indudablementie corresponden a la yema. FEn los
protocolos I 1378, B 1786 v E 1809 a) se exponen las pesadas indivi-
duales de este elemento pudiendo apreciarse las cifras extremas que
registran. Esta gran irregularidad individual se ve reflejada en los
distintos grupos. Pero la tendencia general es a reducirse con el pro-
gresar de la incubacion, de tal modo que la nica diferencia aprecia-
ble es la méas rapida reduccion por parte de los infectados a las 72z
horas, pero luego es mas lenta que en los normales, asi que a las 149
horas el peso de la yema y saco vitelino de los huevos infectados co-
rresponde al 25,54 % de éstos y en los normales al 23,38 %, es decir,
una diferencia de -2,16 9. El anilisis estadistico, no dié ningln va-
los a las diferencias en virtud de la gran variacidon individual.

8% — I.a clara, ofrece un comportamiento tan irregular como el
que hemos observado con la yema, con un solo hecho notable: la clara
de los huevos infectados pesa a las 72 horas significativamente me-
nos que la de los huevos normales, y coincidente con el volumen mé-
ximo de liquido alantoideo. El consumo de este material de reserva
es en los huevos infectados durante todo el periodo de la experiencia
muy variable, pero excepto a las 72 horas, siempre en cantidades in-
feriores a la consumida por los normales.
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: 5
pesados corr,spm,dm chscaras también mas pesadas, este hecho no sc
cumple regularmente. Pues sea por ra ones de cria, alimentacion, edad
de las ponedor a, estacion, etc., existen grandes variaciones aun en
huevos de p@s o0s iguales, pf*ro Pst difP encias se suprimen cuando se
estran ¢l predominio del peso de las cdscaras
de los huevos infectados el que tiene valor estadistico a las 72 y 120
horas y puede extenderse el valor por la tendencia de las curvas de
peso. La irregularidad de los pesos individuales resta valor estadistico
s1 las cascaras son conslderadas en particular, por los hechos referidos
mas arriba; pero este valor es pleno cuando se las considera en general.

Comio es sabido, la cascara no desempefia exclusivamente el papel
de coraza o elemento protector, sinno que también oficia como fuente
salcs mmelales de calcio, de las que ha de aprovechar el embrion

1Plefn A este “PCPECtO hemos ohservado

Tns huevog

nesn de lag mismac en

Con los resultados alcanzados en los distintos exper imentos reali-
7ad , trataremos de delinear una explicacién, sin mas pletensmn que
el de su caracter provisorio, porque es indudable que aun faltan expe-
rimentos d€ d1 ersa categoria para aclarar una serie de puntos oscuros,
también involucrados en el complejo mecanismo de la patogenia del
virus A de Influenza en’el huevo de gallina en desarrollo.

Pasaremos una breve revista de los puntos establecidos.

.»L\
l

b

. infectados pesan mas.
29.  Los huevos inoculados con solucidn, fisiolégica pierdan mias
peso.
3?. Los embriones infectados pesan menos.
©.  Las membranas corioalantoideas infectadas pesan mas.
2d

59, Kl volumen de liquido alantoideo de los huevos infectades

=)
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es mayor.
0%, Lamembrana amnidtica de los huevos infectados pesa menos.
72 El volumen de liquido amindtico de los huevos infectados
€S meor.
89, El peso de la yema y saco vitelino es irregular.
9°, El peso de la clara es irregular.
10", El peso de las cascaras de los huevos infectados e$ mayor:
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En trabajos anteriores se intentd una sencilla explicacién necé-
nica, merced a las modificaciones del intercambio gaseoso observadas
enn los huevos inoculados con virus; el espesor de la membrana corio-
alantoidea causarfa la reduccidn del intercambio gaseoso (O: y CO 2)

i a

_L)lOduuG‘l 08 el elevado pH de

ios liquidos alanioideos, debido a una acumu

sentido contrario seguxdo por las diferencias entre los embriones y los
liquidos alantoideos, hizo pensar que el exceso de volumen de liquido
alantoideo provenia de los embriones, produciéndose por causas igno-
radas un transtorno del metabolismo acuoso. Pues st se sumaban los
voltmenes de los liquidos alantoideos a los de los embriones se tenian

cifras practicamente idénticas.
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Recordemos que la cavidad alantoidea estd limitada por las hojas
externas e interna de la membrana coriolantoidea; que al efectuarse
la inoculacion de virus en esta cavidad, éste al difundirse, encuentra
como primeros elementos celulares que invadir o mfectar, los corres-
pondientes a estas hojas. La membrana coriolantoidea reacciona pre-

‘cozmente, (peso a las 24 horas) con fendmenos inflamatorios e hiper-

plasticos difusos (con los Dres. D. Vivoli y A. 5. Parodi estan reali-
zdndose estudios histopatologicos de estas membranas), presentandose
mas gruesa (edematosa), roja (congestiva) y de peso mayor que
la normal.

VVVVVV qu de las funciones principales de esta membrana,
cons iste en establecer el intercambio gaseoso (respiracién embriona-

ia) entre la circulacién embrionaria y la propid que por su posicién
par1etal a través de la cascara (recordemos que era muy porosa), reci-
be el O, y elimina el CO, y que por ser una membrana que cubre
casi totalmente la pared del huevo, indudablemente debe estar impli-
cada en los procesos de evaporac10n, los cuales deben realizarse a su
través consecutiva o simultineamente con el intercambio gaseoso.

Otras de las funciones de la membrana coriolantoidea son Ja de
intervenir en la absorcion de la clara, y de las sales de calcio contenidas
por la cdscara, que ha de utilizar el embridn para constituir su
esqueleto.

Con estos antecedentes trataremos de desarrollar una interpreta-
cién de las modificaciones observadas en el huevo de gallina en des-
arrollo e inoculado con virus *A” de Influenza, ampliando la hipbtesis
anterior con los nuevos datos aportados.

L.a importanica fisiolégica de la membrana corioalantoidea esti
directamente reflejada en las diversas funciones que desempefia du-
rante el periodo de la incubacién y por dependencia funcional mante-
nidas por otras estructuras respecto de ella. Toda lesién anatémica
de esta membrana repercute indudablemente sobre la integridad de
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st funcironamiento y conse cutivamente sobre Aqleﬂos elementos cuya
fisiologia y evolucién estan conectados con éste. ’
A la reaccion mflamatoria causada en la membrana coricalantoi-
dea por la infeccion viral siguen alteraciones de diversa indole, com-
prometiendo su fisiologia normal. Entre ellas, perturbaciones circulato-
rias ’léO'ica% consecuencias de la inflamaci('m\ quie

)

de la funcién absorbente de la cldra y de las sales (le calcio
cascara. Iste ultimo hecho hace mas dificil el transporte gaseoso y la
evaporacidn. Pues es sabido que en condiciones normales, la cdscara
cede sales de calcio, pierde peso, reduciendo su espesor y aumentando
su porosidad. Pero como hemos visto, en nuestros experimentes la
pérdida de peso en las ciscaras de los huevos infectados es inferior
a la de los normales. A estos trastornos siguen, una menor pérdida de
peso, reduccion del crecimiento del embrion y coincidentemente del
amnios y su contenido de liquido amnidtico, una mayor acumulacion
de huuidu alantoideo y finalmente aprovechamiento inferior e irre-
gu‘ar de los comiponentes nutiitivos, yema y clara. ,
t3, que esta explicacidn es pasible de objeciones idgicas
desde que existen algunos puntos oscuros. Entre ellos ¢l referente
a la diferencia de peso de los huevos, cuya tnica razén, no es sin duda
la menor evaporacion, pues de serlo equivaldria admitir que a partir
de las 72 horas de inoculados, ésta es mas acelerada en los huevos
infectados que en los normales, cosa que no ocurre como lo demuestran
las experiencias. Fn cambio, la menor evaporacion podria justificar
la acumulacién de liquido alantmdeo testigo del gran trastorno en el
metabolismo hidrico.

Otros puntos atacables son los concernientes a la utilizacién de la
yvema y de la clara, para los cuales toda explicacién que ensayemos no

dejaria de ofrecer claros, desde que no nos es posible comprender el

irregular comportamiento asi como tampoco las variaciones que mues-
tran en el curso de las experiencias, particularmente notables en el
caso. de la clara.

Todas estas modificaciones son indudablemente imputables al
dismetabolismo, ocasionado por la infeccion viral.

CONCLUSIONES

El analisis de los resultados obtenidos en las experiencias, cuyos
protocolos transcribimos, permiten -sentar las siguientes conclusiones:

19 — Que ambos grupos de huevos empleados uno para la inocu-
lacion con virus A de Influenza y el otro utilizado como
contralor, e inoculado con solucién de liquido alantoideo
normal son comparables.

2% — Que la diferencia observada a favor de los huevos inocu-
lados con virus tiene valor estadistico tinicamente a las 72
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horas siguientes a la imyeccidn; este hecho da mas valor a
las diferencias comprobadas en esa hora para los clementos

Uyo peso estd rec ducido.
ue no bl(,llLIO unpumbh esla dlfcunud al azar, debe cul-
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uc la noculacion de lu\ huwux‘ con un liguido mocuo (so-

LS | 1
tyiiao al
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ey

no afecta el ¢ 10Ny SUs Anexos,
Que los \"211()1'05‘ (lcl peso de los embriones que hemos compu-
tado como normales, concucrdan con los obtenidos por otros
autores en huevos sin imocular. Por esta razén, pueden
considerarse como valores normales del desarrolio del em-
brion, en esos periodos de incubacion.

Confirmamos qu el pu() de os unbuon ; infectados con

5 .
Que el peso de los embrionces, considerados mdividualmente,
tanto en ¢l grupo de los inoculados con virus, como en los
normales es independiente del peso total del huevo y en
cierto grado, del tiempo de incubacion ; este altimo hecho es
mas notorio en ¢l grupo de huevos inoculado con virus.
Confirmamos, que el peso de las membranas corioalantoi-
deas de los huevos moculados con virus, es mayor que
el de los normales a partir desde las 24 horas, adquiriendo
esta diferencia, significacion estadistica a partir de las 48
horas hasta las 96 horas de inoculados, igualandose los
pesos a las 120 horas, para pesar “‘significativamente” mas
los normales a las 144 horas; vale decir, que se mvierte el
fenomeno. Nuestros resultados, arrojan una diferencia bien
manificsta a las 24 horas.

— Que el peso de Lt membrana armmidtica, de los huevos -

fectados con virus c¢s, durante toda la experiencia, inferior
al peso de las de los huevos normales correspondientes.
Esta diferencia tiene significaciom estadistica a las g6 horas
siguientes a la inoculacion.

el volumen '151 lzq uide :Ll:mtu:de() es s1em

los normales. Estdndo a (hfel encia mtw ambos grupos en
el limite e la significacion a las 24 horas de la inoculacién,
haciéndose extraordinariamente significativa en  adelante.
Tl maximo de produccidn del Hquido alantoideo es alcanzado
en el grupo de huevos normales a las 48 horas, en cambio,
en los infectados lo es a las 72 horas.

Que el volumen de liquido amnidtico es superior en los
huevos normales que en los mfectados con virus, pero si
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las hferenu(\s hdlladm

129 — Que la yema y saco vitelino conjuntamente, tienen un com-
portamiento muy variable en los huevos infectados. ;
reduceion de pes aulatina mient
1fectados, 1\1: ‘dominando v fe las primeras
entre las 72 y 90 horas dan valores m{H wores a los

les, para luego en adclante volver a prcdommar Dada Ll
gran v‘nnuon individual, estas diferencias carceen de sig-

139 — Que la clara, inicidndose con un peso igual en normales ¢
infectados, en estos altimos es mnferior desde las 48 horas,
alcanzando significacion estadistica a las 72 horas, coinci-
diendo con ¢l maximo volumen de liquido alantoideo. En
adelante el peso de la clara en los hucevos normales es mfe-
rior al de los miectados.

149 — Que el peso de las cascaras mniciandose 1gual en ambos gru-

pos, después pesa mas en los huevos infectados que en los

normales, La diferencia de peso es significativa a las 72

120 horas.

.
4

152 — Que los huevos, a partir del momento que se inicia la incu-
bacién pierden una parte notable de su peso hasta el 11°
dia, en el cual son inoculados y desde entonces la pérdida
de pes‘o de los huevos infectados es (1100 menor que la que

tiene luoar
r1e

e ugar en i

(
~
h

C

I3

16‘?‘—Q’ue las modificaciones observadas son causadas por la
accion del virus, alterandose la proporcion de los diversos
elementos y consecuentemente las relaciones que guardan
en condiciones normales.
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