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RESUMEN

En Guatemala hay leishmaniasis cutdnea provocada po+r ce-—

pas de Leisbmania mexicana y L. braziliensis. El aislamiento

de las cepas en hamsters vy su mantenimiento en medios de&

cultivo es importante para el diagndstico de la enfermedad.

Se trabajd con once cepas de L. braziliensis y nueve ce-
pas de L. mexicana aisladas de pacientes guatemaltecos e ino-
culadas en hamsters.

Se compararon dos m€todos de extraccidn de la muestra a
partir de la lesidn de la pata del hémster: aspirado versus
biopsia. Ambos resultaron igualmente efectivos para el ais-—
lamiento de las cepas en medio de Evans. La positividad para
biopsia fue 417 y para aspirade 6&4%. El1 m&todo de toma de
muestra no afecta el crecimiento posterior de los organis-
mos en los medios de cultivo.

Adicionaimente, se hicieron curvas de crecimiento de las
dos especies de Leishmania cultivadas, en medios de Evans
enriquecidos con sangre, y con medico de Schneider + suero
bovino fetal como fase 1iquida, contando la concentracidn
diaria de pardsitos con un hemocitdmetro. Esto se hizo con el
prop65ito de verificar si se puede sustituir sangre defibri—
nada de conejo por la sangre de caballo defibrinada e inacti-
vada que se ha recomendado (Evans 1%978) para enriquecer

ix



los medios de cultivo. l.as curwvag

ron con base en rapidez de crecimilento

Vi
{rnimero de

de crecimiento se compara-

r'd
dlas para

llegar a 10* promastigotes/ml vy ndmero de difas para alcanzar

el mdximo); crecimiento mdximo (concentracidn mdxima en pro-

mastigotes/ml}; y durabilidad del

el medio se mantuvo sobre 10 promastigotes/ml}).

. _ . 7
medio (ndmeroc

de dias que

lLeishmania braziliensis fue mas dilfffcil de aislar, y presentd

un crecimiento mds lento y duraderfo gue L.

Sin embargo, ambos tuvieron valoregs miximos
res de 10° promastigotes/ml). L as
sangre de conejo presentaron un pgorcentaje de

vos estadisticamente mayar (p<0.0B5)

sangre de caballo, en el caso de L]

+

si Nno se toma en cuenta la especip de Leishmania.
- - S
con sangre de conejo tambien llegafpFon a un

(p<0.03). Por esto se considerp

defibrinada puede sustituir a la

inactivada, en el medio de cultipo.

braziliensis,

caballo

mexjcana (p<0.05).

similares {mayo-
medios enriquecidos con
mediops positi-

que los enriquecidos con

pero igual

Los medios

pico m&ximo mayor
la sangre de coneljo
defibrinada e

v -
Asimismo se encontraron

diferencias en rendimiento de cohcentrariones miximas entre

conejos donadores de sangre (p

a:eptables.

K0.05), siempre

en rangos



I. INTRODUCCION

Este trabajo tiene como principales objetivos comparar
' . -
dos tecnicas para obtener muestras de lesiones de hamsters

inoculados con Leishtmania, vy la comparacidn del efecto de dos

tipos de sangre animal en la preparacidn de los medios de

cultivo.

A, Leishmaniasis:

. . . . Id
La leishmaniasis humana comprende un conjuntc heteroge-

neo de enfermedades. Se distinguen tres formas mayores:
teishmaniasis cutdnea, mucosa y visceral. La visceral es

potencialmente fatal. Estas enfermedades son causadas por

varias especies del protozoo parﬁsito Leishmania, Y son

transmitidas por las hembras de las moscas de arena, prin-

cipalmente de los géneros Phlebotomus, y Lutzomyia, gque pican

a la persona para alimentarse de su sangre (Kern 1981).

B. Clasificacibn de Leishmania:

Segun la clasificacion de Levine et al. (1980), los or-—

ganismos del género Leishmania pertenecen a: Reino Protistaj

Subreino Protozova; Filo Sarcomastigophora; Subfilo Mastigo-—

phora; Clase Zoomastigophorea; Orden Kinetoplastidaj; Suborden




M

Trypanasomatina; Familia Trypanoso

1903.

C. Ciclo vital:

. Id
Los organismos del genero Le

mas distintas: un promastigote fla

amastigote sin

es un-pardsite intracelular ocbliga

El

tiocitos. se multip

pardsito
bimaria hasta que causa la ruptura

tos, entonces, pueden ser fagocita

ser ingeridos por un vector gue pi
secto, los pardsitos pasan a su fo
gote, y se multiplican otra vez rd
Los paFésitDs flagelados mig

ria.

tor, y eventualmente pueden ser

cuando el insecto toma otra inges
verse en la Figura 1, entonces el

{Pearson 1984).

D. Reservorios:
Esta enfermedad es comdn|
Squamata, Suborden Sauria (lagarti

De estos Jltimos la sufren egpeci

pero también se ha visto en edenta

filagelo en el huésped mam{fero.

matidae; I.eishmania Ross

ishmania presentan dos for-

Yy oun

éelado en el vector,
El amastigote
Ho de los macrdfagos e his-
lica rdpidamente por fisidn
del macrdfago. Los pardsi-
Hos por otros macrdfagos, o
-a a la perscna. En el in-
-ma flagelada, el promasti-
hidamente por fisidnm bina-
la proboscis del vec-—

Fan a

inoculados a otra persona

ka de sangre. Como puede

Ficlo empieza de nuevo

entre reptiles del Orden

jas), vy entre mamiferos.

hlmente cdnidos y roedores,

Hios, marsupiales,




\ _ veetor
! Musca at arena

L : Macrofago
)\/}-) Promastigoie
&

Reservorio
animal

ILospude ro
Humeand

Figura 1. Ciclo vital de' Leishmania. A, En el hospedero mami-

tero. B, en el vector. (Pearson 1984)




procignidos y primates, incluyendo
ped accidental al entrar a selvas )
{(Zuckerman vy Lainson 1977}, PO

constituye una zoonosis.

E. Vector:

Eal hombre, que es un huds—
, demds dreas enddmicas

- 1o que la enfermedad

El vector de la leishmaniasi$ es la comfnmente 1lamada

"mosca de arena”, que es un dipte

corto. Solamente las hembras pical

ro con rango de vuelo muy

h, Y la sangre que ingieren

. . . 7 . .
la utilizan en la produccidn de huevos. Viven aproximadamente

unas dos semanas y se alimentan
veces durante su vida. Para infec
.
cerca de 1la lesion, pues los macr
en los tejidos cercanos.
Se han reportado numerosas e
que transmiten la ITeistmaniasis,

géneros: la mayorfa son  Phlebq

 de sangre unas dos o tres
tarse, la mosce debe picar

ffagos infectados se quedan

Epecies de moscas de arena
v que pertenecen a cuatro

btomus en el viejo Mundo

{Zuckerman v Lainson 1%77; Ash y |
19813 Katz et al. 19B2; Pearsan 198
Mundo (Los anteriores y Evans et .
1983 ; Cuba Cuba et al. 19833 Travi

reportadb Psychodopygus (Zuckermai

Drihel 19803 Markell y Voge
B4 ) y Lutzogmyia en el Nuevo
L1, 1984; Low—a-chee et al.
.1987); perao también se han
h y Lainson 19773 Markell vy

jentomyia (Kern 1981)}.

Voge 19813 Katz et al. 1982) y Ser




F. Complejos Taxondmicos:

En los inicios de la investigacidn de 1a leishmaniasis,
se distingufan solamente tres especies con base en los cri-
terios clinicos de la enfermedad: Si era visceral, cutdnea o
mUucosa. Dado gque se presenta todo un espectro de enfermeda-
des, se fueron subdividiendo en mds especies, y aparecieron
nomenclaturas mis complicadas, en especial para las leishma=-
nias sudamericanas, que estdn en un rdpido proceso de espe-
ciaciédn (Zuckerman y Lainson 1977).

Con el tiempo han surgido nuevos criterios en la taxo-
nomfa de las leishmanias. Hoy en dia se han utilizado una
combinacidn de las caracteristicas de los pardsitos, como la
morfologfa, comportamiento en los huespedes vertebrado e in-
vertebrado, crecimientc 'in vitro’ en medios de cultive stdn-
dard, y datos Serolégicos y epidemioldgicos. También pueden
mencionarse pruebas de densidad buoyante del DNA del cineto-
plasto, andlisis de iscenzimas, composicidn antigénica de los
amastigotes y promastigotes, y los metabolitos excretados por
los pardsitos (Zuckerman vy Lainson 1977)

En la actualidad, se han distinguido cuatro grupos taxo-
némicos, o complejos con sus subespecies, causantes de la
leishmaniasis humana:

Complejo Leishmania donovani Ross 1903 (leish. visceral)

L. tropica Wright 1903 (cutdnea del Viejo Munde)

L. mexicana Biagi 1953 (cutdnea del Nuevo Mundo)
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L. braziliensis Vianna 19

Nuevo Mundd

G. Leishmaniasis en el Nuevpg Mundo
En este trabajo sélo se estud

. N - I
braziliensis, por lo que de aqui e

hablard de estos dos complejos.

la distribucién de la leishmanias

do. En ella puede verse que del cof

amazonensis es la subespecie mds

distribucidn (Grimaldi et al. 1987

braziliensis, L. b.

frecuencia y distribucidn, causand

mucosa (Grimaldi et al. 1987).

En e1 VIII Congreso Latinoam

en 1987, R. A. Cedillos reportd que ha habido un

¢ . -
del ndmero de casos de leishmania

do a la ampliacién de la frontera

dades en la selva. Sin embargo e
el ndmero exacto de cas0OS porgue €
sistema de diagndstico Y notific
toda Latinoamérica se notificaron
16,374 en 1983 y 16,181 casos en 1
de leishmaniasis cutdnea o mucosa

mil lones de casos de leishmaniasis

Es

|1 {(cuténea y mucosa del

h) . {Neva 1982)
Hiaron L. mexicana vy L.

h adelante solamente se

h la Figura 2 puede verse

e cutdnea en el Nuevo Mun-—

nplejo L. mexicana, L. m

frecuente, y de mds amplia

. Del complejo L.

braziliensis s la subespecie con mayor

h leishmaniasis cutdnea vy

- - -
bricano de Parasitologia,
incremento

bis cutdnea y mucosa, debi-

rd - -
agricola, vy otras activi-

hfatizd en que se desconoce

¢ '
h la mayorla de paises el

bcidn es muy deficiente. En

11,429 casos en 1982,

284, Un B0Y de casos fueron

Kern (1981) reporta 12

humana en el mundo.
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2. Distribucién geografica de la leishmaniasis cutdnea
en el Nuevo Mundo (Grimaldi et al. 1987). La infor-

macidn para Guatemala se completd de acuerde a otra

fuente (Kelley et al. 1987}).
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s
H. tdlcera:

.
Formscion d

Despuds de la picadura de la mpsca de

inocula promastigotes a la piel, 1

dos por los macréfagos, donde proli

tran en el endotelio de los capila

7 . -
sanguineos del drea. Los linfocitg

activan a los macrb6fagos, que lisan

una reaccidn granulomatosa vy pue

monocitos, linfocitos vy células pla

citos polimorfonucleares donde

et al. 1982}). Primerc se forma un

salen nodulos satélites, que se ul

dafian el suministro de sangre en el

Voge 19813 Neva 1982). También se h

resulta de la rapida lisis de los' m

nado la posibilidad de

ha comprobado su existencia (Katz e

4
pueden ser humedas (con un exudado

- e . )
ser Gnicas o miltiples. Al parecer

de la enfermedad depende no sdlo d
sino también de la historia inmun
como de sus caracteristicas genet
eso que se da un espectro de

Lainson 1977; Pearson 1984). Exist

l1dgica de ta leishmaniasis cutdnea

hay

que existal

arena, en la que

bs pardsitos son fagocita-

feran. Tambidn se encuen-—

Fes vy otros pequenhos vasos
E se sensibilizan vy

a los amastigotes. Se da

Hen haber acumulaciones de

mé&ticas, asf{ como leuco-

necrosis de tejidos (Katz

nddulo localizado, luego

I -
reran cuando los parasitos

area afectada (Markell vy

2 propuestac que la Glcera

hcrdfagos, y se ha mencio—

una toxina, pero nunca se

t al. 1982). Las lesiones

También pueden

)y

0 secas.
, la manifestacidn clinica

b la especie del parédsito,

bldgica del paciente asi
icas y metabdlicas. Es por
bnfermedades (Zuckerman v
kb una clasificacidn histo-

(Ridley 1980) que es




compatible con - -todo el rango de enfermedades.

I. Espectro de enfermedades:

La lesidn cutdnea m&s comdn se cura por si misma, cuando
la inmunidad del paciente se incrementa con el tiempo. Las
infecciones secundarias pueden complicar la curacidn. Sin
embargo, hay casos en que la lesidn no se cura esponténea*
mente. Hay dos polos en el espectro de la respuesta  inmune:s
ta anergia vy la bhipersensibilidad. E1 paciente andrgico es
incapaz de responder a la infeccidn. Ahora se sabe que es por
la supresidn de la respuesta de los linfocitos T (Castes
1987; Kern 1981). Los paré%itos, entonces, pueden proliferar
indefinidamente, formando numerosas lesiones, que cubren una
gran 4drea del cuerpo. Esta 'es la caracteristica de la leish-—
maniasis cutdnea difusa (LCD) (Markell y Voge 1981). El pa-
ciente bhipersensible tiene una respuesta celular y humoral
bastante efectiva, pero no puede eliminar a los pardsitos por
completo, as{ que la lesidn central se cura, pero los bordes
de la misma siguen activos, o se forman lesiones periféricas
activas. Esta es la forma recidiva o lupocide (Markell y Voge
1981).

En la leisbmaniasis mucosa, la lesidn cutdnea inicial se
cura, perc meses o afos despues aparecen lesiones fuertemente
desfigurativas y destructivas en las membranas mucosas. En

. - ’ -
ocasiones no hay lesién cutidnea previa a la mucosa (Pearson
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1984).

ta leishmaniasis puede confyndirse con esporotricosis,

blastomicosis, sifilis, lepra, tuberculosis cutdnea, y lupus

vulgaris {(Pearson 1984).

J. Leishmania mexicana mexicana Bilagi 1933:

tos reservorios naturales que se han reportado son roe-

dores selvdticos como Gtotylomys phylleotis, Heteromys

desmarestiamus, Nyctomys sumichrasti vy Sigmodon hispidus.

La lesidn es mds frecuente en la cpla (Zuckerman y Lainson

1977). El vector natural reportadp ha sido Lutzomyia olmeca

olmeca {(Evans et al. 1984;. En

general, en el complejo L.

mexicana, los promastigotes se degparrollan en el intestino

medio v anterior, nunca en el posfterior (Zuckerman y Lainson

1977} .

Las enfermedades que causa soh conocidas comc la "dlcera

del chiclerc"” vy "dlcera de la bahia". Hay una sola lesidn o

urn nimero limitado de ellas, con d
jido del pabelldn de la oreja, en
man y Lainson 1977; Markell v Vo
mucosa, y son rargs los casos de |

Es ampliamente'aceptado gque L.
abundantemente en los medios de ¢
los pardsitos se reproducen rapidas

4 -
tomas llenos de parasitos, con una

bstruccidn frecuente del te-
el 407 de los casos (Zucker
je 1981). No hay expresidn
. CD (Katz et al. 1982).
mexicana crece fdcil Y
rultivo. En los hamsters,
hente para formar histioci-

. O’
reacclion celular pobre. La
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metdstasis hacia las demds extremidades es comin (Zuckerman Y
Lainson 1977). Morfoldgicamente, los amastigotes de L.
mexicana se pueden diferenciar de los del complejo L.
braziliensis, porque los primeros son mds grandes, y muestran
diferencias en la forma y disposicidn del cinetoplastao y ni-—

cleo, y son m&s vacuolados (Zuckerman y Lainson 1977).

K. L. braziliensis braziliensis Vianna 1%911:

Los reservorios naturales que se han reportado son
Orvzomys concolor, 0. capito laticeps, 0. nigripes, Akodon

arviculoides, Proechimys gquyanensis vy PpPerros (Zuckerman vy

Lainson 19773 Cuba Cuba 1983).

Los vectores repartados para L.b. braziliensis han sido

Psychodopygqus wellcomei, Lutzomyia pessoai, Lu. intermedius,

Lu. ylephiletor, Ps. amazonensis vy Ps. paraensis (Zuckerman

y Lainsan 1977}.

La enfermedad que causa consiste en lesiones dnicas o
poco numergsas que pueden ser extensas, de larga duracidn y
desfigurantes. La metastasis de los parésitos de la lesidn
primaria a las mucasas es comin, y se desarrolla la leishma-
niasis chosa o espundia, adn afos despu€s de haber desapare-
cido la primera lesién. El proceso empieia por lo general en
el septo nasal y eventualmente lo perfora. Los primeros sin-
tomas suelen ser epistaxié nasal vy obstruccidn. Luego colapsa

la punta de la nariz. También, se puede perforar la piel de
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la nariz o el paladar suave. El lbbioc superior y la lengua,
asi como la mucosa bucal, faringeal vy laringea pueden des-
truirse, en ese orden. Tambig€n, Ee ha reportado dafo en la
traguea y en la mucosa genital (Peafson 1984). En consecuen-—

cia, puede

Numerosos autores han sefalado

haber pé}dida de la voz

t]
y muerte por infecciones bacterianaL

. . . .
respiracion dificultosa,
. ’
secundarias o pulmonia.

que es extremadamente di-

f{cil cultivar L. b. braziliensis'lin vitro} que crece en nd-
meros menores gque L. mexicana, 0 simplemente no crece
(Zuckerman vy Lainson 1977; Waltpn et al. 1977; Marinkelle
19813 Chaves et al. 19825 FPearson 1984; Cuba Cuba et al.
1984b) . En el hdmster, 1los parBsitos de L. braziliensis
crecen relativamente despacio en | la piel, produciendo un
nddulo pequefo, nunca como el Qran histiocitoma de L.

mexicana (Zuckerman y Lainson 1977

L. M&todas de diagndstico:

Existen varias formas de
y los
adn no hay unag

es el mis adecuado.

tisfactorio.

[ 4 - - -
a) Examen clinico: no es suficiente, pues
con otras enfermedades.
b) Exdmenes microscdpicos: Se trata de ver

sea en

) I's .
cientificos adn no han llegado a un

)18

diaghosticar la leishmaniasis,

acuerdo sobre cudl

completamente sa-—

que sea

puede confundirse

los parasitos vya

- . s - . . .
cecciones histologicas tlefidas con hematoxilina-




c)

d)

e)

13

eosina, o con frotes o improntas de muestras de la lesidn,
tefiidas con colorante de Wright o Giemsa (Neva 1982;
Arana, F.A. et al. 19B7). La desventaja de este examen
microscdpico, es que las lesiones muchas veces tienen muy
pocos amastigotes, y es diffcil hacer el diagndstico.
Cuitivo: Los promastigotes se pueden ver en medios de cul-

tivo, a partir de muestras que contienen amastigotes. Los

diferentes medios se enumeraran mds adelante. También, se
han hecho cultivos de macrdfagos 'in vitro’, en los que se
cultivan amastigotes (Kern 19Bl). Otros han hecho cultivos

en la bolsa de yema de huevos de gallina embricnados. l.a
desventaja de los medios de cultivo es que son complejos vy
caros, ¥ hay mucha contaminacién.

Inoculacidn de animales: Distintos tipos de muestras
pueden inocularse en animales de laboratorio para ver el
desarrollo de lesiones en ellos. Este método puede ser
bastante tardado, porque las lesiones se manifiestan se-—
manas o meses despues. Se usan varios animales como ra-
tas, ratones, hamsters, cuyos y primates no humanos de
por lo menos nueve géneros {(il.ujan 1987). Entre los ratones
se ha encontrado una susceptibilidad vy patrén de enferme—
dad distinteo segdn el tipo de raton (Kern 1981;‘Hi11 et
al. 1982). t.a leishmaniasis en el hdmster se describird en
detalle mds adelante.

Examen de hipersensibilidad atrasada (Prueba de
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1)

M.

muestra de la lesidn para hacerle \

Montenegro):
Este examen consiste en

- 7 -
suspension de promastigotes de

nol. Unea induracidén a las 48 hor

tro o
rias desventajas,
iniciales de

dlcera ya se ha desarrollado, o

endémicas, un gran seg

En adreas
positiva, por lo que con
qui€n esta padeciendo en
otro lado, los pacientes anérgic
resul tado negativo {(Katz et al.
También, se han reportado una ¢
Fijacidn de complemento, hemagly
de anticuerpos
pruebas de difusidn en gel, serg
dos, ELISA,
mente satisfactoria (Zuckerman \y
1982; Ney

Voge 1981; Katz et al.

Métodos de extraccidn de la

Comc se menciond,

mds, se considera positivya.

esta pfueba es

ese momento de

inyeéctar intradeérmicamente una

Leishmania muertos con fe—

as, de 5—10 mm. de didme-

Este examen tiene va-—

porque es negativo durante las etapas

la infeccidn, y s vuelve positivo cuando la

cuando ésta ya se curd.
imento de la poblacidn es

dificil saber

1z enfermedad. Por
os, con LCD, dan un
1982).
lerie de serodiagndsticos:

jtinacidn indirecta, examen

fluorescentes, grafilaxis pasiva cutdnea,

btipos de factores excreta-—

y otras pruebas, peéro ninguna ha sido total-

¥ Lainson 1977; Markell y

a 1982).

muegtra:
muchas vecjs es necesario extraer una

in andlisis microscdpico,

inpcular medios de cultivo, o animgles de laboratorio.
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La toma de la muestra de la lesion se puede hacer en va-
rias formas: tomando un aspirado de la lesidn con una jeringa
hipodérmica que contiene solucidn salina, tomando una biopsia
de los bordes de la lesidn, haciendo un raspado con bisturf,
U haciendo primerc un corte en la lesidn y luego un raspado
de la misma {(Katz et al. 1982; Neva 1982; Pearson 1%84}. Hay
quienes afilan la punta de un fé%foro, la insertan en la
lesidn y sacan wuna porcidn del tejido para hacer frotes
(Urjel et al. 1983). Hay otros gue usan una brocha de dentis-—
ta de las de hacer tratamiento de canales, O capilares para
sacar la muestra (Evans et al. 1984; Arana,B. et al. 1987).

Existen varios estudios que hacen una comparacidn de mé-
todos, y sus resultados pueden verse en el Cuadro 1. Adicio-
nalmente, hay autores (Markell y VYoge 1%81; Neva 1982} que
dan su Dpinién sobre cada método, aunque no presentan sus re-

sultados.

N. Medios de cultivo:

Los organismos causantes de la leishmaniasis se han cul-—
tivado principalmente en medios de cultivo difé%icos, es
decir, que contienen tanto una fase sdlida como una lfquida.
Sin embargo, tambidn se han usado medios liquidos y semisdli-—
dos, monofdsicos (Mansour et al. 1973; Berens et al.l1976; Ray
y Ghose 1980; Al-Khaleeb y Al-Azawi 1981).

El medio difdsico mds utilizado es el NNN (por los
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Cuadro 1

Resul tados de estudios de compar;cionea de métodos de diag-
ndstico de leishmaniasis cutdnea y/o mucosa en humanos.

REFERENCIA METODO DE DIAGNOSTICO % DE PO- ESPECIE
SITIVIDAD ESTUDIADA

Cuba Cuba Impronta de biopsial 389.2 L.b.b
et al. Histalogfa de biopsia 25.2
i984b Cultivo de aspirados
vy biopsiag 18.8
Himster 39.2
Weigle Histologia 14.1 L.b.p
et al. Impronta de biopsia 18.7
1987 Raspado 22.3
Cultivo de aspirado 57.6
Cultivo de biopsia | 49 .4
Hamster inoculado con
aspirado 38.3
Hamster inoculado cgn
material de la biofgsia 52.4
Hendricks Cultivo de aspirado
et al. a partir de lesioneg &7 .0
1979 comn menos de un mes |de

duracidn

Grimaldi Biopsia——-yhamster iy

et al. Z_Eizzu__}biopsia__a 0.0 L.b.b

1984 cultive (10-15 dfas)

Arana, B. Frote de raspado 53.7

et al. Cultivo de raspado

1987 con brocha de dentista &2.0 L.b.b
Cultivo de aspirado |del Y

borde de la lesidn 55.0 L.m.m

Culvivo de biopsia 48.0

L.b.b { eishmania braziliensis braziliensis

L.b.p = L.b. papamensis

L.m.m = Leishmania mexicana mexicgna
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nombres de 1los que 1o desarrollaron: Novy, Nicolle y Mac
Neal). Este medio es esencialmente un agar sangre inclina-—
do, al gque se le ha incorporado peptona, extracto de res, vy
de 10-30% de sangre de coneja o caballo defibrinada. La parte
l{guida es solucidn de Locke, solucidn salina, lfquido de
condensacidn, o un medio de cultivo de tejidos. Sin embar-
go, a este medio bdsico se le han hecho miltiples modifica—
ciones (Neva 19823 Marin et al. 1982). Actualmente, se sabe

que los factaores esenciales de crecimiento de Leishmania son:

Una fuente de energia como la glucosa, una fuente de aminoa-
cidos como la peptona, un estabilizador de la presidn osmdti-
ca como el NaCl, la colina del extracto de res vy la hemina de
la sangre, vya sea entera defibrinada o hemolizada (Chaudhuri
et al. 1982).

tos medios l{quidos omiten el agar, y frecuentemente
usan sangre hemolizada, as{ como suero bovino fetal. Algunos
medios de cultivo de insectos, como el de Schneider, se han
usado can buenas resultados (Neva 1982). Algunos de los me-—
dios semisdlidos y sdlidos que se han utilizado, presentan la
variante de que se han sembrado en placas petri en lugar de
tubos de ensayo, usando técnicas microbioldgicas para sem—
brarlos. Varios investigadores han tenido €xito para culti~-
var colonias de L. donovani y L. tropica en tales medios
(Keppel y Janovy 1980; Iovannisci y Ullman 1983; Hill et al.

1983; Hill 1983;.
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Se han hecho estudios compara

(Walton

et

al. 1977;

Lainson 19813 Chaves et

Srivastav

al. 1982;

adn no existe un acuerdo sobre el

problema se debe a que

definidos.

sdlo unos

muy pocos

cuantos i

medios definidos (Steiger y Steige

Nnisci y Uliman 1983).

0. Sangre:

La sangre es un

tivo,

et al.

ingrediente

Livos de medios de cultivo
£ v Srivastava 1980; Shaw vy
Maéin et al. 1982), pero
mejor medio. Gran parte del
medios estdn quimicamente
nhvestigadores han reportado

- 197463 Melo 1981; TIovan-—

esencial del medio de cul-

para lograr el crecimiento dge los organismos. Chaudhuri

{1982), descubr

ieron que

componentes de la sangre, la que s

protozoos.

#s la hemina, de todos los

jrve de nutriente a los

ta hemina es la hemoglobina que ha side calentada

. /"f . -
con acido acetico y cloruro de s¢dio, por leo gque el-l1on Cl1—

se une al hierroc de la

4
nombre generico es

P
porcion h

¢é¢m de 1la hemoglobina. Su

clorhemina o ferricloruro de acido 1,3,5,

B-tetrametil-2,4~divinil-porfirinaté,7-dipropiénico. Sin em—

bargo,

la

hemoglobina varf{a

comprobar al ver los c

la oxihemoglobina

ristales de

segdnp la especie, como se puede

hemogliobina. Por ejemplo,

humana forma cristales tetragonales, mien-—

tras que la de caballo los forma orntorrdmbiceos si ha sido ci-

trada,

Y

monocifnicos

51 ha si

do oxalada (Windheolz 1976).

Aln, dentro de la especie humana, May muchos tipos de
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hemoglobina, por la variacidn de unos pocos aminodcidos. Esta
variacidn se da independiente del tipo sangufineo, que depende
de la cubierta protéica del glébulo rojo, por lo que dos per-
sonas con el mismo tipo sangufneo pueden tener distinto tipo
de hemoglobina. Por otro lado, si la sangre es entera, exis-—
ten muchos factores m&s que varian, por lo que la sangre en-—
tre una especie y otra es muy distinta (Comunicacifén personal
con el Dr. J. Callei.

En los medios de cultivo para Leishmania que llevan san-—
gre, lo mds comfn ha sido usar sangre de conejo, aunque se ha
reportado sangre de caballo (Evans 1978; Evans et al. 198B4),
de oveja (Walton et al. 1977e), de cuyo, vy de humano
(Chaudhuri et al. 1982).

El tratamiento aplicado a la sangre también es motivo de
polémica. La mayorfé de investigadores usa la sangre entera
defibrinada, aungue hay otros que la prefieren hemolizada
(e.g. Mansour et al. 1973). Hay otros que también la inac-
tivan (Evans 1978; Franke et a1.1§85). Se han hecho compa-—
raciones entre sangre fresca Yy una vendida comercialmente
(Hill et al. 1982) y entre hemina fresca vy una comercial
(Chaudburi et al. 1982).

Por (ltimo, tambidén ée ha discutido la concentracidn ne-
cesaria de sangre en el medio. Se han reportado concentracio-
nes entre 10 y 30%4. Mansour et al. (1973) propusieron una

concentracidn de 30% de sangre de conejo defibrinada en medio
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bifdsico NNN, para el aislamiento

Leishmania, y de sdlo 10%Z para el n
tablecidas despuds del tercer pase.

. .
te confirméd esta recomendacidn.

hubo dif

(1980) reportaron qgue no

un agar enrigquecida con un 10 & 15%
et al. (1985)

brinada. Cuba Cuba

miento en el 15% de sangre para man

lamiento.

P.

primario de las cepas de
antenimiento de cepas es—

Neva (1982) posteriormen—

Srivastava vy Srivastava

erencia de rendimiento, en
de sangre de conejo defi-—

reportaron un buen rendi-

tenimiento y 30% para ais-—

sters:

Crecimiento de Leishmania en han

El hamster dorado, Mesocrid

ha sido muy

etus auratus,

utilizado para el crecimiento de LU

eishmania, a8 partir de las

lesiones de pacientes p animales si

rd - . - -
anergico a la leishmaniasis, Y per]

enfermedad, que por lo gemneral es f

(Zuckerman y Lainson 19773 Markell

Kern(1981) reporta que las lesi

hamsters por L. enrietti muchas vec
Como se menciond anteriormente)

teristicas de las lesiones de L. b

lvestres. Es relativamente

mite el desarrollo de la

atal para el hdmster

y Voge 1981). Sin embargo,

ones provocadas en los

s se curan por si solas.

, en el hd&mster las carac-

raziliensis v L. mexicana

son distintas. En un estudio (Wilso

nes no fueron distinguibles durant
de crecimiento posteriores a una i

10 promastiqotes de cada especie.

n et al. 197%9), las lesio-—

e los primeros 21-28 dfas

. - L .
hoculacidn intradermica de

Despuds de este perfodo,
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las lesiones de L. mexicana se ponfan redondeadas, mds eri-—
trematosas, y eventualmente se ponian tdrgidas, con la piel
estirada y lustrosa. Entre los dias 56—90 ambas lesiones con-
sist{an de c€lulas histiocfticas, aunque habfan focos de lin-
focitos, c&lulas plasmdticas y leucocitos polimorfonucleares.
En.g. mexicana, la mayorfa de histiocitos contenfan numerosos

amastigotes en vacuolas grandes. En L.b.braziliensis, 1a ma-—

yoria de histiocitos no contenfan pardsitos, y los que sf{ es—
taban infectados, también eran vacuolados. La rapidez de cre-
cimiento y el tamafo de la lesidn fue similar para ambas es-—
pecies durante los primeros 21-28 dias. S5in embargo, L.b.

braziliensis presentd una regresion despuds del dfa 42. Esta

regresidn durd 14 dias. Posteriormente, las lesiones mostra-
ron un crecimiento lento. En L. mexicana, el tamano de la le-—
sidn aumentd de tamafio exponencialmente, por lo menos durante
2 meses, llegando a tener unos 2 cm de area de lTesidn.

Tamhien, se cree que sdlo en L. mexicana hay nddulos vy
metistasis a las extremidades, cola, testfculos, orejas vy
nariz (Zuckerman vy Lainson 1977; Cuba Cuba et al. 1984a),
pero nunca una metdstasis subcutdnea.

Loz lugares de inoculacion de las leishmanias pueden ser
nariz, orejas, patas y flancos. La inoculacidh puede hacerse
intradermica o subcutdnea. La intradérmica ha demostrado
producir lesiones cinco veces mas rapido que la subcutinea

(Wilson et al. 1979). La concentracidn del indculo es
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directamente proporcional a la rapi

.
lesion.

Q. Tratamiento:

dez del desarrocllo de la

I'é -
Entre las personas afectadas es comun automedicarse

antes de buscar tratamiento, vy s

ajo en polvo, jugo de limdn caliente, Lysol,

zas de arboles (Low—a—-chee et al. 1
cuadro con necrosis e infeccliones s

El tratamiento mas utilizado
antimonios, de los cuales los penta
y el Glucantime parecen ser los mds
para el paciente. Las dosis report
mientos suelen durar entre 1Q y 15
otras

do diamidinas aromdticas vy

berberina, asimismo antibidticos co
pamficina y Monomicina.

Recientemente, se han ensavad
drogas, como la aglicacién del calo
(Rables 1987)
pardsitos. Ambos m&étodos han dado
nalmente, hay estudios para la pos

terapia vy vacunac ign (Castes 1987).

aplican &cido de bateria,
y varias corte-—
783). Estoc solo empecra el
Fcundarias.

es la quimioterapia, con
valentes como el Pentostam
efectivos y menos toxicos
bdas varfan, y los trata-

Hias. Tambign, se han usa-—
Hrogas como el cloruro de
mo la Anfotericina B, Ri-

b otros tratamientos sin

o del frfo

-

{Navin 1987)

directamente sobre lh lesidn, para matar a los

buenos resul tados. Adicio-

- .’ -
ible aplicacion de inmuno-—

Control o prevencion de la enfermedéd:

Algunas formas de la leishmanigsis zoondtica pueden
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controlarse si, tanto el reservorio como el vector, pueden‘
encontrarse fdcilmente y si las condiciones permiten su con-—
trol. Sin embargo, en las selvas de Centro y Sur América, es-
to no se puede hacer. Los insecticidas no son recomendables
desde el punto de vista econdmico y ecoldgico, y el habitat
de animales salvajes infectados no se puede destruir. La va-
cunacidn podr{a llegar a ser una solucidn, unido a un trata-
miento barato y eficaz a los pacientes. Las moscas de arena
son mas abundantes al amanecer vy al atardecer. Se podr{é
cambiar los horarios de trabajo para evitar estar expuesto a
las horas en que pican las moscas (Zuckerman y Lainson 19773

Katz et al. 1982).

R. Leishmaniasis en Guatemala:

En Guatemala, la mayorfa de casos de leishmaniasis son
mcutéheos, aunque también se han dado casos de leishmaniasis
mucosa y visceral (Torres vy Figueroa 1987; Torres 1986;
Cedillos 1987). Aparentemente, la leishmaniasis cutdnea se
conoce en Guatemala desde el tiempo de los mayas (Torres vy

Figuerca 1987).

El primero en estudiar la leishmaniasis cuténea (dlcera
del chiclero) en BGuatemala fue el Dr. E. Padilla en 1928,
quien tambidén la reportd en muchos perros del departamento de
El Petdn (Torres y Figueroa 1987). E!l primer caso confirmado

de leishmaniasis visceral lo reportaron en 1949 los Dres. M.A
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Cabrera vy R. de Ledh, en el depart
segunda casa lo report6 en 1958 el

En 1959, los q

mismo departamento.
el drea endémica de El1 Progresa (71
total son seis los casos reportadd

en Guatemala hasta 1984: cinco en

El Progreso,

los enfermos han sido ninos n

1984y .

rd
cutanea

La g

leistmaniasis

Guatemala. E1 ndmero de reportes

Enfermedades Parasitarias de la Di

cios de Salud ha aumentado notori

({Torres 1984). E1 99% de los casos

tamento de El1 Petén, y el resto

tre Playa Grande, E1 Quiché, Escui

Solold (Torres 198463 Torres y Figu

La enfermedad afecta a grup

a la seiva, a chicleros, v a los m

entrenamientos vy operaciones en la
En el

Medical Entomology Res

temaia (MERTUG) yv en el Walter Ree

y uno en el departamgnto de Santa Rosa.

amento de El Progreso. El

Br. L.N. Figueroa, en el

iismos doctores describieron

orres y Figueroa 1987}). En

s de leisbhmaniasis visceral

el valle del Rfo Motagua,

Todos
enores de dos anas (Torres
s mucho m&s frecuente en

de casos al Departamento de
reccién General de Servi-
amente en la dltima decada
{ reportadas son del Depar-—
e ?asos se distribuyen en-—
nhtla, Cobén, Alta Verapaz vy
Broa 1987).

bs de campesinos que entran
ilitares gue han hecho sus
selva.

earch Training Unmit of Gua-

H Army Institute of Re-

search de MWashington, D.C., se hgn aislado y caracterizado
cepas guatemaltecas de L. b. braziliensis, L. b. panamensis,

as{ como L. m. mexicana (Kelley et

al. 1%987).
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Los vectores que se han encontrado naturalmente

infectados por Leishmania en Guatemala son: Lutzomyia
longipalpis para la enfermedad visceral (Zuckefman y Lainson
1977; Torres 1986). Para la cuténea, C. Porter, T. Ruebush y
7. Navin del MERTUG aislaron L.m. mexicana de Lutzomvyia

ylephiletor vy Lu. shanponi, vy Evans et al.{(1984) de Lu.

glmeca olmeca en Belice.

Los reservorios silvestres que se han reportado para
Guatemala y Belice son: Heteromys sp.-ratdn espinoso de bol-

sillo— reportado por Lainson y Strangways en 1962, y por Por-

ter, Ruebush vy Navin en 17983 (Torres 1986); Ototylomys sp.-
rata de 4rbol- reportada por Lainson vy Strangways en 1962

(Torres 19864} ; Sygmodgn hispidus— rata algodorera— reportada

por Lainson vy Strangways en 1962 vy Buzmdn en 1984 (Torres

1986); y Peromyscus sp.— raton de patas blancas— reportado

por Lainson y Strangways en 1962 (Torres 1986).

En Guatemala, la leishmaniasis va en aumento, y cada ve:z
se hace méds necesaric un diagndstico adecuado y confiable, en
el que se puedan aislar los pardsitos que causan la enferme-
dad. Esto es de especial importancia desde que se descubrid
L.b. braziliensis en el pafs, pues esta subespecie produce
lesiones con un severo desfiguramiento de las mucosas.

En el MERTUG ya se hizo un estudio comparativo sobre el

s ./ - .
metodo de extraccicdn de muestras a partir de lesiocnes de
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q

humanos {(Arana, B. et al. 1987). &

y

) / '
un estudio asi, comparando métodos

partir de la lesidn de un hdmster

tamsters son muy distintas a las d

es necesario inocular medios de cd

amastigotes de las lesiones de han

de este trabajo es comparar dos

muestra de la lesién del hdmster

biopsia, segun el crecimiento de

cultivo, para poder recomendar el
En un laboratorioc como el MER
epidemioldégicos

dios Y

Leishmaniasis, es necesario un med
para los usos tan variados gque se

. -~ - -
— Para el diagnodstico a partir de

insectos, es necesarig un medio

desarrollen en el menor numero de
- Para el mantenimiento de cepas,

dure en buenas condiciones el may

pin embargo,

dorado.

e los humanos.

sters.,

TUG,

otras

i

es

no se ha hecho
de extraccidn de muestra a

Las lesiones de los

Muc has veces

ltive a partir de los

Uno de los objetivas

étodos de extraccidn de la

dorado: el aspirado y la

los organismos en medios de

mds adecuado.

donde se hacen estu-—

investigaciones sobre

io de cultivo gque sirva

les dan a los pardsitos:

pacientes, animales o de

s
el gque los parasitos se

Hias posible.

necesario un medio qQque

br tiempo posible. Actual-

mente, se tienen que hacer pases de las cepas en mantenimien-

to del medio inoculado a uno nuevo

cada semana.

- Para estudios como el andlisis del ADN del cinetoplasto, se

necesitan altas concentraciones de

(pardsitos en el medio.

Un medioc gque reuniera estas caracteéristicas y ademas fuera de

facil preparacidn y barato, serfa ¢l medio ideal, pero este
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aln no existe. En el MERTUG se utiliza el medio de Evans
(1978), con la dUnica variante gue en lugar de agregarsele
sangre defibrinada e 1inactivada de caballo, se le agrega
sangre defibrinada de conejo. El segundo cobjetivo de este
trabajo es hacer la comparacién del rendimiento de la sangre
de conejo vs. la de caballo en el medio de Evans, segdn los
tres criterios de rapidez de crecimiento, duracidn del medio
en buenas condiciones, y mdxima concentracidn de pardsitos.
Finalmente, dado que en Guatemala existen tanto L.

mexicana como L. braziliensis, el tercer objetivo es comparar

la positividad y el crecimiento de los organismos segun la
especie, para los dos métodos de toma de muestra, en laos
medios antes mencionados.

Este trabajo se complementa «con otros dos estudios que
se hicieron simultdneamente: Unho es sobre comparacidh de
medios de cultivo (Mayorga 1988) y el otro compara distintos
antibidticos y concentraciones distintas que se le pueden
agregar al medio de Evans (1978) para evitar contaminacidn

por hongos o bacterias (Fuentes 198B8B).






II. METODOLOGIA

Se evalud el efecto de tres variables haciendo cultivos
de Leishmania y siguiendo curvas de crecimiento: Especie de

Leishmania inoculada (L. mexicana vs. L. braziliensis):

método de muestrec (aspirado vs. biopsia); sangre utilizada
en el medio de cultivo (sangre de caballo vs. sangre de co-
nejol.

Procedimiento:

A. Procedencia d las cepas de Leishmania:

Las cepas de Leishmania, se obtuvieron de hamsters do-

rados, Mesocricetus auratus, inoculados en las patas

traseras, con muestras obtenidas de lesiones de pacientes
de leishmaniasis. Estas personas son en su mayoria solda-
dos guatemaltecos que son pacientes del Hospital Militar
de Guatemala, o que llegan a la clinica de la Base Mili-
tar de Poptin, Petén.

Los hamsters utilizados en este trabajo fueron ague-—
l1los que mostraban una lesiéh en la pata o patas inocula-
das.

- . ’ - - -
B. Determinaciaon e especie d las cepas de Leishmania:

Maciendo uso de la informacion obtenida por pruebas de

ADN del cinetoplasto y de isoenzimas, se escogieron
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hamsters inoculados
mexicana para usarlos en la prug
especies causantes de leishmani
identificado en Guatemala. Sin

ters utilizados solamente quince

pasado por alguna de las pruebag

con cepas de L.

embargao,

braziliensis vy L.

ba, e incluir a las das
asis cutdnea que se han
de los 20 hams-—
-~ rd
poseian cepas que hablan

antes mencionadas, al

momento de escribir este trabajs.

Debido a que no se sabia con

Leishmania que tenian cinco de |

tercer criterio para determinar
te en comparar el drea de la les

misma. Wilson et al. (1979) re¢

produce una lesidn en la pata d¢

braziliensis, con unes rangos d

2.0 cm y 0.25-0.85 cm respectiva

res corresponden
con 10-

promastigotes.

de la

como A rir—- donde ri =

de la lesibn {Wilson et al.

cincoc hamsters del grupo en meng

entre L.

a 60 dias post

radio fayor y =

1979)

mexicana v L. braziliensis.

certeza la especie de

os hamsters, se aplich un
la especie. Este consis-—
idn, coﬁtra la edad de la
portaron que L. mexicana
mayor tamafo que L.

e 4rea de lesidn de 0.15-
Los dltimos valo-

mente.

. - # - e .
—imnoculacion intradeérmica

Para cada hamster se anot6 la edad

lesiaon vy el fndice del &tfea de lesidn, calculado

radioc menor
En base a esto, laos
- 7 -

ion se pudieron separar

En total, después

de aplicados los tres criterios
zimas y tamafio de la lesién de |

nar que se trabajd con 9 hamsted

mencionados (ADN, isoen-

a pata), se pudo determi-

s inoculados con
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L. mexicana y 11 hamsters inoculados con L. braziliensis.

En el Cuadro 2 se resumib esta informacidn.

Es importante hacer notar un caso. La cepa 1llamada
Roedor #4B Sitio #35, fue inoculada en un hamster dorado
a partir de la lesidn que presentaba en la cola un roedor

silvestre de El1 Petén. Las cepas de L. braziliensis

utilizadas, probablemente pertenecen a L. braziliensis

braziliensis. Las cepas de L. mexicana, probablemente

pertenecen todas a la subespecie L. mexicana mexicana.

Extraccién de los amastiqotes:

La extraccién de los amastigotes de Leishmania de las

Iesiones de las patas de los veinte hamsters se hizo me-—
diante un aspirado y una biopsia, segdn el método que se
describe a continuacidn.

Se matd el hamster por inhalacidn de cloroformo. Se
colocd sobre unas toallas de papel, bajo una campana, Que
tenfa en su interior un Bacti-incinerador al rojo vivo,
para mantener la esterilidad dentro de la campana, Yy se
bafid con alcohol etilico al ?5%, en ambos lados del
cuerpo. Se tapd el cuerpo con més toallas de papel, de-
jando destapada la pata posterior con la lesion. Todo el
manipuleo de los hamsters se hizo con guantes quirﬁrgicos
estériles. Se midid el ancho, largo y alto de la lesion

con una escala de Vernier. Se tomd nota de si el amimal



Cuasdro 2

Lista de los hamsters utilizados: Cldigo del paciente del que se

. rd . . -
inoculo, especie de Leishmania gue se |1

es aisld, antigledad de 1a

lesidn, y drea de |llesidn.
INDICE DEL
CobiIGO ESPECIE METODO DE ANTIGUEDAD AREA DE
DETERMINACION® DE| LA LESION LESION cm=xx
GA-004 L.om tamano lesion 101 dias 1.31
GA-0&69 L.m.m isoenzimas 238 0.33
GA—-093—1 L.m ADN 100 0.03
GAr-117 L.m ADN h 32 1.06
GAR-134 L.m ADN 113 1.60
GA—-163-1 L.m ADN 105 8.44
GA-171-1 L.m tamafic lesidn 121 3.61
GA-176-1 L.m.m isoenzimas 1 3.53
Roedor 48 L.m.m isoenzimas g 4.70
sitio 5
GA-040 L.b ADN K70 0.02
GA-052 L.b ADN Ps2 0.12
GA-062 L.b ADN RO 4 1.06
GA~063 L.b tamafio lesidn P50 0.05
GA—-046 L.b tamaho lesidn P59 0.06
GA-085 L.b.b isoenzimas O3 .01
GA-099-1 L.b ADN 1233 0.25
Ga—109 L.b ADN 0.01
Gr-127 L.b ADN Pli1 1.10
GR—-144 L.b.b ispgenzimas 208 0.06
GA-177-4 L.b tamafio lesion 123 0.01

¥ Las especies de Leisimmania fueron deéterminadas por tres

m&todos distintos:

DNA= Hibridizacidn del DNA del cinefoplasto.

. . 7 -
Iscenzimas= Comparacidn de enzimas ¢

TamaMo lesidn=

¥¥ E1 indice del drea de lesidn se sacd

El tamafio de la pata
especie de Leishmanig

L. mexicana = 2.0 cmd
L. braziliensis = 0.
indculo (Wilson et 4

on cepas conocidas.

lesionada puede indicar 1la
a los &0 dias del indculo
75 cm= a los &40 dias del
1. 1979)

usando la fdrmula A= r,ro

donde ra radio mayor de la ledidn
r= = radio menor de la ledidn (Wilson et al. 1979)
l_.m.m Leishmania mexicana mexicana
L.b.b = Leishmania braziliensis brazililensis
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presentaba lesiones en otras partes del cuerpo. En caso
necesario se rasurd con un bistur{, la pata alrededor de
la lesidn. Toda la cristalerfa e instrumentns que se
utilizaron fueron esterilizados. Los que no eyran desecha-—
bles, se autoclavearon antes de lavarlos.

El aspirado se hizo inyectando la lesidn con solucidn
salina estéril, de fosfatos (PBS). Se usd una jeringa con
una aguja de 26. Despué% de inyectar la sclucidn salina,
se volvid a aspirar de la lesidn, sin haber retirado la
aguja del lugar en que se perford la piel. De ser nece-
sario, se hicieron varias perforaciones para extraer mis
liquidc, O se aspiraron las gotas quedespcntéheamente sa-
lieron de algin orificio. El contenido de la jeringa se
pasd entonces a un tubo pldstico. Despuéds de este paso,
el aspirado estaba listo para inocular medios de cultivo.

En los primeros hamsters, se inyectd 0.05 ml de PBS en
la lesién, pero como se recobraba muy poco lfquido, se
decidid poner en la jeringa 0.2 ml de PBS, e inyectar la
cantidad necesaria para inflar la lesién, y dejar la piel
en tensidn. Este m&todo fue mis eficaz, porque hizo mas
ficil recobrar el PBS de la lesidn, y del interior de la
aguja, de donde era dificil hacer bajar las peguefas go-
tas de lfquido. Al tener un aspirado mas abundante, se
pudo, incluso, usar una pequena gota para calcular la

- -
concentracion de amastigotes presentes.



Para la biopsia, se hizo una

Se hizo un corte longitudinal vy
lares en las orillas,
dos lados
interior de la porcién abierta,
pequefios trozos de tejido, sin
pinza se pasaron a una cajla petr
se hicieron tres improntas de 1
lesién, presionando portacbjietos
portaocbjetous se de

fectado. Los

con metanol absoluto, y se tifier

colaorante de Giemsa, diluido 1i:

con un pH de 7.2. Se lavaron co
Gltimo, el hamster se envolvid e
rd
congelo.
tos pequefos trozos de tejido
hémster, se pasaron a un macerad
FPBS estéril, Yy se macerd hasta g
l1{quido se pasd a un tubo de ce
ml con PBS. A continuacidn se hi
lenta durante 15 minutos a 30g
con esta centrifugacién, las cél
ria pesada quedarian en el sedi
- - - - 4
guenas vy materia liviana guedari

Los amastigotes son de baja den

de forma gupe pudieran

. oA [
de la lesion, comg un

incluir piel,

incisidn con un bisturi.
varios cortes perpendicu-
levantarse
libro abierto. Del

e cortd uno o mas

y c€on una
1. Después de este paso,
D gue guedaba de la
contra el tejido in-—
jaron secar, se fijaroan
pn durante 15 minutos con
20 en buffer de fosfatos
h el mismo buffer. RPor
N papel de aluminio, vy se
extraidos de la pata del
hr de vidrio, con-1 ml de
Je no quedd tejido. El
htrifuga, y se aford a 10
0 una centrifugaciéﬁ
(350 rpm). Se asumid que
1l1as densas vy otra mate-
mento, y las células pe-—

Bn en el sobrenadante.

idad y por eso se dice
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que no sedimeﬁtan a velocidad tan baja. Esto se comprobd
al ver ambas partes al microscopio. El sobrenadante en-
tonces se pasd a otro tubo de centrifuga estéril, al que
se le hizo una centrifugacidén rdpida durante 15 minutos a
300g (1100 rpm). Se considerd que en este caso, los

; ; - ¢
amastigotes de Leishmania quedarian empacados, lo que se

comprobd al ver al microscopio ambas fases. £l sobrena-
dante se separd del sedimento, dejando una pequena por-—

cién de lfquidc en el tubo. E1 tubo con el sedimento se
agité bien, vy quedé entonces en @1 la solucidn concentra-
da de amastigotes, de la que se tomé una gota para con-

tarlos.

La concentracion de amastigotes se calculd usando un
hemocitdmetro tipo Neubauer (American Optical), observan-
do a 400x, con un microscopio binocular. Los amastigotes
se identificaban como ceélulas verdosas brillantes, de
unos 3 AU de diéhetro, con movimiento browniano. Cada uno
de los amastigotes vistos en el campo delimitado por el
hemocitdmetro representa 1 x 109 amastigotes/mililitro.
£s importante hacer notar, entonces, que el hemocitdmetro
tiene su limite inferior de sensibilidad en 1 x 102 amasg-—
tigotes/mililitro. Una vez conocida la concentracidn de
amastigotes en el sedimentoc de la segunda centrifugacién,
se hizo una dilucidn con PBS, para poder inocular en los

medios de cultivo 10 microlitros (#1) de una solucidn de




amastigotes de 10® amastigotes

quida en el medioc, para dejar upa concentracidn

el tubo
aunque hubo casos en que el ind
10=,

pero siempre menor que 1 X

Preparacidn de los medios de cu

inoculado de 1 x 107 amastigotes/ml,

/ml, en 990 41 de fase 17—
final en
idealmente,
de 1 x

Fulo quedd con mas

109,

ltivo:

El medio de cultivo que se e

preparacién del medio se puede
mero puede prepararse el agar
refrigerado y estéril, y el dia
medios, se vuelve a fundir la
sangre defibrinada.

En este trabajo se compara e

Leishmania en medio enriquecid

el mismo medig enriquecido con
la sangre de conejo como la de
animal,
L.a sangre de conejo se extrajo
la del caballo de la yugular.

ron se hicieron con sangre de
dos caballos distintos. Los me
identificados para poder compat
mente entre conejos y caballos,
Los coné

de la misma especie.

Ecogid fue el de Evans. La

hacer en dos etapas: pri-—

hase, que puede mantenerse
en gue se necesitan lps

base y se enriquece con

1 crecimiento de la
b con sangre de conejo vy
Tanto

Eangre de caballo.

caballo se extrajeron del

y se desfibrinaron agithndo con perlas de vidrio.

Hirectamente del corazdn vy
| o5 medios Que se prepara-—
kres conejos distintos, vy

Hios fuéron debidamente

B los resultados no sola-
miembros

sino dentro de

jos utilizados fueron
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conejos albinos del laboratoric del MERTUG. El conejo (a)
murid durante la extraccidn de la sangre. tos caballos
utilizados son caballos de carreras, de raza inglesa pu-
a sangre. Se aplicé el tratamiento de Evans (1984) a la
sangre de caballo, que fue defibrinada y luego inactivada
en un bafio de Marfia a 5&°C durante media hora. La sangre
de cone)o sclamente fue defibrinada.

El medio de Evans tiene la siguiente composicidn: 3.0g
de Extracto de res (qxoid tab-Cemcoc L31?), 5.0 g Peptona
bacteriolégica (oxpid L293), 8.0 g de NaCl (Sigma Chem.
Compounds L24F-00465), 10.0 g de Agar purificado (Difco)
y 1 1t. de agua destilada.

La sangre se agregé al medic fundido antes de que se
enfriara, de forma que quedara un 20% de sangre en el vo-
lumen total. Despué% de haber agregadoc la sangre al me-—
dio, se pusieron alfcuotas de 2ml en tubos de ensayo 13
x 100 con tapadetra de rosca, y se inclinaron en una gra-—
dilla para medios inclinados, hasta que se solidificaron.
tos medios se dejaron durante 48 horas a 26°C para probar
su esterilidad. Los medios que aparecieron contaminados
en.esta etapa, se descartaron. Los medios, entonces, se
refrigeraron a 4=C hasta el dia de su inoculacidn.

El1 dia en que se hizo la inoculaciéﬁ, se agregé el so-
bremnadante o fase lfquida, la solucidn de Schneider, cuya

fdrmula es: 79 ml de Medio de Schneider (Gibco), 20.0 ml



de Suero Bovino Fetal (FCS)(G

Maria a 56°C durante media hor

ibco)

inactivado en bafioc de

b, v 1.0 ml de Antibidticos

(Penicilina-Amikacina, conc. flinal de c/uno = 100 mg/ml);
Penicilina (Pfizer Pfipharmeck), vy Amikacina (Sigma
Chemical Company L 2&6F — 0442)]

Inoculacidn de los medios de clltivo:

. - - ”
En el caso de la biopsia, sfg inoculo

parada después de la concentr

la dilucidn pre-

bcidh por centrifugacidn.

£1 aspirado fue inoculado tgl como salid de la jeringa

con gue se extrajo. Cuando se

el aspirado, como se indicd pr
rificar con un hemocitdmetro,

mayor de 1 x 109, La inoculac
usando puj

con una micropipeta,

sumen, como puede verse en la

se hizo un aspirado y una biopsia,

cularon medios de Evans conten

’ -
caballo, con replicas.

hodificd el m€todo de hacer
bviamente, fue posible ve-
Hue el indculo final no fue
./ -
ion de los tubos se hizo
htas esterilizadas. En re-—

Figura 3, de cada hamster
con los cuales se ino-

Lendo sangre de conejo o de




Evans + sangre

de caballo x 2
Aspirado

vans + sangre

de conejo x 2

Hamster con
L. mexicana o

L. braziliensis

vans + sangre

de caballo x 2
Biopsia
Evans + sangre
de conejo X 2
Total de medios inoculados/ Hamster = 8
Total de hamsters = 20
TOTAL DE MEDIOS INOCULADOS = 160

Figura 3
Nimero de medios de cultivo inoculados para cada

tratamiento aplicadao.
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4 - . .
F. Observacion de los cultivos. Curvaes de crecimiento:

t.os medios de cultivo s

que oscild entre los 22 vy

tUna peguena gota de ca
bajo el microscoplio, en el
dfa 3 despuds de inoculad
tres dfas a partir de ese
diariamente durante los d
De esta forma, se tuvo el

Leishmania en la fase lf{qg

cada tres dias, hasta que

bajaba de 10*¢, antes de de

muchos casos, se siguid obgervando el medio, hasta

la concentracidn era meno
decir, cuando ya no se pod
en el campo marcado en el
el cultivo se consideraba
aun entre 0O vy 9,999 proma
los promastigotes consider
en movimiento.

Los medios
bacterias tambi€n fueron d

cia de

Para hacer la determina

e mantuvieron a una temperatura
26520,

Ha medio de cultivo se observd
hemocitdmetro, a partir del
- el medio, y por lo menos cada
Hia, aungue se tratd de hacerlo
{as de crecimiento logaritmico.
Hato de la concentracicon de
iida de cada tubo, por lo menes
la concentracidn de parasitos
cartar el medio de cultivo. En
que

- de 10“ promastigotess/ml, es
fa ver ningdn promastigote vivo
hemocitdmetro. En este caso,
"muerto", aungue podfa tener
Se contaron sdlo

Etigotes/ml.

ndos "viables", con el flagelo

- .
que presentEron contaminacion por hongos o

rd
scartados. Se anoto la presen—

artefactos extrahfios en el medio de cultivo.

. .
-idn de la comncentracion de
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promastigotes/ml en el medio, fue necesario hacer dilu-
ciones del sobrenadante cuando el ndmero de organismos
se 1ba incrementando.

Como se menciond anteriormente, cada organismo que se
ve en el hemocitémetro, representa a 1 x 104 promastigo-
tes/ml. Si se ven & promastigotes en total, quiere decir
gue hay & x 10% promastigotes/ml. Al verse 10 promastigo-
tes en el campo, hay 10 x 104 = 1 x 10®. En otras pala-

. ’,
bras cuando en el hemocitometro se ven entre:

1 v 9 promastigotes, el cultivo se mantiene en 10

10 y 99 " n " " " no10s
100 y 999 " L a " " WoL0e
1000 vy 9999 " o T " " “ 107
10000 y 9999 n " " " " hojoe

Se considerd que era factible ver fdcilmente hasta 100
promastigotes en movimiento en el campo delimitado por el
hemocitdmetro, o sea en concentraciones de 104 y 10%, pe-
ro a partir de 10® es cada vez mas dificil hacer el con-
teo y que salga exacto. Por esta raz6n, cuando se llega-
ban a ver mas de 100 promastigotes en el campo, se hac{an
diluciones. Para concentraciones de 10* se hicieron di-
luciones de 10 41 de sobrenadante en 100,u1 de FPBS. Pars
las de 10 y 10® se hicieron diluciones de 10 441! de so—
brenadante en 1000 41 de FPBS. En ambos casos se contaron

los promastigotes vy luegb se multiplicé por el factor de



. .
correcclon necesarlo.

I -
Pruebas estadisticas:

Se aplicd la prueba de

de positividad. A las curv3y

Chi-cuadrado a los porcentajies

s de crecimiento se les apli-

F . - - -
cd un andlisis de varianzg trifactorial, y una prueba de

Tukey, a ciertos dias Y pun

tos claves de la curva.




III. RESULTADOS

Se presentan dos secciones principales: la primera pre-
. - s . . -
senta todas las consideracliones sobre el exito de "coloniza-

cidn" de Leishmania sobre su medio {positividad). La segunda

. - - - .
seccion trata sobre su crecimiento posterior en los medios

de cultivo {curvas de crecimiento).

A. Porcentajes de positividad y negatividad:

No hubo crecimiento en todos los medios inoculados.
. . :
En algunos hubo contaminacion de bacterias, en otros con-
- -
taminacion por hongos, y otro grupo de tubos nunca pre-
rd .. . rd - -
sento crecimiento aungque el medio se conservo limpio. Al
conjunto de tubos contaminados y sin crecimiento se les
’ . . ’ - ;
llamd negativos. Se considero positivos a los medios con
Leishmania viables (con movimiento flagelar), y sin con-
. ..
taminacion.
— Porcentaje de positividad por cepas:

- - - . s
De las veinte cepas de Leishmania con que se trabajo,

sa logré crecimiento en los medios de cultivo, de diecio-
cho de ellas, o sea un 70% de positividad.
- Porcentaje de positividad para el total de tubos:

Se inocularon 8 tubos con cade cepa, haciendo un total
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Cuadro 3

Frecuencias y porcentajes de positiyidad de Leishmania en
improntas y medios de cultivo, alpartir de una cepa.

CObIGO IMPRONTA TUBOS+

Leishmanlia mexicana

GA—-004 o] 1 7 8
GA-069 + 7 1 8
GA-093~1 - & 2 8
GAa-117 + 7 1 S}
GA-136 + 7 1 8
GA-163-1 + 8 8
GA—-171-1 & 2 8
GA-176~-1 + o 1 2 8
Roedor 48 - g 8
sitio 5

Leishmania braziliensis

GA-040 - 7 1 S}
GA-052 3 3 2 8
GA-0&2 - 8 8
GBA-043 o 1 7 8
GA-0466 + 1 2 5 8
GR-085 + 1 1 & 8
GA-09%-1 + a8 8
GA-109 - & 1 1 8
GA—-127 + 8 g
GA-14546 + 1 5 2 8
GA—-177-4 - 3 3 2 g

TOTAL 10/16 100 S 22 33 160
PORCENTAJE &2 &2 3 14 213 100

. . » . -
B = bacterias Ho = hongos N = Nindun crecimiento
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de 160 medios, de los cuales 100 fueran positivos y &0
negativos repartidos en las tres categorias antes mencio-
nadas. Esto hace un porcentaje de postitividad de &62%. E1
cuadro 3 presenta las frecuencias vy los porcentajes de
paositividad y negatividad, para cada cepa utilizada. Las
improntas que se hicieron sobre las heridas de los hams-—
ters, también presentaron un &2% de positividad (Cuadro
3.

En la figura 4 pueden verse las frecuencias y por-—
centajes del total de tubos positivos y negativos, vy cSmo
se repartieron viendo desde el punto de vista de una u
otra variable. Los valoares exactos gue corresponden a
esta gréfica, pueden verse en el cuadro 4.

En la figura 4 (p48) se representd el total de tubos
(160), con wuna barra. Esta barra se divide bdsicamente en
cultivos positivos y cultivgs negativos, gue incluyen los
contaminados por hongos y bacterias (B), y los gue nunca
presentaron crecimiento. Luego se hicieron mds subdivisio-—
nes en la misma barra, para visualizar la distribucidn de
los cultivos desde el punto de vista de cada variable, e}
combinacidn de variables.

En la barra del Total, se ve que mds de la mitad de los

medias (62%), fueron colonizados con éxito por Leishmania.

be los tubos negativos, los mds numerosos fueron los que

nunca presentaron crecimiento, seguidos por laos
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contaminados por hongos, ¥y PO
dad comtaminados por bacterias

Cualquiera de los tratamien

cidn de wvarios a la vez, pudo
Leishmania en el medio. Se apl

do (X=) a las distribuciones

tivos positivos y negativos. L
estdn en el Cuadro 5. Con la c
se hicieron pruebas estadistic

cinco tubos (Cuadro 4).

En la segunda barra (figur

- rd . .
mexicana tuvo mas medios posit

braziliensis(52%). Hubo 25 med

gue nunca mostraron crecimient

cimiento (11%) para L.
tivos, especiélmente los negat
presentaron diferencias

L. braziliensis tuvo una posit

4 .
zacion) menor que L. mexicana
La barra siguiente de la fi

tubos, pero distribuidos segdh

do de muestreo. El1 aspirado vy

cuencias muy parecidas, tanto
49 tubos) como para medios sin

y contaminados 13 y 14 tubos).

mexica

debidphs a la especie

A s : — -
r Gltimo, una peguena canti-

tos aplicados, o la interac-
. favorecer el crecimiento de
icd la prueba de Chi-cuadra-—
por variables, para los cul-
hs resultados de esta prueba
bntaminacidn de bacterias no
hs, por tratarse de sélo

B 4),

puede verse gue L.

ivos (73%) gque L.

ios de L. brarziliensis (Z28%)

h, contra B8 tubos sin cre-—

ha. E1 némero de tubos nega-

ivos sin crecimiento,

{Cuadro 3.
ividad {capacidad de coloni-
({p<0.023).

Hura 4 representa los mismos
otra variable, la del m€to-
la biopsia presentaron fre-—
(31 vy

para medios positivos

crecimiento (16 y 17 tubos)

No hubo diferencias
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significativas al comparar aspirado con biopsia (Cuad.S).

Al ver la barra para la variable de sangre utilizada
en &1 media (Figura 4), puede notarse que tambidn tienen
frecuencias parecidas, excepto que mas medios con sangre
de caballao no presentaron crecimiento (21 tubos vs 12
tubos), y mds medios con sangre de cone)o se contami-
naron con hongos (13 tubos vs ? tubos). Sin embargo, las
diferencias no fueron significativas (Cuadro 3).

Dado que los aspirados y las biopsias se distribuyeran
de una forma tan parecida, s€ qulso ver la distribucidn de
los medios con la combinacidn de las otras dos variables:

especie de Leishmania con tipo de sangre en €l medio. En

esta nueva distribucidrn (Jdltima barra de la figura 4),
los cultivos positivos no presentaron diferencias signifi-
cativas {cuadro 5). Sin embargo, entre los negativos sin

crecimiento, los medios inoculados con L. braziliensis

con sangre de caballo presentaron frecuencias mavyores que
” - . . -
las demas combinaciones de especie y sangre en 1 medio
(p<0.025) .
. rd .
i.os medios que mas se contaminaron con hongos fueron

los de L.. braziliensis con sangre de conejo (2594). Los

medios que menrnos se contaminaron fueron los de L. mexicana
con sangre de conejo (6%). t.a diferencia entre estos ex-—
tremos fue significativa (p<0.03), pero no con 10s grupos

intermedios (Cuadro 9).
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Cuadro 4

Frecuencias y porcentajes de pasitividad vy negatividad de
los medios de cultivo inoculados can Leishmania, para las
variables, combinaciones de variables y el taotal.

VARIABLE TUBQS + TuUuBOS - TOTAL
B Ho N Total-—
f %X f % f % f % f % £
Total 100 &2 2 3 22 14 33 21 60 38 160
Especie
L. mexicana 5S4 75 4 &6 6 B 8 11 18 235 72
L. braziliensis 44 52 1 2 16 18 25 28 42 48 88

Método de muestreao

Aspiradao 51 &4 Z2 2 11 14 16 20 29 36 80
Biopsia 49 61 3 4 11 14 17 21 31 39 80
Sangre en el medio
Caballo 48 &0 2 2 T 11 21 27 32 40 80O
Caneio 52 65 3 4 135 16 12 15 28 35 80
Especie x Sangre
L.m — Caballo 26 72 2 6 4 11 4 11 10 28 34
L.m — Conejo Z28 78 2 6 2 & 4 10 8 22 3&
L.b - Caballo 22 50 O 0 5 11 17 39 22 50 44
L.b — Conejo 24 54 12 11 25 8 19 20 44 44
B = Bacterias Ho = Hongos N = Ningln crecimiento
f = Frecuencia L.m = L. mexicana L.b = L. braziliensis

¥ tos porcentajes se refieren al total de la columna final. Por
ejemplao, para 72 tubos inoculados con L. mexicana, el 75% fueron

positivos, y el 25% restante fue negativa, repartido asi: 6% con-—
taminado con bacterias, 8% contaminado caon honoos v 11% sin cre-—
Cimiento alguno.
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Cuadro S
Resul tados de la prueba de Chi-cua
cuencias ge medios de cultivo pos)

lados con Leish
ASPECTO VARIABLE (S) X= KX
EVALUADO
CULTIVOS Especie 3.246
POSITIVOS Mé todo 0.050
Sangre 0.0%0

Esp x Sangre 5.724

CULTIVAS
NEGATIVOS

TOTAL Especie 5.332%

Mé& todo 0.092

Sangre C.283

Esp x Sangre 5.724
Sin creci- Especie 5.860%
miento Mé todo 0.061
Sangre . 1.572

Eap x Sangre 10.208%x%

1 02 vs 3 5.868%

102 vs 4 0.791

1 vs 2 0.1253

3 vs 4 3.280

Hongos Especie 2.911
Método 0.045

Sangre 0.773

Esp x Sangre &.500

1 vs 2 ©.B833

1 vs 3 0.116

I vs 4 2.178

2 vs 3 0.974
2 vs 4 4.804x%

3 vs 4 2.312

¥ Dato estadisticamente significa

drado aplicada a las fre-—

tivos y negativos,

mania
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tivo

inocu-

XX A las pruebas con GL=1 se les gplicd Correccidn de Yates.
Especie = Efecto de la especie de [Leishmania inocculada.
Método = Efecto del mé€todoc de mugstrec de la lesidn.
Sangre = Efecto de la sangre agrggada al medio.
Esp x Sangre = Efecto de la interlacccidn de las variables
especlie y sangre:
1 = L. mexicana — Sangre de caballo
2 = L. mexicana — Sangre de conejo
I = L. braziliensis - jngre de caballo
4 = L, braziliensis - Sangre de conejo
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Curvas de crecimiento:

Esta seccidn presenta los resultados del desarrollo de
los cerganismos {curvas de crecimiento) en los medios de
cultivo. SSlo se toman en cuenta los 100 cultivos positi-
vOSs.

Se tenian datos para varios dfas de las curvas de cre-—
cimiento, pero para la estadfstica se usaron solamente
ciertos puntos claves. Se considerd de suma importancia
conocer el pico mdximo de crecimiento, para saber si
alguna de las variables facilitaba gue los organismos
alcanzaran una mayor concentracion que los demds. Al mismo
tiempo, se compard el ndmerc de dfas que transcurrian para
llegar al pico m&ximo de crecimiento, pues para ciertos
trabajos de laboratorio, como el diagndstico inicial de un
paciente, interesa mds un crecimiento rébido para ver en
cuantos dias es posible ver organismos > 104, que el mdxi-
mo de crecimiento. Con esto en mente, tambi€n se analizd
estadisticamente el ndmero de dfas que tardd el cultivo en
llegar a 10* promastigotes/ml, por ser una cantidad en que
con toda confianza se puede considerar un cultivo positi-
vo. FPor otro lade, para mantener las cepas después del
diagndstico, se prefiere un medio gue dure en buemnas con-—
diciones el mayor tiempo posible antes de tener que hacer
un pase. Fara evaluar la durabilidad de los medios utili-

zados, se contaron los dfas que estuvo el cultivo con una
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./ -
concentracidn de promastigotes

A los tubos positivos se lés aplicé un

rianza (ANDEvVA) trifactorial.

rar el efecto de las tres vai
Leishmania, método de obtencit

utilizada en el medio},

comttinaciones de dos o tres variables a la vez

En el se resumierof

cuadro 7,
dieron diferencias significat
meétodo de muestreo: aspirado
rencias significativas, por 1y
se evaluaron. El1 tipo de sangt
te mostrd diferencias signifig
maximo. Los medios con sangre
traciones mdximas mayores gue

La mayor cantidad de difey

contraron entre las especies:
L4
el namery

braziliensis. Tanto

concentracidn de 10* promastig

dias para 1llegar al pico ma x

de crecimiento.  En ambos cast

c—= 1

—

- o,
miento e 3

vy

o Ralal
i a1

! bra;

s mayor de 10,

andlisis de va-
Esta prueba permitié compa-
riables (especie de

"
bn de la muestra, y sangre

tomathdolas individualmente, vy en

(Cuadro &6).
v los aspectos en los que se
ivas. Es de sehalar que el

b biopsia, nunca mostrd dife-—
h menos para los aspEctos que
re agregado al medio solamen-—
rativas en cuanto al pico

de conejo llegaron a concen—
los de sangre de caballo.
‘enciés significativas se en—
.. mexicana v L.

b de dias para alcanzar una
ndmero de

hotes/ml, como el

Emo, dan una idea de rapidez
bs L. mexicama tuvo un creci-

tiliensis. E1 ndmerc de dias

- 7
con una concentracion mayor |

una idea de durabilidad. En 4

la especie que durd casi 4 digs mds que L.

da

e 10* promastigotes/ ml,

kste caso fue L. braziliensis

mexicana.
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Resultados del ANDEVA trifactorial (especie x método de mues-—

treo x sangre)
para alcanzar

para el pico mdximo de crecimiento, #
el pico, # de dfas para llegar a 10® promasti-
gotes/ml, v # de dias sabre 10 promastigotes/ml.

de dfias

Suma de
Cuadrados

Cuadrado
Medio

Efectos principales
Especie

Método de Muestreo
Sangre

Interacciones dgbles
Especie—-Metodo
Especie-Sangre

NéthDmSangre

Interaccion. triples
ESp“NétOdD“SathE

Error explicado
Error residual
Error tqtal

2.18%x10*+=
1.74x10%=
2.43%x10*>=
1.6Fx102=

Z2.74x10*=
F.20%x10%

1.14x10x>
Z2.59x10*=

1.73x10+=
1.73x10*=

2.62x1022
1.61x3102°
1.87x10*2

7.26x103=
1.74%x10*=
2.43x103*+=
1.69%x10x=

@.13x10+*
?.20%x107

1,14x10**>
2.59x101=

1.73x10*=
1.73x10*+=

3.75%»101r?
1.75%103=
1.89%x10*=

Efectos principales
Especie

Método de Muestreo
Sangre

Interacciones dobles
ESPECiE“MéthD
Especie-Sangre

MéthD—Samgre

Interaccion. triples
ESp—MéthD—Sangre

Error explicado
Error residual
Error total

1602.753
1471.709
84.131
25.974

Z245.171
50,656
?.821
184,006

0.0354
©.054

1847.978
4941 .862
6789 .840

534.251
1471.70%
84.131
25.974

B1.724
50.656
9?.821
184.006
0.054
0.054

263.997
93.716
68.584

9.946
27.398
1.566
0.484

1.5321
0.943
1.283

3.426

0.001
0.001

4.915
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Cuadro & {(Compt.}
# DE DIAS PARA LLEGAR A 10 PROMASTIGOTES/ML
Fuente de variacidn Suma de GL{ Cuadrado F Signif
Cuadrados Medio de F
Efectos principales 565.093 3 188.3&54 8.786 0.000x
Especie 564 .435 1| 5S64.435 26.328 0.000x%
Método de muestreo 0.137 1 0.137 0.006 0.936
Sangre 0.038 1 0.038 ¢.002 0.937
Interacciones dobles 31.594 3 10.531 0.491 0.689
Especie-Método 15,790 1 15.790 0.737 0.393
Especie—-Sangre 17.440 1 17.440 ©.813 0.3569
M&todo-Sangre 0.000 1 0.000 0.000 0.999
Interaccion. triples 23.943 1 23.943 1.117 0.293
Esp-Metodo-Sangre 23.943 1 23.943 1.117 0.293
Error explicado 620.631 7 88.662 4,136 0.001k
Error residual 1972 .359 Q2 21.439
Error total Z2992.970 I 26.192
# DE DIAS SOBRE 10 PROMASTIGUOTES/RHL
Efectos principales 457 .495 3 152.498 2.3869 0.076
Especie 355.91% 1 355.919 5.529 0.021x%
M&todo de Muestreo 1.273 1 1.273 0.020 0.888
Sangre 100.752 1 100.7352 1.5865 0.214
Interacciones dobles 117.03%9 3 37.013 0.8606 0.613
Especie 6£5.638 1 6£5.4638 1.020 0.315
Método de Muestreo 2.769 1 2.769 0.043  0.836
Sangre 47 .508 1 47 .508 0.738 0.393
Interaccion. triples 223.552 1 223.552 3.473 0.066
Esp-Método-Sangre 223.552 1 223.552 3.473 0.066
Error Explicado 798.086 7 114.012 1.771 0.103
Error residual 5922 .6614 92 &4.377
criror Ltotal &£720.730 Q9 £7 .886
X = Estadisticamente significativo
Especie = Efecto de especie: L. brdziliensis vs L. mexicana
Método de Muestreo = Efecto del m&todo de obtencidn de 1a
muestra: aspirdado vs biopsia.
Sangre = Efecto de la sangre agregdda al medio: caballo vs

conejo




Cuadrao 7

Resumen de los resultados significativos del

ANDEVA trifac—-—— ——
torial (Cuadro &). ’

PARAMETRO RESULTADOS SIGNI- P PROMEDIQOS
FICATIVOS
Pico m&ximo Medios con sangre ©.008 Conejo = 1.55%10%
de creci- de conejo llegaron promastigotes/ml
miento a mayores concen-—
traciones que me- Caballo = 7.08x107
dios con sangre promastigotes/ml
de caballo
Nimero de L. braziliensis 0.000 L. braziliensis =
dfas para tardo mds en lle-— 18.22 dfas
llegar al gar a su m&ximao L. mexicana =
pico maximo gue L. mexicana 10.48 dias
Nimera de L. braziliensis 0.000 L. braziliensis =
dias para tardo mds gue ?.07 dias
llegar a L.mexicana L. mexicana =
10*= promas-— 4.30 dias
tigotes/ml
Nimero de L. braziliensis 0.021 L. braziliensis =

dias sobre
10= promas-—
tigotes/ml

duro mds que
L. mexicana

23.7 dias

L. mexicana =
19.91 dias
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diferencias significativas.

e . ’
Ninguna interaccion de dos g tres variables mostro

Dado que s8lo ias variables

actuando independientemente

mostraron diferencias significgtivas, sélo se hicieron las

curvas de crecimiento que les

. e
se decidid poner en la curva el

crecimiento para 1la varlable,
dio que tardd en llegar al picd
medias v las medianas de los ¢
42 de crecimiento.

La razdn para usar estas dos
tral se debe a que tanmnto al ini
se daban

miento como al fimal,

decir, menores de 1 x 10%

no podfa saberse si habfia 0 o hasta

En el inicio de las curvas de d

nimero de organismos no era O,

los organismos

promastigotes/ml.

se podian deteg¢

icor—responden. Para hacerlo
punto maximo promedio de

en el ntmero de dfas prome-
. Ademds, se hicieron las
fas 3, 7, 14, 21, 28, 35, y
. medidas de tendencia cen-
cio de las curvas de creci-
valores 'negativos", es

En realidad,
2,999 organismos/ml.
recimiento, es obvio que el

puesto que a los pocos dias

tar con el hemocitdmetro, vy

' . - rd . o’
seguian su crecimiento logaritgico. For esta razon, en las

medias se
los tubos “"negativos".
como pudo
ente criterio,
dard vy

- .
cieron las graficas.

Esta cantidad se eligid
elegirse cualquier ftra entre 0 y 7,999.

se calcularon las medias,

utilizd 1 x 10™ come cantidad representativa de

al azar,
Con

. . A -~
desviacion stan-

error stidndard para log dias mencionados, y se hi-




Para evitar el error, que seguramente se cometid al
usar una cantidad fija con los tubos "negativos" e in-
cluirla en la media, se ubicd la mediana de los valores de
crecimiento, y se hicieron las grdficas respectivas.

En la Figura 5 se pueden ver las curvas de crecimiento
para la primera variable: especie. Las lineas que contie-
nen puntitos, corresponden a las curvas trazadas con base
en medianas. Fuede verse gue las dos lineas de las media-
nas No alcanzan valores tan altos como los de las medias,
pero en general siguen el mismo patrdn. Tanto la curva de

L. mexicana como la de L. braziliensis se parecen, perc la

- - . . 4
de L. braziliensis esta desfasada unos siete dias respecto

de la de L. mexicana, lo gue concuerda con los resul tados
de la estadistica, sobre ndmero de dfas para llegar a 10%,
al pico méximo, y nUmero de dias sobre 10% (Cuadros 6 Y
7).

En la Figura & estan las curvas de crecimiento para la
segunda variable: método de obtencidn de la muestra. En el
andlisis estadfstico no hubo ninguna diferencia significa-
tiva (Cuadro 6) entre aspirado y biopsia. Esto se confirma
con esta-figura, donde los picos mdximos estdn muy cerca-
nos, y el resto de las lineas se entrecruzan repetidamen-—
te. En este caso las medianas se parecen entre Sf, y las
medias también se parecen entre 1.

En la Figura 7 se pueden ver las curvas de crecimiento
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para la tercera variable: tip

. I _

dio. Estadisticamente estas cu
cia significativa, excepto po
Los medios enrigquecidos con s

- v + - “
concentraciones maximas signif

medios enriquecidos con sangre de caballo.

de verse tanto para las median

la curva de los medios enriquecidos con sangre

va siempre abajo de la de sang
Dado que las dnicas dos v

tar el crecimiento de Lelshman

de sangre agregada al me-

[®]

rvas no tienen una diferen-—

r el pico mdximo {p<0.008).

ngre de conejo llegaron a
icativamente mayores que los
En efecto, pue-
as como para las medias, que

de caballo
re de conejo.
riables que parecieron afec-

ia fueron la especie y el

tipo de sangre agregado al me

figura con las curvas de crecil

las dos variables, aungue est

ron diferencias significativasg

muestra las medias, y la figu

figura en especial se ve el d

que hubo al inicioc entre L.

el pico siempre mayer de los m
gre de conelo, respecto de lo
de caballo.

Comparaciéﬁ de donacores de sa

i s .
Como se mencionog con anteri

con sangre de coneio o caball

rd - -
solo conejo vs. caballo, sing

mexicana vy L.

dio, se decidid agregar una

miento de la combinacidn de
hs interacciaones no mostra-
(Cuadro &). La figura B
r-ra 2 las mediarnas. En esta
psfasamiento del crecimiento

braziliensis, ¥

rdios enrigquecidos con san-—

5 enriquecidos con sangre

ngre s

Oridad, al hacer los medios
b, se pensb en comparar no

entre los tres conejos
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utilizados y los dos caballos.

medios de cultivo del caballo

gue la comparacidn intraespec{H

los conejos.
Varianza unifactorial, para ver

cia significativa entre los tr

prueba de Tukey para averiguar
cia, o sea cudl conejo tiene 1
agregarla a los medios de cult]
caron solamente
10=.

l.os resul tados de las pruebas

t.os t

se en los cuadros B y 2.

guecidos con sangre de conejo f

igquales respecto del ndmero de

tes/ml (Cuadro 8). Sin embargo,

ficativa (p=0.025) en cuanto a

- I -
averiguar cuales de los conejos

aplicd la prueba de Tukey a lo

miximos de los medios con sangrf de los conejos

(c) estadisticamente igual

son
ficativamente mayvores gue los p
a los gue se les agregd la sang
figuras de

la 10 v la t1. En ambas puede v

- # - !
al pico maximo

$in embargo, casi todos los

(b) se contaminaron, por 1o

- -~
ica se pudo hacer solo con

- rd - -
FPara esta compardcidn se usd un Andlisis de

- - . - 4 -
ificar si existia diferen-
es conejos, y luego una
dbénde estaba la diferen-—

rd
a4 sangre mas adecuada para
se apli-

vo. Estas pruebas

y al ndmero de dias socbre

rs .
s estadisticas pueden ver-—
res grupos de medios enri-
ueron estadisticamente
< -
dias sobre 10% promastigo-
si hubo diferencia signi-—
los picos mé&ximos. Para
L4
demas, s

diferian de los

- s - -
= picos maximos. LOs pilcos

{b) vy
es (Cuadro 2), y son signi-
los medios

r e - i
LCos maximos de

e del coneio {(a). Las

las curvas de crecipiento correspondientes son

Brse claramente que la
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Cuadro 8
Resultados del ANDEVA que compara el pico maximo de creci-—

miento v # de dlias sobhre 10*=, de los medios conteniendo
sangre de los tres conejos utilizados.

Fuente de variaci®dn Suma de GL Cuadrado F Signif.
Cuadrados Medio de F

Entre grupos 2.26%10r= 2 1.30x101= 3.9468 0.025%

Dentro de grupos 1.39x10*= 49 2.85x1iQ2=

Total 1.62x10+=

Entre grupos 196.433 2 FB.216 1.295 0.283
Dentro de grupos 3717.008 49 75.857
Total 37913.442 51

¥ = Estad{sticamente significativo, pasa a Prueba de Tukey.

Cuadro 9

Resultados de la Prueba de Tukey comparandorel pico médximo
de crecimiento de los tubos conteniendo sangre de los tres
conejos utilizados.

Media Conejo a b c
6.68%x107 promastigotes/ml a

2.03%x10® promastigotes/ml b ¥
2.18%x10® promastigotes/ml c ¥

Pico conejo{a) < Pico conejo{b) = Pico conejol(c)
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curva de los medios enriquecido

tiene un pico m&ximo significat]
. rd -

picos maximos de las otras dos

durante la extraccidn de la san

curvas.

gre.

El coneljo

ivamente menor gque los

(a)

s con sangre del conejo (&)

.
murio
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Iv. DISEUSION

A. Determinacidn de especie:

El problema prinmcipal gque se afrontd en la determinacidn

de especie de Leishmania que habia sido inoculada .en los

hamsters, fue que para diez de las cepas no se tenian datos
de pruebas de iscenzimas o de hibridizacitn del DNA del ci—
netoplasto. Para estas cepas se usd el método de medicidn del
drea de lesidn contra el tiempo {(Wilson et al. 1979), mien-
tras se les hacfan las otras pruebas. A diferencia del estu-
dio de referencia, en este trabajo se tuvo la desventaja de
que no se sabfa el indculo inicial ni el tipo de inoculacidn
que se les aplicd a los hamsters. Esto hace un poco menos
confiable la caomparacidn de medidas de estos hamsters con los
del de referencia. Sin embarga, el método parecid ser efec-
tivo para las cepas problema, pues al recibir posteriormente
los resultados de las pruebas de ADN e 1soenzimas, estas
coincidieron perfectamente con lo que se habia supuesto.

Esto sugiere gue el tamafo de la lesidn de las patas de
los hamsters puede servir como indicador para diferenciar en-—

tre cepas de L. mexicana y L. braziliensis, por 1o menos

temporalmente, hasta que se pueden hacer pruebas de ADN o

isoenzimas. L. mexicana presenta lesiones mucho mayores que
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. . - rd
L. braziliensis. Seria recomend

referencia

de para

crecimiento

guatemaltecas, para hacer mds conf

=]

Ec necesario senalar que este
/ .
demostro que puede ser ventajyoso

e . -
de pardsitos viables en modelos my

=3

lesidn (Hill et al. 1983). Esto

el tamafio de la lesidn también deg
ne del huésped a la infeccidn del
monitoreo del aumento o disminucid

puede dar impresiones inexactas g

dadero progresoc de la enfermedad gn

desventaja, creo que ecte criter]
. - - -7

una primera distincion entre las d

mencilionadas.

B. Porcentajes de positividad y nd

able construir curvas de

los hamsters de las cepas
iable el método.

istema no es 1infalible. Se
edir el cambio en el ndmero

rinos segdn la edad de la
e debe a gue los cambios en
enden de la respuesta inmu-

pardsito. Por lo tanto, el
n en el tamafio de la lesidn
hasta falsas sabre el ver-—

el animal. Adn con esta
0 puede ser dtil para hacer

0s especies de Leishmania

gatividad:

1. Por cepas

El1 haber logrado un %0% de

miento de 18 de las 20 cepas utill]

tisfactorio, pero se esperaba un
que todos los hamsters wutilizadg
enfermedad. De las dos cepas gue

mexicana y la otra de L. brazilien

positividad, por el creci-

zadas, es un resultado sa-

100%, vya que se considerd

s eran positivos para la

no una fue de L.

cCrecieron,

sis. En &1 casc de L.

- - . I'd
braziliensis esto podia esperarse,

pues ya se menciond gue




muchas veces las cepas de esta especie no crecen "in vitro".
Sin embargo, no se esperaba €sto de una cepa de L. mexicana,
la BA-004. Pueden haber varias razones para que esta cepa no
haya crecido: Esta cepa no fue caracterizada ni por el método
de hibridizacidn del ADN del cinetoplasto, ni por el de izo-
enzimas (Cuadro 2), por lo que puede tratarse en realidad de

una cepa de L. braziliensis, 1o que explicaria que no hubiera

crecido. Por otro lado, se trataba de la lesidn con mayor
antigliedad, con mds de un afio y un mes de duracion, por lo
que probablemente tenia muy pocos amastigotes.

be cualquier forma, seria importante hacerle un segui-
miento a 1los pacientes de los que se aislaron estas cepas.
En un estudioc (Marinkelle 1981), se determind que las cepas
de pacientes, que no pudieron alislarse en medio de cultivo
NNN, o que no duraron mds de tres semanas en los cultivos,
provocaron en los pacientes leishmaniasis mucosa 10 a 1% anos
mds tarde.

2. Medios positivos:
- CDmparacidﬁ con datos reportados:

El porcentaje de positividad del total de medios inopeu-
lados fue &2%. El 38% restante se distribuyd entre contami-
nacidn por bacterias, por hongos, y medios en los que nunca
se vio ningdn crecimiento. Este valor de positividad es com-
parable a los resultados de otros estudios que se presentaron

en el Cuadro 1, para cultivos. El rango de estos resultados
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va de 18.8% a &67%,

e
mas altos.

- .
i.as improntas tambien preqg

62%. Este resultado si es mayor

18.7 vy 38.2%. Esto pus

impronta:

del humano son distintas a las

. -
la lesidn puede abrirse como un 1

contra los teijidos. ﬁdemés, como |

ulcera, es probable gque los tejig

dos gque la lesidn humana. Otra g

lienado de solucidn salina ia 1lg

abrirla para hacer la biopsia, la

rado muchos
pio.

Efecto de las variables en la {

Se pensd gue cualguiera de |}
de lLeishmania, método de extracg
sangre agregade al medio), podrfa
dad.

s. Especie:

Esta fue la Unica variable g
te. Comoc ya se mencioné, se esperd
cepas de L. mexicana, vy as{ fue.
b. Método de muestreo:

Los resultados del m&todo de

por lo gue el §

degl himster.

2% obtenido cae entre los

entaron una positividad de
lgue los del cuadro 1 para
de ser porgque las lesiones

En este ditimo,
ibro para hacer la impronta
a lesidén del hdmster no se
os tengan muchos mds 1fqui—
osibilidad es gue al haber
del hémster, antes de

-/
sS10n

solucidn puede haber libe~

amastigotes, y fue mds fdcil! verlos al microsco-

ositividad:
as tres variables {especie

idn de la muestra y tipo de

haber afectado la positivi-

ue afectd significativamen-—

ba mayor positividad en las

obtencidn de muestra fueron
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muy similares. De los cien tubos que fueron positivos;.51
fueron aislados por aspirado vy 49 por bicpsia, (464 y 617 de
positividad, respectivamente) sin gque la diferencia fuera
significativa. Estos resultados son mayores que 1os de la
literatura, que reportan para aspirado porcentajes de
positividad de 57.6 y S55%, y para biopsia 49.4 y 48% (Weigle
et al. 1987; Arana, B. et al. 1987) . Estos resul tados
sugieren que la efectividad del aspirado y la biopsia pueden
ser mayores en lesiones de hamsters que en dlceras de huma-
nos. Sin embargo, los porcentajes mds altos también pueden
deberse a que en este estudioc se tenfa 1la segurilidad de gue se
trataba de leishmaniasis, vy en los estudios citados podfa
tratarse también de otras enfermedades.

Se podrfa-haber esperado gque la biopsia fuera mds efec—
tiva en cuanto a positividad, porque al sacar mayor cantidad
de tejido, saldrian muchos mds amastigotes.que en el aspira-
go. S5in embarqgo, al hacer 1la "limpieza" del tejido de la
biopsia, vy la centrifugacién, se pueden haber perdido muchos
amastigotes. Ademds, se hizo una dilucidn de los amastigotes
de la biopsia, tratando de gque al inocular quedara el sabre-—
nadante con una concentracidn similar a la del aspirado, del
orden de 10%, Si se hubiera inoculado el 1fquido resultante
de la maceracidn de la biopsia, sin la limpieza en la cen-—
trffuga, Yy se hubiera comparadoc con el aspirado, probablemen-—

P4 . . :
te se habrian encontrado mds amastigotes en la biopsia que en
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el aspirado. Faor otro
puede estar ya pobre en amastigo]
1983), pf

cimiento {(Hill et al.

resultar eficaz para sacar 105 p(
aunque el

mente una gran cantidad de amasti

trozo de biopsia sea grande,

. M
lado, aupque la lesion se vea grande,

‘es , aunque aGn siga en cre-

hr 1o que el aspirado puede

b Os que hay. De esta forma,

no implica necesaria-—

lgotes.

Dado gque ambos métodos tiengn una positividad estadisti-

camente similar,

para el aislamiento de las cepas

recomendable usar el aspirado cy

se puede hacer sifj

L4
hamster, pues

del animal. Ademds, el aspirado

rial y se manipula menos la muej

sia es recomendable cuando se

estudios histolégiccs de las les]

c. Sangre utilizada en el medio:

La sangre utilizada en el i

positividad. Es posible que algur

sangre de conejo o caballo facj

de amastigote a promastigote,

organismos en los medios de cull

medios enriquecidos con sangre de

sitividad que los que cantenf{an

respectivamente),

tanto,

la diferencia T

los resultados sugieren gy

se puede recomendar cualquiera de los dos

. - I
de Leishmania. Serila

hando No  se quiere matar el

W tener que remover la pata

implica el usc de menos mate-

stra. Por otro lado, la biap-
quieren hacer improntas o
lones.

ledio tambidn pudo afectar la
ios elementos presentes en la

llitara o impidiera el cambio

o &l crecimiento inicial de los

aungue los

fivo. Sin embargo,

3

conejo presentaron m&s po-

tangre de caballo (952 v 48
o fue significativa. Por 1o

le ambos tipos de sangre




son ilgualmente efectivos para aislar cepas de Leishmania en

medios de cultivo, aunque mds adelante se hardn otras consi-
deraciones.
3. Medios sin crecimiento:
- Efecto de las variables en los medios sin crecimiento:
a. Especie:

Estos fueron 1los medios en los que no se detectd creci-
miento, peroc que tampoco presentaron contamiﬂacién, sino que
se mantuQieron limpigs. Tal como era de esperarse la mayorfa
de los tubos en esta categorfa, 25, pertenecen a L.

braziliensis, por lo que la diferencia fue significativa. De

los ocho medios sin crecimiento que pertenecen a L. mexicana,
siete son de la cepa GA-004 de la que se habld antes, y el
otro no se inoculd por erraor. Si la cepa GA-004 en realidad

fue L. braziliensis, entonces todos los medios sin crecimien—

tc de organismos pertenecen a esta especie. Como la cepa se
perdié, nunca se sabrd a que especie pertenecid.
b. Método de muestreo:

Se descartd el efecto que el mdtodo de extraccidn de la
muestra pudo tener en el fracasop para aislar unas tepas, por
tener frecuencias tan parecidas (ib tubos aspirado, 17 tubos
biopsia), y no ser diferentes estadisticamente.

c. Sangre agregada al medio:
La distribucién de las frecuencias de los medios sin

crecimiento, para la variable sangre, no fue tan pareja como



76

la anterior: Los medios con sangreg

bos negativeos, y los de sangre de

{Cuadro 4). Sin embargo, esta difsg
(Cuadro S5). Seria de esperar que
ballo fueran m&s exitosos porgue -
tivada, vy no fue asi. Se supone g\
mastigotes tendrian mds probabi
que el complemento habia sido 1inad
blecido que algunos elementos del

ponsables de la muerte de promast

et al. 1973; Navin et al. sin pul
(Hill et al. 1983). También se deg
la sangre que se destruyen al d
minutos, gque son necesarios para
de Leishmania (Marin et al. 1782).
se calentd solamente a 56°C duran

probablemente la temperatura no fu

el efecto mencionado. Por otro 1lad

. I'd
gue la sangre de conejo sea mag

tenga en las cantidades 6ptimas (o=

Leishmania en el medio de cultivg

clia entre ambas no fue significati

d. Interaccidn de especie con

Se encontrd que la frecuencia de

miento inoculados con L.

de caballo tuvieron 21 tu-
conejo solamente 12 tubos

rencia no fue significativa
os medios con sangre 88 Ca—
sta sangre habfia sido inac-
e de esta manera los pro-
lidad de sobrevivir, puesto
tivado. Ademds, se ha esta-
suerao de la sangre son res-—
igotes "in vitro" (Mansour
licar), y también "in vivo"
cubrid que hay elementos de
alentarla a 80<C durante 195
el mantenimiento y cultivo
la sangre

En este estudio,

haora, lo gue

te media por

e tan alta como para causar

(o) cabe la posibilidad de
rica en nutrientes, o los
ra el establecimiento de

En todo caso, la diferen-

va.
angre agregada al medio:

edios negativos sin creci-

brazilignsis en medios enriguecldos
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con sangre de caballa, fue significativamente mavor que Tés

e - . -
demas combinaciones (Cuadro 9). Esto sugiere que no 25 tan
recomendable usar sangre de caballo en medio de Evans, para

alslar cepas de L. braziliensis. Para cepas de L. mexicana,

da igual =i se usa sangre de caballo o.de conejo. Sin embar-
go, comdo al aislar las cepas no s sabe cudl de las dos es—
pecies de Leishmania se trata, se sugiere el uso de la san-
gre de conejo en los medios, para obtener una positividad
mayor.

— Posibles causas de la falta de crecimiento:

Hay wvarias hipotesis para explicar esta falta de creci-
miento en 21% de los medios inoculados.

a. Namero de organismos en el indculo:

Se sabe que la positividad depende del ndmero de orga-—
nismos del indculo. Un indculo muy pbbre en amastigotes puede
ser positivo hasta unas 3—-4 semanas despuds de la inoculacidn
{(Neva 1982). El recuento de amastigotes extraidos de las
muestras fue dif{cil. Se tratd de identificarlos por su tama-—
no (unos S#M), y por ser verde brillante y tener movimiento
browniano. En el caso de L. mexicana esto fue relativamente
fé&il, por ser numerosos los amastigotes, Yy pGr Sser un peco

mis grandes que los de L. braziliensis. Esto concuerda con la

literatura (Zuckerman y Lainson 1%77), que habla de Que es
posible diferenciar estas dos especies por el tamafo de sus

amastigotes.' Este problema podrfa evitarse usando algdn
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tinte para visualizarlos, como el

al. 1979).

b. Antiguedad de la lesidn de
En el cuadro 2 se puede ver {

iba entre 99 y 401 dfas. La detg

inversamente proporcional a la di

g

1984b).

humana (Cuba Cuba et al.

de aislamiento mayores de lesiang

racidn, que de lesiones mds antiglas (Hendricks et al.

Diferentes métodos de diagndstict

bles, para lesiones de mis de seis

et al 19897). Estos estudios se "

rd
nos, peroc el concepto podria ser

Coma sus lesiones eran bastante agptiguas,

pobres en amastigotes.
c. Lugar de toma de muestra:
Tal vez no se tomd la muestr
bles. Por lo menos tres hamsters
presentaron metdstasis (cepas GA-]
hacia

La enfermedad se disemind

cabeza. Es posible gque la lesidén |

en amastigotes que las secundarias.

se tuvo mayor problema

interesante comparar el ndmero

siones primarias y las provocadas

He han

para aj

d¢ amastigotes

cristal viogleta (Wilson et

los hamsters:
hue el ranmgo de las lesiones

bccidn de los pardsitos es
. .’

hracidén de la lesidn cutanea

obtenido porcentajes

b, de menos de un mes de du-

197%9) .

h probados son menos sensi-

- -
. meses de duracidon {(Weigle

refieren a lesiones en huma-

aplicable a 1los hamsters.

pueden haber estado

b de todos los lugares posi-

inoculados con L. mexicana
163-1, GA-171-1 y GA-176-1).

a cara, orejas, espalda vy
brimaria estuviera mds pobre
Aunque con L. mexicana no
lsiar las cepas, habria sido
entre las le-

por la metdstasis de los
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/. S . .
parasitos. En el caso de L. bra21llen515’ no hubo metdstasis

’ .
cutanea, 5in  embargo, se  ha reportado qgque en hamsters
inoculados con esta especie, principalmente con L. b.

braziliensis, los pardsitos tienden a visceralizarse (Cuba

Cuba et al. 19B4a; Wilson et al. 1979). Los Jfganos afectados
son el hfgado en primer lugar, y luego el bazo. Al igual que
con L. mexicana, habria sido recomendable tomar muestras de
estos 6rgan05, pues pudieron tener mas amastigotes que lasg
lesiones primarias.

d. Cambio amastigote-promastigote:

Padria ser que aunque se hubieran inoculado suficientes
amastigotes en el medio, estos no  hayan podido efectuar el
cambio a promastigotes. Esto podria deberse a muchas causas:
Es posible que 1los amastigotes hayan estado muertos en la
lesidn, o que 1la exposicidn al clorofarmo con gque se matd al
hamster tambié€n los haya afectado. Se afirma Que la habilidad
de amastigotes individuales para transformarse vy dividirse
depende de un ndmero de factores gque incluyen la calidad de
la sangre utilizada, y el status del animal del que se
extraen (Hill 1283).

e. Otros factores en el medio:

Par Jdltimo, es posible que los amastigotes sf se trans-—
formaran a promastigotes, pero que estos no pudieran crecer
adecuadamente. Elementas del suerao sangufneo, como la IghM,

pueden haber causado la aglutinacidn o muerte de los
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promastigotes (Navin et al. sin p

ublicar).

o bacterias:

4. Medios contaminados con hongos
- Comparaciéh con datos reportados:

Un 17% de las medios se contgmind, la gran mayorfa con
hongos. Este porcentaje es bastante elevado en comparacién
Lon otros estudics (Cuba Cuba et al. 1894b; Weigle et al.

1987), en los gque se reporté un 1

de los cultivos.

tos hongos y las bacteri

lecsiones, pues muchas vecCces gstasgl

rias. La contaminacidn por levad

cialmente cuandc el material se a

o humanos (Kimber et al. 198B1).

. rd - .
vieron mas infecciones secunda

hamsters inoculados con L. mexic

- L
lesidn es mucho mas grande, y a que

0O yv 11.11% de contaminacidn

as pudieran provenir de las

tienen infecciones secunda—

uras es bastante comdn espe-

isla de heridas de animales

se

En el presente estudio,

rias en las patas de los

ana, probablemente porque la

su respuesta celular es

bastante pobre (Zuckerman y Lainsjon 1977).

Por otro
la contaminacidn fue el ambiente.

adecuada. Lo

barge, en condiciones de campo Yy

rics, no se cuenta cor este

ideal habria sido upa de flujo laminar.

tipp de

lada, cansidero gpe el arigen mas probable de

No se contd con una campana
Sin em-—
en la mayorfa de laborato-

lo que se

equipo, por

pueden esperar cultivos contaminados.

. .
ta contaminacian

Ry ' .
tambien pudo deberse a que los medios

pudiercon estar contaminados desde|l antes de ser inoculados,
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con esporas de hongos de crecimiento lento. Algunos medios
control refrigerados que habian pasado la prueba de esterili-
dad, presentaron contaminacidn por hongos semanas despué%,
sin haber sido inoculados con muestras de hamsters. Serfa
recomendable hacer la prueba de esterilidad durante mas dias
para evitar este error.
- Efecto de las variables en la contaminacidn:

En el andlisis por wvariables, las variables actuando por
s{ solas no mostraron diferencias significativas (Cuadro 5}.
Se habria esperado mds contaminacidn en las biopsias, porgue
se manipulan més que los aspirados, pero la contaminacidn fue
exactamente igual. Al ver la interaccidn de especle  x sangre

agregada al medio, los medios inoculados con L. braziliensis

en medios c¢on sangre de conejo, fueron en los gue mds conta-
minacidn por hongos se dio, aunque sdlo fue estadisticamente
distinto en comparacidn con L. mexicana en sangre de conejo,
gue fue el que menos se contamind con hongos. Esto sugiere
que fue la especie la que hizo la diferencia. Por ser mis pe-

quefia la lesidn de L. braziliensis, es mds dificil manipular-—

la, y da lugar a que se contamine mds.

€. Curvas de crecimiento:

1. Observacidn de los cultivos:
Consideroc que en general, el recuento de los promastigo-

tes de los cultivos con el hemocitdmetro fue satisfactorio.
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S5in embargo,

diariamente era elevado {unos 40

ser tedioso y llevar mucho tiemy

misma persona la que haga el recy

una puede tener un criterio dist]

e
manera, el metodo es bastante std

de crecimiento graficadas con datg

fluctuaciones. Las gréficas press
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trabajos de Mayorga (1988) vy H
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Esto sugiere que hubo

Se cree que la temperatura g
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cimiento. temperatura no pudo o

falta de una incubadora adecuada.

(27 a Z&=C) pudo dar lugar a fluct

. . -
replicacion de los organismos.

Por otro lado, no se llevd

dios de cultivo, y esto tambidén py
un dia y d

las fluctuaciones entre

El hecho de haber contado ¢

miento, dificultd el gque el conted
ble. Sin embargo, si se hubiera H
promastigotes con alguna substanci

bria sido posible diferenciar entn

hO .
lento diariamente,

nto

bs diarios

como la cantidad de gedios que se observaban

tubos), este sistema puede

Se requiere Qque sea la

pues cada

para hacerlo. De esta

- I's
indard. Aun asl, las curvas

mostraron muchas

intadas en este trabajo sdlo

«
o dias, pero en las de los

uentes (1988), gque muestran

aramente las fluctuaciones.

fuentes de grror en el método.

uede haber afectado el cre-—
antenerse constante por
El rangoc a gque se mantuvo

uaciones en la velocidad d&

n control del! pH de los me-

ede haber zido la causa de

tro.

rganismos vivos y en movi-
fuera totalmente confia-

echo el conteo matando los

no ha-

a como la formalina,

€ organismos vivos con el
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flagelo en movimiento, de los muertos, y probablemente el

error habrfa sido mayor. Este problema también se tieme cuan-

P4
do se uSan aparatos para contar células, comoc el Coulter
Fe .
Counter (Berens et al. 1976). Seria interesante hacer un
estudio comparando curvas de crecimiento wusando ambos
re
metodos.

LLa alta concentracidn de promastigotes activos en el he-
mocitémetro, al ir acercandose al méximo de crecimiento, tam-
bién dificultd el conteo. La gran cantidad de células muertas
al final del cicloc de crecimiento, asi{ camo la presencia de
debris del medio, también hizo diffcil visualizar organismos
vivos. tas diluciones que se hicieron facilitaron mucho el
contec. S5e propuso que el tener entre 10 y 100 promastigotes
en el campo delimitado por el hemocitbmetro, es la cantidad
6ptima para hacer un conteo confiable. 5in embargao, s nece-—
saric confirmar esta hipétesis.

Otro problema gque se afrontd al hacer el contec fue el
hechoe de que aparecieron muchas rosetas de promastigotes en
los medios. Cuando la masa de promastigotes es muy grande, es
muy dificil poder contar individuos.

Varios investigadores han propuesto razones que llevan a
la formacidén de rosetas. Marin et al. (1982), cbservaron gue
el ndmero de rosetas aumenta cuando los cultivos en medio NNN
llegaban a 1la fase estacionaria de crecimiento. Tambidn ob-

rd .
servaron que €ran mas numerosas en medios qQue no presentaban
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buen crecimiento de promastigotes

que las rosetas se forman cuando

el medio.

Otros 1investigadores (Jadin
rieron que en el centro de la ross

proceso de degenerarse, que sirve

cenciales a los demds. Sin embargag
vo gue en peguehas rosetas, de ung
un promastigote en el centro, sing
por el extremo sin flagelo. En otn
publicar), se descubrid que los pr]
presencia de IghM del suero, y pued
te activos si el complemento de la
Esta explicacidn parece ser mds sa

e
cidn de las rosetas.

se observd g

Adicignalmente,
una nata en la superficie de la fa

gue por ser organismos aerobios, n

Por lo tanto, sugirieron

los nutrientes escasean en

y Creemles 1946), sugi-

ta hay un promastigote en
de fuente de nutrientes es-—
en este estudio se cbser-—

s diez organismos, no habia

gue todos estaban pegados
o trabajo {Navin et al. sin
omastigotes se aglutinan en
en continuar metabdlicamen-
sangre ha sido inactivado.
tisfactoria para la forma-
ue los organismos formaban
se debe a

se lfquida. Esto

. ’ .
ecesitan el oxigeno del ai-

. ' - -
re atrapado en el tubo. También formaban pequefias colonias en

la parte

.
da. Esta gran concentracion de org

mitada, puede

inclinada del agar que sobresalfa de la fase ligqui-

anismos en un drea tan li-

haber facilitado la accidn de la IgM para la

formacidn de rosetas. Serfa interesante comparar el ndmero de

rosetas formadas en medios inoculaﬁos al mismo tiempo, utili-

zando tubos de ensayoc y otros recl

pientes como cajas petri o
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rd rd
erlenmeyers, donde el drea expuesta al oxlgeno es mayor.

Las rosetas pueden deshacerse si se agita ;1 medioc. Al
sacar la gota diaria de fase liquida, y al hacer las dilucio-
nes, se succionaba y volvia a expeler el liquido de las pipe-
tas. Sin embargo, este método no fue totalmente eficaz para
romperlas. En un estudio con un medio lfquido, Al-Kateeb vy
Al-Azawl (1981} encontraron que la agitacidn continua de los
medios sumerqgidos en un bafio de agua vibratorio resultd en un
acortamiento del tiempo de replicacidn de los promastigotes.
Este sistema también podria ayudar a que no se formaran
rosetas, y asi se facilitaria el conteo.

El corregir todas las fuentes de error antes mencionadas
podria dar por resultado curvas de crecimiento sin tantas
fluctuaciones.

Es importante mencionar que se observaron diferencias
morfoldgicas entre los praomastigotes de E..mexicana y los de

L. braziliensis. Aunque no se hiciergon mediciones, se obser-—

” rd . -
vo que en la fase logaritmica, los primeros eran mds grandes,
con forma de banano, y con poca movilidad; por el contrario,

los segundos eran pequenos y muy moviles. Esto concuerda con

las observaciones sobre cepas de L. b. braziliensis aisladas
en Belice (Evans et al. 1984).

En las fases estacionaria y de declinacidn, se vieron
cambios morfoldgicos en los promastigotes de ambas especies.

Los organismos se fueron volviendo mds pequenos vy
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en muchas ocasid

redondeados, Y

e o,
esfaricos. Tambi€n se observd

movilidad de los organismos. £4

donovani y L4

han reportadb con L.

un¢

bnes se vieron promastigotes

.
marcada reduccion de la

Ltas mismas observaciones se

tarentolae (Berens et al.

197463 Ray y Ghose 1980; Marin et gl. 1982).

2. Dibujo de las curvas de crecim]

Anteriormente, se mencionard

tanto medianas como medias para

ento:
bn las razones para utilizar
curvas de

representar las

crecimiento. El limite inferior deg sensibilidad del hemoc ithH-

metro es de 1 x 10% promastigotes/
mients de los organismos, los culd

vos, perc indudablemente no lo est

detectar crecimiento.
sentar a estos cultivos en las meg
promastigotes/ml como cantidad rey

gue todas las curvas trazadas

de las n

valores menores que las
sugiere que al escoger 1 x 10%,

demasiado alto, que alterd los

sugiere entonces que el uso

curvas de crecimiento es

que tiene e! uso de las

4
calcular gl error standard.

3. Criterios usados para comparar

»
mas adgcuado.

med i

ml. En el inicioc del creci-

- e .

tivos aparecian como negati-
o

se podla

taban, pues luego

/
Por esta rdzdn no se usd O para repre-

- - ”
ias, sino que se uso 1000

El hecho de

presentativa.
con medianas resultaran con

edias es importante. Esto

sg¢ puede haber usado un valor

verdaderos resultados. Se

de medianas para hacer las
s . .

La GUnica desventaja

es no se puede

anas, que

las curvas de crecimiento:
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Para evaluar la rapidez de crecimiento, se evalud el nd-
mero de dfas que los organismos tardaron en llegar a 1 x 10*®
promastigotes/ml. A ménor numerc de dias, mds rdpido serfa el
crecimiento. Este criterio parec16 ser adecuado, pues permi-—
tid establecer que una especie crecid mas répido que la otra,
como se discutird mds adelante. Sin embargo, existen otras
formas de evaluar la rapidez de crecimiento. Una forma simple
habria sido comparar el ndmero de dias transcurridos para gue
el medioc se viera positivo. Otra forma es el calcular el
tiempo de géneraciéﬁ o replicacibn, de la fase logarftmica de
crecimiento. Este se calcula de acuerdoc a la formula T6 =
T7/{1.44 x log(C2/Cl1)}, donde T es el tiempo transcurrido
entre el primer {(Cl) y el segundo {(C2) conteos (Franke et al
1985). Sin embargo, se tiene el mismo problema gue con el
calculo de las medias. En el caso de que algunos medios
tuvieran concentraciones fuera del alcance del hemocitdmetro,
habrfa que escoger un valor que los representara. Por otro
lado, se podrfan haber comparado las pendientes de las rectas
de la fase logarftmica peroc se habria tenido el mismo proble-
ma con los medios "negativos". Por lo tanto, el criterio que
se escogid parece haber sido el mids adecuado para evitar in-
troducir un error en los cdlculos.

Para evaluar la concentracidn midxima de crecimiento se
compararon los promedios respectivos de cada variable. Para

poder situarlo en la curva, fue necesario calcular tambidn el
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4
tiempo promedio qgque transcurrio p

;L. .
considera que este analisis fue s3

. - -
ta eleccion del criterio pajl

que se puede mantener una cepa en

rutible. El objetivo de deternh

recaomendar £1 tratamiento que pg

ara alcanzar este pico. Se

tisfactorio.

a la evaluacion del tiempo

un medio, también es dis-

inar este wvalor es poder

rmita mantener las cepas de

Leishmania en los medios de cultiyo el mayor tiempo posible
antes de tener que hacer un pase|de la cepa a un medio fres-—

co. Esto es importante

sino porque se sabe que las cepas

tiempo, a menudo pierden su viru]

1977). En un estudio (Franke e

los promastigotes de las fases esf
los de ]

L4 - -
son mas infectivos que

tanto,
estacionaria, es decir, posterioy
anterior a la declinacidn.
rior de la fase estacionaria estap
tigotes/ml. Por esta razdn, se el;
el cultivo se mantuvo sobre 10<,
de las cepas en los medios.

4. AnALlisis de las curvas de crec]
Efecto de las variables:

a. Comparacidn de especies:

Al comparar las curvas de ot

no solamgnte

Se congiderd

‘{a alrededor de 10®

porque ahorra trabajo,

mantenidas "in vitro" mucho

encia (Zuckerman y Lainson

t al. 1985}, se demoastrd que

acionarias del crecimiento

a fase logaritmica. Por lo

es recomendable que los pages se hagan durante la fase

r al mdximo de crecimiento y

que el 1limite infe-

promas-

gid el ndmero de dfas que

para evaluar la durabilidad

miento:

recimiento de L. mexicana




con las de L. braziliensis, se encontraron la mayorfa de di-

ferencias significativas. El patrdn de crecimiento que pre-

sentaron fue muy parecido, pero L. braziliensis parece haber-—

se desfasado unos cuantos dfas con respecto a L. mexicana.
Esto puede verse en las figuras S y 9. Es posible que L.

braziliensis tenga un tiempo de generacidn més largo que L.

mexicana en este medio de cultivo. Esto implicar{fa un
metabolismo m&s lento para L. braziliensis. También padr{a

ser que los requerimientos nutricionales sean diferentes

para ambas especies, y que L. braziliensis tuvo deficiencia

de algdn nutriente, por lo que crecid mds lento. Sin embar-—
go, estas son solo suposiciones, y no se encontrd nada en la
literatura que las apoye.

Ya se menciond anteriormente que fue muy diffcil 1a

identificacidn y conteo de los amastigotes de L. braziliensis

Esto implica que la cantidad de amastigotes inoculados puede
haber sido menor de lo que se esperd, y puede haber provocado
el desfasamiento obserwvado.

Otra posibilidad es que L. braziliensis puede haber per—

dido mds organismos del! indculo inicial gque L. mexicana Como
ya se menciond, &sto puede deberse a que la transformacidh de
amastigote a promastigote no se_lleve a cabo en todas las ce-
lulas inoculadas. Por otro lado, los promastigotes que si se
transformaron pueden haber sufrido lisis o aglutinacion por

€l complemento o IgM del suero, en mayores cantidades para L.
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braziliensis que para la otra esf

ecie. Tampoco se encontrd en

la literatura algo que confirme dsto.

. o - . -
El pico maximo de crecimient

aunque L. mexicana alecanzd un

cepas sobreyq

hechoc de que ambas

de Evans

sugiere que el media
cultivos de organismos en masa.

Respecto de la durabilidad)

braziliensis tarda unos cuatro di

cancentraciones > 10*. De cualqy

que las cepas se mantuvieron hast

de cultivo. Dadoc que en el MER

semana, se esperaba que la durac)
menor de

probablemente se usan caoncentrac)

pues s muy Ccercano

organismos, 3

resul tados de este estudio sugj]
hacer cada 195 dias. De esta fd
posible que se contribuya a maf

cepa.
b. Comparacion de los m&todos

Inicialmente, se pensd que |

o fue estadisticamente igual

alor ligeramente mayor. El

basaron 102 promastigotes/ml,

es muy satisfactorio para

parece ser que L.

[as mas que L. mexicana, en

jier manera, fue sorprendente
la mas de 40 dfas en el medic
) TUG los pases se hacfan cada

dn de las cepas fuera mucho

la que resultd. Al hacgr los pases cada ocho dfas,

ones muy altas de

wl_méﬁgmo de crecimiento. Los

eren que los pases se pueden

prma se ahorra tiempo y es

rtener la infectividad de la
de extraccidn de la muestra:

os métodos de extraccidn de

la muestra solo se analizarian desde el punto de vista de los

porcentajes de positividad, y no

de crecimiento. Sin embargo, se

£ . .
en el analisis de las curvas

sabe que el tipo y cantidad
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de tejidos del huésped presentes en un medio liquido, in-
fluencian profundamente la velocidad de crecimiento de pro-—

mastigotes de Leishmania (Hill et al. 1283). Aunque a la

biopsia se le aplicd un tratamiento de maceramiento y centri-
fugacion, es posible que se inocularan restos de tejidos en
los medios. Por lo tanto, se incluyd esta variable en el
ANDEVA trifactorial. Ninguna de las comparacignes mostrd di-
ferencias significativas. Los resultados sugieren que la
biopsia y el aspirado de las lesiones de las patas de los
hamsters, son igualmente recomendables no sélo por su par-
centaje de positividad, sino porque no afectan significativa-
mente el crecimiento posterior de los promastigotes de
Leishmania en los medios de cultivo.
c. Comparacidn de los dos tipos de sangre agregados al
medio de cultivo:

En el estudio de Evans et al. (1984) se recomendd el uso
de 153% de sangre de caballo defibrinada e inactivada, agrega-
da al medio de Tobie modificado (Evans 1978). Este medio
presentd una mayor positividad de aislamiento de cepas de le-
siones humanas, gue otros seis medios probados. En este estu-
dio se guiso comprobar si la sangre defibrinada de conejo
puede sustituir a la de caballb, respecto de la bosi£ividad,
y tambidn con respecto del crecimiento "in vitro” de los pa-
rasitos.

No encontre” diferencia significativa en los porcentajes
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de positividad. Por otro lado, lo

sangre de caballo e inoculados C

ron mas medios negativos sin crec
En las cutvas de crecimiento

dio una diferencia significati

sangre de conejo. Hay varias

esto. En primer lugar, la sangre

la de comeio no. Ambas fueron def

que se expuso la sangre para inca

do algun nutriente necesario pa

hacer una comparac

interesante
defibrinada e inactivada y con sa

brinada, para demostrar si el ren

inactivacidn de la sangre.

Se supone que es la hemina de la sangre la

pxplicaciones

e medios enriguecidos con

b L. braziliensis presenta-
imiento.

. + -
, sdlo en &1 pico maximo se
va, de nuevo en favor de la
posibles para
de caballo fue inactivada vy

La temperatura a

i brinadas.

tivarla, pudo haber destrui-

~a los organismos. serfa
idn con sangre de conejo
hgre de caballo sdlo defi-

Himiento menor se debid a la

que utilizan

los promastigotes para su crecimigpnto. La hemina varfa con 1la

especie de la gue se obtenga. Sin
cultivo se ha usado hemina de con

fresca como comercial (Chaudhuri

sultados. Esto es ldgico desde el

evolutivo, porgue implica que la

dad de utiliza:r la hemirma de un

vertebrados. Con este criterio se

ganismos tuvieran la misma capacig

conejo que la de caballo, v llega

embargo, en los medios de

bjio, cuyo y humano, tanto

et al 1982), con buenos re-—
punto de vista Ecolégico—

Leishmania tiene la capaci-
rango amplio de hospederos
-{a de esperarse que los or-

iad de utilizar la hemina de

- ;L .
- a picos maximos parecidos.
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La respuesta puede estar en la concentracidn de hemina pre-—

sente en la sangre. Cuando los niveles de hemina en el medio
HOHEM sobrepasan los bug/ml, el crecimiento de L. dopovani es
mds lento (Berens et al. 1976}). Los caballos de los gue se
obtuvo la sangre para este trabajo son caballos de carrera,
pura sangre. Su dieta es muy especial, y contfnuamente se
les hacen examenes de sangre para comprobar que no estén
an€micos. Probablemente la sangre de estos caballos tenfa al-
tos niveles de hemina. Aungue no se conocen los 1{imites opti-
mos de hemina en 1 medio de Evans, cabe la posibilidad de
que la hemiﬁa estuviera muy concentrada vy hava afectado el
crecimiento de los organismos.

En el mismo estudio, Berens y sus colaboradores reporta-
ron que el crecimiento maximo aumentd con concentraciones
mayores de glucosa en el medic. E1 punto de saturacidn fue de
2mg/ml, pasade el cual los incrementos posteriores no tuvie-
ron efecto. Una diferencia en la glucosa sangufnea de los
conejos con respecto de los caballos puede haber sido otra
CauSa por la que los medios con sangre de conejo llegaron a
un pico méximo mavyotr. En las figuras 7 y 2 se ve que c§§i
toda la curva de Sangre.de conejo va por sobre la de caballo.
Seria recomendable analizar estadfsticamente mas puntos para
ver sl se mantiene la superioridad de la sangre de conejo.
Paraddjicamente, la sangre de un caballc de trabajo probable-

mente darifa mejores resultados que la de los caballgs de
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carrera utilizados en este estudiq.
d. Comparacidn entre conejos dgnadares de sangre:
t.os daos trabajos que se tenfdn como referencia para la
comparacidh entre conejos eran dontradictorios. Ray y Ghose
(1980) afirmaron que hay diferencias entre los individuos do-
nadores de sangre, y Hill et al. [{1982) compararon 3 conejos
y encontraron que tuvieron igual fgendimiento. Los resultados
de este estudio concuerdan con Ray vy Ghose. Los niveles de
hemina y glucosa pueden varilar a’in entre individuos de la
misma especie, segén su estado rjutricional y de csalud. Como
ya se menciond anteriormente, el donejo (a) murid despuds de
extraerle la sangre. Esto puede indicar que su estado de
salud puede haber estado mal en comparacidn de los otros
conejos, y a esto se debid el picg mdximo menor.
e. Interaccidn de variables:
Ninguna interaccidn de varigbles fue detectada para las——
curvas de crecimiento, con la prugba estadistica apllcada. Se

considera entonces que las variaffles actuaron en forma inde—

pendiente.
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V. CONCLUSIONES

Es mas diffcil aislar L. braziliensis a partir de le-—

siones de hamsters, que L. mexicana. Su ciclo de creci-
miento posterior en los medios de cultivo de Evans es mds
lento que el de L. mexicana.

El aspirado y la biopsia son igualmente efectivos para el
alislamiento de amastigotes de Leishmania en mediqs de
cultivo de Evans, a partir de lesiones de hamsters.
Pueden usarse indistintamente. El método de obtencidn de

muestra no afecta el ciclp de desarrollo de Leishmania

"inp vitro".

La sangre de conejo defibrinada puede utilizarse en el
medio de Evans, en sustitucidn de 1la Sangré'defibrinada e
inactivada de caballo, con mejores resultados de positi-
vidad vy mdximo de crecimiento.

El crecimiento de Leishmania puede variar de acuerdo al

conejo donador de sangre utilizada en el medio.






VI. LITERATURA CITADA

Al-Khateeb, G.H. y D.M.A. Al-Azawi. 198l. Monophasic liquid
medium {(GD-NRC) for the cultivation of Leishmania
donovani. Journal of Parasitology 67(1): 127.

Arana, B.; M. Garcfa; J.Pozuelos; L. Pdrez y T. Navin. 1987.
Estudio comparativo entre diferentes mftodos y lugares
de toma de muestras en lesiones de pacientes con leish-—
maniasis cutdnea en Guatemala. En: Memorias. VIII Con-
greso latinoamericano de parasitologfa y 1 Congreso
guatemalteco de parasitologfa y medicina tropical, Gua-
temala 282.

Arana, F.A.; A. Caceres y M.F. Torres. 1987. Comparacidn en-—
tre el colorante de Giemsa y de Wright para el diagnds-
tico directo de la leishmaniasis cutdnea. En: Memorias.
VIII Congreso latinopamericanoc de parasitologfa y I Con-
greso guatemalteco de parasitologia y medicina tropi-
cal, Guatemala 283.

Ash, L.R. v T.C. Orihel. 198B0. Atlas of parasitology.
American SDciety of Clinical Pathologists, Chicago
184pp.

Berens, R.L.; R. Brun v S5.M. Krassner. 19746. A simple mono-

phasic medium for axenic culture of hemoflagellates.




78

Journal of Parasitology 62(

3): 360-365.

Calle, J. de D. 1987. Comunicacid

Castes, M. 1987. Inmunidad mediad

rapia en pacientes con leish

En: Memorias. VIII Congreso

tologfa y I Congreso guatem

medicina tropical, Guatemala

Chaudhuri,G.; T.K. Chatterjee y A

I

personal.
por células e inmunote-

aniasis cutdnea americana.

latincamericano de parasi=-

plteco de parasitclogfa Y

151-156.

.B. Banerjee. 1982. Growth

factor requirements for in | vitro growth of Leishmapia
donovani. Indian Journal of Medical Research 76: 107-
163.

Chaves, F.; 6. Silva y R. Zeledopnn. 1982. Comparison of two
culture media for the isclation of Leishmania strains.
Journal of Parasitology 68(R): 346—-347.

R.A. 1987. Situacidn ac

Cedillos,

rd - -
las Americas. En: Memorias.

tual de la leishmaniasis en

VII11 Congreso Latinocameri-

cano de Parasitologfa y 1 Cpngreso guatemalteco de pa-
rasitologfa y medicina tropifal, Guatemala 182

Cuba Cuba, €.A.; P.D. Marsden; A.F. Barreto; I. Roitman; A.
vexenat; L.M.P. de Lima y M.H.P. de Sa. 1984a.

Identification of human stoc

i1solateg torm patients with
sis in Tres 8racos, Bahia, B
Royal Society of Tropical

708-709.

ks of Leishmania spp.

mucocutaneous leishmania-—

razil. Transactions of the

Medicine and Hygiene 78:




79

Cuba Cuba, C.A.; E.A. LLanaos-Cuentas; A.C. Barreto; A.V. Ma-—
galhaes; E.L. Lago; S.G5. Reed y P.D. Marsden. 1984b.
Human mucocutanecus leishmaniasis in Tres Bracos, Bahia

Brazil. An area of Leishmania braziliensis transmission

I. Laboratory diagnosis. Revista da Sociedade Brasilei—
ra de Medicina Trapical 17(4): 161-167.

Cuba Cuba, C.A.; M.A. Miles; A. Vexenat; D.C. Barkerj; D. Mc-
mahon—-Fratt; J. Butcher y P.D. Marsden. 1985. A focus
of mucocutaneous leishmaniasis in Tres Bracos, Bahia,
Brazil: Characterization and identification of

Leishmania stocks isolated form man and dogs. Trans-—

actions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene 36(2): 270-287.
Evans, D.A. 1978. Kinetoplastida. En: Methads of cultivating

[}

parasites in vitro". Taylor, A.E.R. v J.R. Baker,
editores. Academic Press, Londres 55-88.
Evans, D.A.; S.M. Lancham; C.I. Baldwin vy W.Peters. 1984.

The isolation and lscenzyme characterization of

Leishmania braziliensis subsp. from patients with

cutaneous leishmaniasis acquired in Belize. Transact-—

lons of the Royal Society of Traopical Medicine and "

Hygiene 78: 35-42.
Franke, E.D.; P.B. McGreevy; S.P. Katz y D.L. Sacks. 1985,
Growth cycle-dependent generation of complement—

resistant Leishmania promastigotes. The Journal of




100

Immunology 134(4): 2713-2718.
Fuentes, M.A.D. 1988. Evaluacidn ge cinco agentes antimicro-
biales para la eliminacidn dye contaminacidn microbiana
en el cultivo de L. brazilietsis. Sin publicar.
Grimaldi,G.3; C.L. Jaffe; D.McMahon-Pratt vy A. Falqueto,
1984. A simple procedure for the isolation of
leishmanial parasites and f@¢r the recovery of parasite
virulence 1in avirulent stdcks. Transactions of the
Royal Society of Tropical| Medicine and Hygiene 78:

560.

Grimaldi,G.; J.R. David y |D. McMahon-Pratt. 1987.

Identification and distritutjon of New World Leishmania
gpecies characterized by serodeme analysis using
monoclonal antibodies. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene 3&(2):|270-287.

Grogl,M. y M.F. Torres. 1987. Biologia molecular y diagnds-—
tica de la leishmaniasis. H#n: Memorias. VIII Congreso
latinoamericano de parasitolcgfa y I Congresco guatemal-
teco de parasitologia y medicina tropical, Guatemala
168-174.

._Hgnqri;kE,L. y N. Wright. 1279. Diagnosis of cutaneous
leishmaniaéis by in vitro cyltivation of saline
aspirates in Schneider’'s Drosgophila Medium. The
American Society of Tropical'Medicine and Hygiene,

28(6): 762964




101

Hill, J.a. 1983, Quantitation of Leishmania tropica major

by its ability to form distinct colonies on agar-based
media. Journal of Parasitology 69{(&6): 1068-1071,

Hill, J.0.; R.J. North; y F.M. Collins. 1983. Advantages of
measuring changes 1in the number of viable parasites in
murine models of experimental cutaneous leishmaniasis.
Infection and Immunity 3I%{(3):1087-10%94,

lovannisci, D.M. y B. Ullman. 1983. High efficiency plating

method for Leishmania promastigotes in semidefined or

completely—defined medium. Journal of Parasitology
6 (d): 633-636.
Jadin, J.M. y J. Creemles. 1966. L 'ultrastructure des formes

en rosaces de Leishmania tropica, Wright 1903. Annales

de la Societe Belge de Medecine Tropicale 4&6: 349-354.

Katz, M. s D.D. Despommier vy R. Gwadz. 1982. Parasitic
Diseases. Springer~Verlag, New York 264pp.

Kelley, P.W.; M. Grogl; W.R. Ballou; J.D. Bermanj; D. Gordon
y £E. Rowton. 1987. Leishmaniasis cutdnea en el Ejército
de Guatemala: una encuesta clfnica y epidemioldgica.
En: Memorias. VIII Congreso latinogamericano de parasi-
tologfa y I Congresoc guatemalteco de parasitolbgfa y

medicina tropical, Guatemala 183.

Keppel, A.D. vy J. Janovy. 1980. Morphology of Leishmania
dongvani colonies on blood agar plates. Journal of

Parasitology 6&6(35): 849-851.




102

Kern, P. 1981. Leishmaniasis. ANt

203-223.

Kimber, CT.D; D.A. Evans; B.L. Robi

Control of yeast contaminatio

the "in vitro® cultivation of

Tropical Medicine and Parasit

Levine, N.D.; J.0. Corliss; F.E.G.

etc. 1980. A newly revised cl

zoa. Journal of Protozoology

R.M.; P. Rose vy D.S.

Low—a—chee,

of cutaneous leishmaniasis

clinical and laboratory aspe

Medicine and Parasitolegy 77

1987. con

R. Experiencias

Lujan,

modelos experimentales de le

VIII Congreso latinoamericano

greso guatemal teco de p
tropical, Guatemala 163-166.
Mansour, N.S.3 J. Hady vy E. McGq

liquid medium for Leishmania

59(6):1088-1090.
J-

Marin,F.; Carcia g LOmasg

ver . 1982. Cultivation of

different media for promastigd

Tropical Medicine and Parasitg

M.P.b&

ibiotics Chemotherapy 30:

hson y W. Peters. 1281.

N with S5-fluorocytosine in

Leishmania spp. Annals of

blogy 73(4): 453-454.

Cox; G. Deroux; J. Grainj

hessification of the proto-—
27(1): 3I7-98.

Ridiey. 1983. An outbreak

in GBGuyana: epidemiology,

rts. Annals of Tropical

(3} 255-260.

primates no humanos como

ishmaniasis. En: Memorias.

de parasitologia v I Con-—

hrasitologia y medicina

bnnel 1. 1973, A modified

Journal of Parasitology

5. Penarrubia vy J. Penal-

Leishmania: Comparison of

bte cultivation. Annals of

blogy 76(6&): H07-613.




103

Marinkelle, C.J. 1981. The practical impaortance of culturing
Leishmania isolated from patients with cutaneous or
mucoéutaneous leishmaniasis. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene 753(4): &09-
610,

Markell, E.K. y M. Voge. 1981, Medical Parasitology. 5S5a. ed.
W.B. Saunders Co., New York 374pp.

Mayorga, M.M. 1988. Cultivo de Leishmania braziliensis vy L.

mexicana: Comparacidn de diferentes medios de cultivo
para promastigotes. Sin publicar.

Melo, M.N, 1981, Cultivation of Leishmania in chemically
defined media. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiemne 75(5):756.

Navin, T.R.; £.C. Krug y R.D. Pearson. Effect of IgM from

normal serum on Leishmania donoeovani promastigote

agglutination, complement-mediated killing, and phago-
Cytosis by human monocytes. Sin publicar.

Navin, T.R. 1987. Tratamiento de Leishmaniasis. En: Memo-
rias. VIII Congreso latinoamericano de parasitologfa v
I Congreso guatemalteco de parasitologfia vy medicina
tropical, Guatemala 177-180.

Neva, F.A. 1982, Diagnosis and treatﬁent of cutaneous leish-
maniasis. En: Current cleared topics in infectious
diseases, Vol. 3. Remington, J.S. y M.N. Swartz, edito-

res. Mc.Graw-Hill Book Co. 3&4-380.




104

Pearson,

Ray,

Ridley,

Robles,M.

Shaw,

Hygiene 73(1):127.
Srivastava, L. y V.K. Srivas
ferent culture media

Steig

Torres,

R.D. 19B4. Leishmani
Hospital Practice Mavo
R. y A.C. Ghose. 19

donovani in vitro in a h

medium. Indian Journal g

Pb.5. 1980. A hi

cutaneous leishmaniasis

sion.

Medicine and Hygiene 74

1987. Tratamiento

criocirugfa. En: Memoria

cano de parasitologfa y

parasitologfa y medicina

J.J. vy R. Lainson. 1781

members of the Leishman

lasis: The pathologic spectrum.
10CE~-10GUX.
BO. Cultivation of Leishmania

igh vielding liquid culture
f Medical Research 71:203-206.

stological classification of

and its geographical expres-

Transactions of the Royal Society of Tropical

{4} 515-521.
He leishmaniasis cutanea con

VIII Congreso latinoameri-—

Bs.
I Congreso guatemalteco de

tropical, Guatemala 181.

The "in vitro" cultivation of

ia braziliensis complex. Trans—

actions of the Royal Soc

donovani. Journal of Com

R.F. vy E. Steiger.

er,

cultivating Leishmania d

iety of Tropical Medicine and

kava. 1980. Evolution of dif-
for isplation of Leishmania
mon Disease 12(4): 18B-1%1.

1?76. A defined medium for

bnovani and L. braziliensis.

Journal of Parasitology
M.F. 19B6. Leishmani

morias. III Congreso Nac

62:1010-1011.

&s1is en Buatemala 17B&. En: Me-—

jonal de Microbiologia,




105

Guatemala 133-138.

Torres, M.F. y H. Figueroa. 1987. Historia del género
Leishmania. En: Memorias. Vi1l Congreso latinoameri-
cano de parasitologia y I Congreso guatemalteco de pa-
rasitologfa y medicina tropical, Guatemala 151-156.

Travi, B. 1987. vectores y reservorios de leishmaniasis te-
gumentaria: un problema sin resolver. En: Memorias.
V111l Congreso latinoamericano de parasitologfa y 1 Con-—-
greso guatemal teco de parasitolog{a y medicina tropi-
cal, Guatemala 157.

Urjel, R.; M. Recacoechea; C. La Fuente y H. Orellana. 1983.
A simple method for the collection of material from
cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis lesions.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene 78:708-70%.

Walton, B.C.; R.W. Intermill y M.E. Hadjuk. 1977a, Dif-
ferences in biological characteristics of three
Leishmania isolates from patients with espundia. The
American Journal of Tropical Medicine and Hygilene
24: B50-855.

Waltaon, B.C.; J.J. Shaw y R. Lainson. 1977b. Ubservations on

the "in vitro" cultivation of Leishmania braziliensis.

Journmal of Parasitology 63(6): 1118-111%.
Weigle, K.A.; M. de Davalos; P. Herediaj; R.Molineros; N.G.

Saravia vy A. D'Alessandro. 1987. Diagnosis of cutaneous



106

Wilson,

Windholz,

Zuckerman,

and mucocutaneous leishmanig

son of seven methods. Journd
and Hygiene 3&(3): 48%-49%6.
H.R.3; B.S. Dieckmannj; G.

braziliensis and Leishmania

sis in Colombia: A compari-

1 of the Tropical Medicine

£E. Childs. 1979. Leishmania

mexicana: Experimental

cutaneous infections in gol

Parasitology 47: 270-283.

M. editor. 197&. The

Merck and Co., Inc., New Jer

A. vy R. Lainson. 1977

Protozoa Vol I. Kreier,

New York G57-125.

J. A

den hamsters. Experimental

Merck Index. %a. edicidn.
sey 6&07.
. Leishmania. En: Parasitic

. editor. Academic Press,




	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	Page 55
	Page 56
	Page 57
	Page 58
	Page 59
	Page 60
	Page 61
	Page 62
	Page 63
	Page 64
	Page 65
	Page 66
	Page 67
	Page 68
	Page 69
	Page 70
	Page 71
	Page 72
	Page 73
	Page 74
	Page 75
	Page 76
	Page 77
	Page 78
	Page 79
	Page 80
	Page 81
	Page 82
	Page 83
	Page 84
	Page 85
	Page 86
	Page 87
	Page 88
	Page 89
	Page 90
	Page 91
	Page 92
	Page 93
	Page 94
	Page 95
	Page 96
	Page 97
	Page 98
	Page 99
	Page 100
	Page 101
	Page 102
	Page 103
	Page 104
	Page 105
	Page 106
	Page 107
	Page 108
	Page 109
	Page 110
	Page 111
	Page 112
	Page 113
	Page 114
	Page 115
	Page 116
	Page 117
	Page 118
	Page 119
	Page 120
	Page 121
	Page 122

