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EL METODO DE CULTIVO “IN VITRO” COMO INSTRUMENTO PRACTICO

~ ENEL DIAGNOSTICO Y EL AISLAMIENTO
PRIMARIO DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS BRAZILIENSIS
I. OBSERVACIONES DE LABORATORIO

Eduardo M. Netto, Cesar C. Cuba, Philip D. Marsden y Air C. Barretto

Comparamos diferentes medios artificiales y procedimientos de cultivo in vitro de
Leishmania braziliensis braziliensis (Lbb) aislada de lesiones de hamsteres
experimentalmente infectados. Observamos que la aspiracion de material de la lesion,
usando jeringade 5 mly agyja 22 g (25 x 8mm), mostro resultados satisfactorios siendo
un procedimiento conveniente de colecta. El medio de Agar Sangre Difco (DAB) es un
medio eficiente para el aislamiento de Lbb. El medio de Evans demostro similares
resultados al DAB, mientras que el medio liquido de Schneider y el quimicamente
definido AR-103 fueron nitidamente inferiores.

En la propagacion in vitro de Lbb, el medio de Schneider permitié un buen
crecimiento del flagelado, alcanzando densidades de 0,21 — 2,57 x 108 promastigotes
por ml ya, en el 52 dia de cultivo. La adicion de 5-fluorocytosine a los tubos de cultivo
(150ug/ml) para evitar la contaminacion por hongos, no inhibio el crecimiento de Lbb.

Palabras claves: Leishmania braziliensis braziliensis. Cultivo in vitro.

Aislar el agente causal de las leishmaniasis es
necesario no solamente para el diagnostico como para
la identificacion de la sub-espécie de Leishmania
infectante !%. En los estudos quimioterapéuticos de la
enfermedad es también valioso intentar aislar el para-
sito posttratamiento para probar, en forma incuestio-
nable, el éxito o fracaso de un determinado compuesto
antileishmanial 16.

Es en relacion a la correcta eleccion del método
mas apropriado de aislamiento del parasito que
debemos adoptar una decision practica y eficiente.
Este laboratoério ha reportado, muy recientemente, sus
hallazgos en la demonstracion directa de Leishmania
braziliensis braziliensis en pacientes con lesiones
leishmaniasicas cutaneas y mucocutaneas, prevalen-
tes en Trés Bragos, Bahia, Brasil 9. Endichos estudios,
la inoculacion en hamsteres dorados Mesocricetus
auratus fué el procedimiento mas eficiente que el
método de cultivo ““in vitro” para el diagnostico y
aislamiento primario de ésta sub-espécie de Leish-
mania. Sin embargo, debemos anotar que, en esos
estudios iniciales tuvimos serios problemas de conta-
minacion bacteriana, por hongos y levaduras, que
hicieron fracasar el método cultivo.
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Posteriormente, alertados por las publicaciones
de Miles !7 y Palomino et alii 18 pasamos a utilizar
gentamicina y S-fluorocytosine, reduciendo mucho
los indices de contaminacion de los cultivos y los
resultados de éstos estudios son presentados en ésta
serie de trabajos.

La presente investigacion formulo los dos obje-
tivos siguientes para ganar experiencia laboratorial
que serviria de base a futuras investigaciones de
campo:

1) Aislar L. b. braziliensis y L. mexicana de
hamsteres experimentalmente infectados, por medio
de cultivos. Comparar la sensibilidad de medios y
métodos de aislamiento.

2) Lograr el crecimiento in vitro de los promas-
tigotes de esa sub-especie de Leishmania, para
estudios de texonomia bioquimica e inmunologica.

MATERIAL Y METODOS

1. Medios de Cultivo empleados:

A)Medio TC 199 (cultivo de células de mami-
feros) Gibco, Labs., N.Y. USA, suplementado
con 20% de suero bovino fetal (Sterile System
Hy-Clone-USA) inactivado, por 30 minutos, a
56°C. 14,

B) Medio de Schneider (cultivo de células de
insetos) Drosophila Gibco medium, Gibeo,
N.Y. USA. complementado con el mismo suero
bovino fetal como en (A)!2 13,

C) Medio agar sangre Difco (DAB), preparado
como recomendado por Walton et al. 22,y 15%
de sangre desfibrinada de conejo. La fase liquida
constituida por suero fisiologico, 0,85%.
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D) Mediode Evans (Evans modified Tobie’s Medium).
Medio preparado como fue indicado por
Evans 1011,

E) Medio quimicamente definido AR-103. Cedido
por el Dr. H. Azevedo para los estudios en
Leishmania y con la formulacion publicada por
Azevedo y Roitman !,

2. Aislamiento primario de L. b. braziliensis y

L. mexicana sp.

Fueron utilizados como fuente de colecta del
material experimental, 60 hamsteres de nuestro bio-
terio de animales inoculados con cepas de Leishmania.
Todos los animales presentaban nodulos sub-cutaneos
no ulcerados e con ilceras recientes, parasitologi-
camente confirmados por la utilizacion de xenodiag-
nosticos con hembras de Lutzomyia whitmani 6,

En sucesivos experimentos (I-VI) tres proce-
dimientos fueron empleados para conocer su eficiencia
relativa correspondiente en la colecta del material de
las lesiones, en los animales. Asi mismo, 4 medios de
cultivo (gentamicina 50 pg/ml) fueron comparados en
su eficiencia y sensibilidad. Procedimientos: a) De la
aspiracion, con aguja y jeringa, en la manera descrita
por Hendricks y Wright I3, pero ligeramente modi-
ficado por la utilizacion de una aguja de calibre mayor
(22 g =25 x 8 mm) y unajeringa de 5 ml(mas potente
en succion). b) De la micropipeta Pasteur, de punta
muy afilada, esteril, que era introducida en los bordes
de las heridas o en los nodulos subcutaneos, de los
animales parasitados. El material colectado con
0,2 ml de suero fisiologico (0.85%) estéril era, enton-
ces, sembrado en forma aséptica en dos tubos de cada
medio investigado. c¢) La biopsia con “‘punch” de
4 mm de diametro, que posteriormente era triturada
con la ayuda de un *‘tissue grinder™. La suspension de
tejidos era entonces inoculada como relatado ante-
riormente en los cultivos.

Un experimento (E4) utiliz6 1a 5-fluorocytosine

(150 pg/ml) en un grupo de tubos de cultivo DAB a
ser comparados con medios DAB sin antifingico. Todos
los cultivos eran entonces mantenidos a 23°C y
examenes consecutivos a las 48, 72, 96 y 120 horas
fueron realizados con microscopio invertido. Poste-
riores examenes a los 15 y 30 dias fueron enseguida
ejecutados. Con ésto pensamos establecer el periodo
minimo y maximo en la positivacion de los cultivos
inoculados.
3. Estudio del crecimiento en masa de promastigotes
de cepas de L. b. braziliensis
3.1. Empleo de médios de cultivo liquido semi-
definidos:

Los medios empleados fueron: TC 199 y de
Schneider (Drosophila medium), ambos suplemen-
tados con 15 y 20% de suero bovino fetal. Estos
medios fueron escogidos por ser liquidos y transpa-
rentes 17,

El procedimiento consistié en la utilizacion de
frascos plasticos de 25 ml (Corning, USA), conte-
niendo, cada uno de ellos 5 ml del medio liquido a
experimentarse. La muestra de Leishmania a estu-
diarse era ajustada en una concentraciéon de 1 x 106
promastigotes por ml, en un volumen de 100 ml del
medio y entonces inoculada asépticamente. El recuento
del numero aproximado de promastigotes/mi fue hecho
en experimentos por duplicado y con la ayuda de una
camara de Neubauer y microscopio de contraste de
fases. La observacion del crescimiento en los frascos
de cultivo fué realizada, sin necesidad de abrir los
recipientes, utilizando un microscopio estereoscopio
invertido Zeiss-Jena. Todos los ‘‘stocks™ aislados
fueron rapidamente criopreservados, luego del pri-
meiro o segundo pesaje “in vitro” y, después de
codificados, depositados en nuestro criobanco de
cepas de Leishmania, a— 196° C.

Los detalles laboratoriales de las cepas utili-
zadas en éste estudio figuran en la Tabla 1.

Tabla 1 — Caracteristicas biologicas y bioquimicas de cepas de Leishmania braziliensis braziliensis utilizadas

en los experimentos de cultivo in vitro.

Analisis por:

Codigo de la cepa

Patron del (7)

Anticuerpos (7). Desarrollo en

(Criobanco-Brasilia) K-DNA (2,3) Isoenzimas (7)  Monoclonales Flebotomo

MHOM/BR/76/LTB-0014(Ly* + + + +(Perypilaria)
MHOM/BR/77/LTB-0014(R) + + + + (Perypilaria)
MHOM/BR/77/LTB-0042 + + + + (Perypilaria)
MHOM/BR/78/LTB-0048 + + + + (Perypilaria)
MHOM/BR/79/LTB-107 + + N.H. + (Perypilaria)
MHOM/BR/78/C-25 + + + + (Perypilaria)
MHOM/BR/79/C-31 + + N.H. + (Perypilaria)

N.H. = no hech>
* Cepa de referéncia internacional WHO (24).
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Anadlisis Estadistico

El test exacto de Fischer (modificado por
Tocher) fué utilizado en el analisis de las diferencias
entre las proporciones obtenidas en los tests compa-
rativos, con un nivel de significancia de p <0,05.

RESULTADOS

1) Aislamiento primario de Leishmania de hamsteres
infectados..

La Tabla 2 presenta resultados que evidencian
significativa positividad a favor del medio DAB,
cuando comparado con el de Schneider (E 1). En un
segundo experimento de comparacion del DAB con el
medio de Evans, confirmamos la eficiencia del DAB,
siendo que el difasico de Evans también mostr6 similar
sensibilidad, en el aislamiento primario de Leishmania
braziliensis braziliensis (E 2). Un unico aislamiento
fué conseguido con el medio semidefinido AR-103 que
se mostro poco apropriado para el cultivo in vitro de L.
b. braziliensis (E 3).

En relacion a la precocidad de crescimiento de
los promastigotes de esa subespecie de Leishmania,
63% de los cultivos fueron positivos a las 48 horas de
inoculados. Este tiempo de positivacion fué verificado
consistentemente en las posteriores observaciones
efectuadas en los medios difasicos (DAB y Evans).
Igualmente, en el medio de Schneider, 69% de los
cultivos fueron positivos a las 48 horas de inoculados.
A los 4 dias, todos los tubos de cultivo que finalmente
resultaron positivos ya presentaban promastigotes
visibles al microscopio invertido.

Una otra observacion (E 4) mostrdo que la
adicion de 5-fluorocytosine (150 ug/ml de medio)

como antifungico no inhibio la diferenciacion y multi-
plicacionin vitro de L. b. braziliensis y L. mexicana sp.,
aisladas de 10 hamsteres infectados.

Finalmente, en otro experimento cuyo proce-
dimiento fué la biopsia y triturado del material,
realizado paralelamente al Experimento III se verifico
que el medio AR-103 fracaso totalmente, en el
aislamiento de Lbb de los 14 hamsteres infectados
(E 5). Sin embargo, la misma observacion demons-
traba que el medio DAB establecié 92% de aisla-
miento primario del parasito.

Los resultados obtenidos por la succién del
material de las lesiones con pipeta Pasteur (E 6)
demuestran que 84% de los cultivos en 19 hamsteres
fueron positivos cuando utilizado el medio DAB,
siendo que solamente 5,3% de los tubos de Schneider
fueron positivos en los mismos animales.

2) Crescimiento, en masa, de cepas seleccionados de
L. b. braziliensis.

Comprobamos la necesidad del empleo de di-
versos lotes de suero bovino fetal (Gibco, Flow,
Hyclone) en su capacidad de permitir el crecimiento in
vitro de Lbb. El suero bovino fetal del laboratorio
Steryle System Hyclone (USA), demostro los me-
jores resultados cuando complemento, los medios
liquidos de cultivo de tejidos animales TC-199 y de
células de insectos de Schneider. Promastigotes, en
densidades de 108/ml, fueron consistentemente desar-
rollados en ambos medios. La Tabla 3 muestra que los
promastigotes de cepas humanas y canina de Lbb
crecieron y multiplicaron en densidades de 108 flage-
lados por ml de medio entre los dias 5¢ y 82 de cultivo
in vitro, cuando inoculados los frascos de medio de
Schneider con 10¢ promastigotes/ml. Similares resul-
tados (no presentados) fueron documentados utili-
zando el medio TC-199 (15% S.B.F.).

Tabla 2 - Resuitados de la comparacién entre medios y procedimientos de cultivo en el aislamiento primario de
Leishmania de hamsteres experimentalmente infectados.

Meédios y Experimentos Procedimientos
Experimentos
E1) DAB x Schneider’s Aspiracion 13
E2) DAB x Evans con 19
E3) DAB x AR-103 Aguja y 1
E4) DAB x DAB Jeringa 10
E5) DAB x AR-103 Triturado

Biopsia 0
E6) DAB x Schneider’s Aspiracion con

Pipeta Pasteur 1

Resultados*
(+ )+ =)= )= )

Total (N) Positividad

% (valor p)**
* ok

4 0 2 19 89,5x 68,4 (p <0,05)
0o 2 1 22 86,4x 95.5(p~>0,05)
10 O 3 14 776x 71,1
0 O 0 10***  100,0 x 100,0
13 0 1 14 92,0x 00
15 0 3 19 890x 5.3

* Los simbolos entre paréntesis indican = (++), positividad por ambos medios; (+—), positividad por el primer medio, DAB,;
(—+), positividad por el segundo medio comparado; (——), negatividad por ambos medios comparados.
** Diferencia estadistica significativa p < 0,05. Test exacto de Fischer (Modificado por Tocher).
*** Solamente 5 de estos 10 animales estaban infectados con L. mexicana sp., el resto con L. b. braziliensis.
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Table 3 — Numero de promastigotes de Leishmania braziliensis braziliensis cultivados en el medio de Schneider

(20% de suero bovino fetal) — 23°C.

Numero Aproximado de Flagelados/100 ul de Medio

Cédigo de la Cepa Inéeulo Sto dia 6to dia 8to dia
MHOM/BR/76/LTB-0014(L) 2,17 x 106 1,52x 108 1,51 x 108 -
MHOM/BR/77/LTB-0014(R) 2,7 x 106 0,12x108 04 x108 2,18 x 108
MHOM/BR/77/LTB-0042 5,1 x 106 1,77x 108 1,89 x 108 N.H.
MHOM/BR/78/LTB-0048 3,15x 106 2,57 x 108 1,29 x 108 N.H.
MHOM/BR/78/C-25 2,7x 106 0,21x108 0,23 x 108 2,33x 108
N.H. = no hecho

— = contaminado

DISCUSION

En el transcurso de los 1ltimos 3 afos ha sido
nuestro principal interés en la investigacion de leish-
maniasis, el cultivo in vitro de Lbb como técnica
aplicada al diagndstico precoz y, consecuentemente,
al rapido aislamiento primario del parasito de pacien-
tes en las areas endémicas de Bahia, Brasil 8. El éxito
en el cultivo en masa de los promastigotes de ésta
subespecie de Leishmania, por otro lado, beneficio
directamente los estudios de identificacion taxonomica.

Un paso preliminar al amplio empleo de los
medios artificiales de cultivo, en estudios de campo, ha
sido evaluar la aplicacion de los medios difasicos y
liquidos, aparentemente promisorios, publicados en la
literatura 4 12 14 en tentativas de aislamiento de cepas,
bien caracterizadas de Lbb y L. mexicana, manteni-
das en nuestro laboratorio. Este procedimiento labo-
ratorial ya fué empleado por Werner 23, y Chavez et
alii5 y constituye ayuda valiosa sobretodo en el
estudios de las infecciones causadas por Lbb.

Analizando la metodologia descrita en otras
investigaciones comprobamos que, el procedimento de
colecta del material infectado consistié en la aspira-
¢ion de los amastigotes, empleando una aguja 27 g 13
0, por la utilizacion de una jeringa de tuberculina munida
a una aguja de n® 23 g5. Nuestro procedimiento
utilizando una jeringa de 5 mly agujan? 22g, demostro
buena eficiencia tanto en la fuerza de succion como en
1a obtencion de razonable volumen de tejidos retirados
de las lesiones. A éste dltimo detalle se adiciona la
buena sensibilidad verificada con el medio agar
sangre Difco, tal como lo recomendado por Walton et
alii22 y Shaw & Lainson 20,

Avances relativamente recientes han sido efec-
tuados en el cultivo de los promastigotes de Leish-
mania, por el uso de medios de cultivo de células de
mamiferos e insectos, complementados com suero
bovino fetall7. Algunos investigadores afirman que
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los medios liquidos son superiores a los difasicos
(basicamente de agar sangre) en el aislamiento pri-
mario de Leishmaria, tanto de pacientes como de
animales experimentales 13 14, A pesar del medio de
Evans haber demostrado eficiencia similar al DAB, el
empleo de lotes diferentes de sangre de caballo parecio
influenciar en el rendimiento de! primero. Por esa
razon resulté mas practico el empleo del DAB que
utiliza sangre de conejo desfibrinada de mas facil
obtencion en nuestro medio. Esto confirma los resul-
tados obtenidos por los investigadores de Para,
Brasil 20, Bolivia 2! y Perti !5, con cepas de L. brazi-
liensis.

Una rapida conversion in vitro para promas-
tigotes fué observada en un periodo tan corto como 48
horas de inoculado el medio DAB. Este desempeiio
fué mejor que el obtenido por Chavez et alii 5 y al
emplear el medio Senekjie. Asi, mismo, en el medio
DAB, Lbb vive tanto como 45 dias y, rutinariamente,
es posible subcultivar el parasito cada 25 dias. Esto
ultimo contrasta con el comportamiento del parasito
en el medio de Schneider en el cual al pico de
crecimiento es alcanzado rapidamente en la primeira
semana de cultivo ““in vitro”, después del cual los
parasitos mueren entre el 129 y 15¢ dia.

Por otro lado medios que son eficientes en el
aislamiento de Leishmania puedem no ser igualmente
apropriados para el cultivo en gran escala de los
organismos y vice-versa 10, Las cepas padron de Lbb
estudiadas demonstraron consistente crecimiento y
multiplicacion “‘in vitro” en los medios liquidos de
TC-199 y de Schneider. Fué posible, de esta manera
cultivar esos parasitos en cantidad suficiente de
células para la realizacion de estudios de taxonomia
bioquimica 3. Estos hallazgos amplian las observacio-
nes verificadas con otras especies de Leishmania 14,
confirmando las ventajas obvias del uso de medios
liquidos transparentes.
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SUMMARY

We have compared different media and iso-
lation procedures to cultivate Leishmania braziliensis
braziliensis from hamster tissues. We find that aspira-
tion of the lesion using a 22 g needle and a five m!
syringe gives satisfactory results, and is a convenient
sampling method. Difco Blood agar is an efficient
medium for isolation. Evans medium gave equal
results while Schneider’s and AR-103 medium were
inferior. In Schneider’s medium flagellate growth
achieved 0.21 — 2.57 x 108 promastigotes/ml by the
fifth day. 5-fluorocytosine added to the cultures to
avoid fungal contamination does not inhibit the
growth of L. b. brasiliensis.

Key words: Leishmania braziliensis braziliensis.
Culture in vitro.
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