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La facilidad con que algunas bacterias, virus y rickettsias crecen en 
el saco de la yema del embri6n de pollo (3) y bas and os os particularmente 
en los trabajos mas recientes referentes al Mycobacterium tuberculosis (2) 
que encuentra en este substratum los elementos necesarios para una rapida 
multiplicaci6n (4), decidimos utilizarlos en un nuevo intento de obtenci6n 
de cultivos del M. leprae, ensayo en el que en varias ocasiones y utili zan do 
diversos medios de cultivo, ya habiamos fracasado (6). Aunque a nuestro 
juicio este constituye un fracaso mas, nos ha parecido 6til la publicaci6n 
de los protocol os, por 10 laborioso del esfuerzo y para contribuir en algo 
a este dificil y no resuelto problema bacteriol6gico. Fue nuestro prop6sito 
inicial, proceder del modo mas original posible, utilizando la tecnica de 
Beveridge y Burnet (1) para sembrar nuestros concentrados de M. leprae, 
procedentes de lepromas de enfermos no previamente .tratados por droga 
alguna. 

METODOLOGiA 

Fuentes de obtenci6n de bacilos.-Segun nuestro criterio, las mayores proba
bilidades de exito favorable en este caso, radicaban en la mayor cantidad de bacilos 
que pudieran ser sembrados en el medio elegido, procedentes de lepromas, ' pero 
procediendo tambien de otros elementos (linfa y sangre) como facto res secundarios, 
tambien importantes, ya que algunos investigadores sefialan cic10s evolutivos en los 
bacilos, en los cuales estos pueden hacerse cultivables. Asi decidimos practicar siembras 
a partir de a) leproma, (b) linfa y c) sangre, para 10 cual fue elegido un enfermo 
lepromatoso, no tratado y en plena reacci6n lepr6tica. 

Muestras obtenidas.-La rigurosidad aseptica en la obtenci6n de las muestras, 
fue llevada al limite, procediendose de modo tal, que los cultivos de control de la 
manipulacion (aerobios y anaerobios) resultaron esteriles. Para las siembras en 
embri6n de pollo esto es rigurosamente exigible, ya que los contaminantes invalidan 
todo posible exito en el trabajo. La recolecci6n de material fue verificada a las 
10 a.m., y este mantenido en sus frascos esteriles hasta las 2 p.m. 

Examen microscopico.-El leproma fue desmenuzado en trozos muy pequefios en 
mortero esteril, lavado con soluci6n salina fisio16gica (con Penicilina, 1,000 U. por 
cc.) y examinado, demostrando una enorme cantidad de bacilos. La linfa fue simple
mente extendida en laminas a partir de los capilares, advirtiendose el mismo resultado, 
tanto al Ziehl-Neelsen como ala Auramina. La sangre no fue examinada al microscopio. 

PRIMER ENSA YO 

Se utilizaron 12 huevos de 5 dias de incubaci6n, procediendose a la 
inyecci6n en el saco de la yema, de acuerdo con la tecnica ya sefialada (1) 

1 Trabajo llevado a cabo en la Seccion Experimental de la Catedra de Bacteriologia 
de la Escuela de Medicina de la Univel·sidad de la Habana. 
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y en la investigaci6n de los bacilos acido-resistentes se utilizo la tecnica 
de concentracion de Brueck y Budding (2) y las coloraciones de Ziehl y 
Auramina. Tanto las tecnicas de concentraci6n como de coloraci6n 
resultaron buenas en el sentido de ofrecer claras imagenes al microscopio. 
Cuatro tubos fueron sembrados con cantidades variables de bacilo de 
Koch muy virulento como un control. 

CUADRO 1.-Resultados del primer ensayo. 

Huevo Origen Evoluei6n Resultado 

1 Leproma. 0.2 ee. Muerto, 48 horas ' Negativo 

2 Leproma 0.2 ee. Muerto, 48 horas Negativo 

3 Leproma 0.2 ee. Muerto, 96 horas Positivo; algunos baeilos y globi 

4 Leproma 0.5 ee. Muerto, 48 horas Negativo 

5 Leproma 0.5 ee. Vivo, 6 dias Positivo; algunos baeilos 

6 Plasma, 0.2 ee. Muerto, 48 horas Negativo 

7 Hematies 0.2 ee. (No fertil) --- ---
8 Linfa 0.1 ee. Muerto, 48 horas Negativo 

9 Control 0.2 ee. Vivo, 96 horas Positivo; algunos baeilos 

10 Control 0.3 ee. (No fertil ) - - ----

11 Control 0.4 ee. Vivo, 6 dias Posi tivo 

12 Control 0.5 ee. Vivo, 4 dias Positivo; numerosos baeilos 

Este primer ensayo, orientador, tuvo por objeto el observar el desarrollo 
general de la tecnica aplicada y su desenvolvimiento nos permite reconocer 
que: a) fueron efectivas las precauciones asepticas; b) que el M. tuber
culosis, sembrado como control, parece multiplicarse en el medio, y las 
suspensiones tanto del examen directo del material de la yema como el 
de la concentracion, permite ver facilmente el bacilo; y c) que no parece 
ocurrir aumento en el numero de acidoresistente en los casos de M. leprae. 

SEGUNDO ENSAYO 

En las condiciones siguientes: a) partiendo solamente de material 
de leproma, que muestra 4.5 bacilos por campo; b) utilizando el mismo 
enfermo y las mismas tecnicas; y con c) 25 huevos de 5 dias de incubados. 
d) 3 huevos recibieron 0.3 cc. colo.ci6n salina como un control. 

En 9 de los huevos el embri6n muri6 entre el 2° y 7° dia y no fueron 
examinados microscopicamente. Los 3 controls salinos fueron esteriles. Los 
resultados en los otros huevos aparecen en Cuadro 2. 

Este ensayo, cuyo resultado general se puede comprender con su sola 
observaci6n, si bien no es muy estimulante, tam poco niega en absoluto las 
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posibilidades de multiplicacion, pues no es de dudar que, en un cambio 
de ambiente tan brusco, como sucede con los virus, la adaptacion requiere 
un numero de pases, inclusive "a la ciega," hasta llegar a obtener un 

CUADRO 2.- R esultados del segundo ensayo. 

Huevo I Cantidad ~.Evoluei 6n Resultado 

7 0.5 ce. Vivo 5 ° dia Negativo 

10 0.5 cc. Vivo 5° dia Negativo 

12 0.3 cc. Vivo 5° dia Positivoa 

13 0.3 ce. Muerto 7 ° dia Negativo 

14 0.3 ce. Muerto 7 ° dia Negat.ivo 

15 0.3 cc. Vivo 5° dia Negativo 

19 0.2 ce. Vivo 7° dia Po~itivob 

22 0.1 cc. Vivo 7° dia Negativo 

23 0.1 cc. Vivo 11 ° dia Positivo; escasos bacilos 

24 0.1 cc. Vivo 11 ° dia Positivo 

20 0.2 cc. A termino ( 

21 0.2 cc. A termino 
t Polio normal a los 12 meses 

a Ziehl, 2+; auramina, 2+; siembras, negativas. 
b Ziehl, dudosa; auramina, 2+; con centra cion, 2+; siembras, negativas. 

verdadero crecimiento. Asi, en este caso, eliminado los controles, quedan 
inoculados de modo efectivo 19 huevos, en los cuales advertimos que la 
dosis de 0.5 cc. es manifiestamente comprometedora de la vitali dad del 
animal y que, en las dosis menores, solamente en 3 casos se observan, tras 
minuciosa busqueda, algunos bacilos acido-resistentes, sin poder tener la 
evidencia de posible multiplicacion, sino mas bien la presuncion de que se 
tratasen de los mismos bacilos que fueron inoculados. 

Existiendo bacilos en el material del huevo No. 19, se procede, partiendo 
de la yema del mismo a practicar un: 

TERCER ENSA YO 

En el cual: a) se inoculan 12 huevos de 7 dias de incubacion con b) 
cantidades variables de una mezcla de: yema, 2 cc., sol salina, 10 cc., y 
Penicilina 60,000 U, 3 cc. 

Este ensayo es demostrativo de que la cantidad de material inoculado, 
desde luego, en relacion con su posible toxicidad, influye en la vitali dad 
del embrion, la cual es esencial para el exito favorable con 0.2 cc. del 
"inocul urn." 

En cuanto a la posible multiplicacion del Mycobacterium, el problema 
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viene a quedar igual, ya que al advertir positividad en los huevos Nos. 
8, 9, 10 y 11, han sido asi sefialados porque, de modo efectivo, se observaron 
formas bacilares y gninulos acido-resistentes en el material, aunque no 
en cantidad suficiente para hacer pensar que habian aumentado sobre el 
"inoculum" original. Un resultado irregular y parad6gico 10 ofrece el 
huevo No.3, el cual, inoculado con mayor cantidad (0.3 cc.) no demuestra 
forma bacteriana alguna. 

CUADRO a.-Resultados del tercer ensayo. 

Huovo Cantidad Evoluri6n Resultado 

a 0.3 cc. Vivo 9 dias Negativo 

8 0.2 cc. Vivo 5 dias Positivo; escasos bacilos 

9 0.2 cc. Vivo 9 dias Positivo; escasos bacilos al directo; 
numerosos a la concentraci6n 

10 0.2 ce. Vivo 10 dias Positivo; escasos bacilos 

11 0.2 ce. Vivo 11 dias Positivo ; rouv escasos b!\cilos 

Por estas consideraciones, procedemos con el material del huevo No. 
9, de este ensayo a practkar un: 

CUARTO ENSA YO 

En el que : a) se injecta una mezcla analoga al ensayo anterior; b) 
12 huevos de 7 dias de incubacion y; c) usando en todas cantidades de 
0.2 cc., con dos controles de soluci6n salina. 

Seis de los embri6ries muri6ron entre el 3° y 10° dia y no fueron 
examinados. Dos controles examinades el 11° y 15° dias fueron normales. 
Un embri6n viviente examinado en el 5° dia fue negativo, mientras un 
otro embri6n examinado en el 11° dia fue positivo, con escasos bacilos, 
y cultivos negativos. 

Este resultado va diafanizando algo el panorama de la experiencia en 
general, en sentido negativo, y se sigue a un: 

Quinto ensayo.-En las condiciones siguientes: a) se procede a hacer 
mezcla con material del huevo No.5 (positivo) usandose 0.2 cc. del mismo 
como en el ensayo anterior; b) inoculando 12 huevos de 4 dias de inocu
lados; y c) usando como control, material de huevo No. 12 (4° ensayo) 
en los Nos. 10, 11 y 12. 

Este ensayo produce un resultado que obliga a continuar el experimento, 
ya que, los con troles permanecen vivos y normales, pero los huevos No. 
5 (vivo al 12° dia) y No.8 (vivo al 15° dia) muestran formas bacilares 
en cantidad suficiente para poder hacer pensar en su posible multiplicaci6n. 
Asi, con el material procedente del huevo No.8, se reproduce esta exper
iencia en un: 
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Sexto ensayo.-En el cual, de 9 huevos inoculados con material 
efectivo, se advierten solamente granulaciones en tres huevos, los cuales 
son considerados negativos a los efectos del diagn6stico de M. leprae. 

Y para terminar, con el huevo No. 5 de esta serie, que era el que mas 
granulaciones tenia, se procede al: 

Septimo ensayo.-Que, verificado en identicas condiciones al anterior, 
no permite ver ya sino muy escasas granulaciones en algunos huevos, los 
cuales son considerados negativos a los efectos del diagn6stico de M. 
leprae. 

CONSIDERACIONES 

A 10 largo de todos los ensayos, mantuvimos una regularidad y uni
formidad metodo16gica tan rigida, que hicieron la experiencia muy segura 
en sus resultados, llevando a nuestro animo que los bacilos que aparecieron 
en 130 serie, a partir del segundo ensayo, correspondian a los que habian 
sido originalmente inoculados, fen6meno que se mostr6 muy distinto, cuando 
en el primero usamos M. tuberculosis como control. Nuestros resultados 
concuerdan con los obtenidos por Hanks (5), del Leonard Wood Memorial. 

RESUMEN 

1) Hemos inoculado gran cantidad de bacilos de Hansen procedentes 
de lesiones lepromatosas, en el saco de la yema de huevos embrionados en 
distintos estados de incubaci6n. 

2) Hemos examinado los huevos, en intervalos, en busqueda de bacilos 
acidoresistentes (eliminando las posibilidades de M. avium). 

3) Hemos hecho hasta 6 pases, en un caso, pudiendo considerar que 
el M. leprae, a nuestro juicio, no encuentra, en el saco de la yema del 
embri6n de polIo, un ambiente favorable a su multiplicaci6n. 

4) Que a pesar de este resultado adverso aqui anotado, pensamos 
seguir estas investigaciones sobre las bases del mismo principio, con 
otro metodo de inoculacion, los cuales publicaremos en el futuro. 

SUMMARY 

We have inoculated large numbers of Hansen bacilli from lepromatous lesions 
into the yolk sac of chick embryos at · different stages of incubation, and have examined 
the eggs at intervals in a search for acid-fast bacilli (eliminating the possibilities of 
M. avium). Egg-to-egg transfers have also been made, as many as six in one case. 

The results have led us to the conclusion that M. Zeprae does not find an environ
ment favorable for its multiplication in the yolk sac of the chick embryo. 

In spite of the negative results here recorded, we plan to continue the investigation 
on the basis of the same principle, but with another method of inoculation. 

Los autores desean expresar su agradecimiento al Profesor Vicente Pardo Castello 
por su efectiva. orientaci6n y oportuno apoyo tecnico. Queremos dejar consignados 
nuestro agradeclemto al Dr. A. Azel, cirujano del sel'vicio del Hospital "San Lazaro" 
por su ayuda. ' 
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