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RESUMEN

La contaminacién de cultivos DOI microorganismos
oportunistas es un problema serio para las entidades gque se
dedican al estudio de enfermedades parasitarias, en donde
parte de la investigacién consta del cultivo del
microorganismo en laboratorio y algunas veces en el campo.

El conocimiento sobre el uso de agentes antimicrobiales
y sus dosis en el cultivo de Leishmania in vitro es escaso.
La penicilina, antibiético de conocimiento universal, se
utiliza frecuentemente sSolo o en combinacién con otros
agentes, tales como gentamicina o estreptomicina. Los
antimicéticos son menos conocidos y por lo tanto su uso no
es tan frecuente.

Se utilizaron cultivos de dos subespecies de Leishmania
braziliensis para la evaluacién de los antibiéticos
penicilina, gentamicina, estreptomicina y amikacina y el
antimicético 65-fluorocitosina en concentraciones de 9, 58,
18@ y 280 ug/ml. El medio utilizado fue Evans, combinado con

sangre, como la fase sélida y Schneider, combinado con suero

fetal de ternero, como sobrenadante o fase 1ligquida. Se
hicieron tres experimentos por separado: con L.
braziliensis ssp. (subespecie no determinada) proveniente
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de lesidén humana, con L. braziliensis braziliensis
proveniente de lesién humana y con L. braziliensis
braziliensis proveniente de lesién de hamster. En los tres
experimentos se evaluaron los 5 agentes en sus 4

concentraciones.

Se hicieron conteos diarios de la poblacién
(promastigotes viables por mililitro de medio) tomando como
criterio de viabilidad la presencia de movimientc flagelar
en los parédsitos. Se trazaron curvas de crecimiento con
medidas de tendencia central.

Hubo diferencia significativa en el crecimiento de 1a
subespecie no determinada respecto de la L. b. braziliensis,
sin ftomar en cuenta el tipo de agente o la concentracién a
la cual se encontraba. Segan los aspectos evaluados, L.
braziliensis braziliensis crecié mejor que L. braziliensis
ssp. Por otro lade, no hubo diferencia significativa entre
agentes o entre concentraciones, Aparentemente, ningan
agente inhibié el crecimiento del parasito a las
concentraciones probadas.

En g¢general, se recomienda utilizar cualgquiera de los
antibiéticos en combinacién con el antimicético para reducir
el riesgo de contaminacién de bacterias y hongos. La
concentrac}én puede gquedar a criterio del investigador.

Xiii



I INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una causa importante de morbilidad
y mortalidad de los paises en desarrollo {(Pearson 1984). En
el humano, comprende un espectro heterogéneo de infecciones,
Se distinguen tres formas principales: leishmaniasis
cutdnea, mucocutAnea y visceral, en donde el tipo visceral
es potencialmeﬁte letal. La infeccién es causada por
protozoos del género Leishmania y transmitidas por las
hembras flebotominas (moscas de arena) FPhlebotomus,
Psychodopygus, Sergentomyia y Lutzomyia (ver Apéndice 1I).
LLa ocurrencia de leishmaniasis cutAnea se restringe a Areas
selvAticas con alta humedad y temperatura, en donde los
vectores estdan presentes. Personal militar, viajeros y
trabajadores en Areas endémicas pueden adquirir la
enfermedad e importarla a Areas no endémicas. El periodoc de
incubacién varia de meses a varios afios. Otras formas de
transmisién, por ejemplo, via transfusién sanguinea o0

contagio también deben considerarse (Kern 1981).

Por ser una enfermedad tropical incidente y prevalente,
la 1leishmaniasis ha sido selecciconada por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) como una de las seis enfermedades

principales a estudiar en su Programa Especial de



Investigacién y Entrenamiento de Enfermedades Tropicales

(Pearson 1984}).

La leishmaniasis cutéanea es causada en Latino América

por los complejos (grupos de pardsitos con propledades

biolégicas Yy bioguimicas comunes) L. mexicana y L.
braziliensis; y en Africa, Medio Oriente Y Europa
Mediterrdnea por el complejo L. tropica. Los sindromes

clinicos, vectores y especies de Leishmania varian segan la
localizacién geografica (Pearson 1984). Los compledjos
representantes de la leishmaniasis cutdnea del Nuevo Mundo
tienen las siguientes caracteristicas:

(1) El complejo de Leishmania mexicana, pardsitos gque
causan principalmente lesiones cutineas en humanos, tienden
a crecer bilen en medios de cultivo y producen lesiones
metastdsicas prominentes cuando se inoculan en hamsters.

{(2) El complejo de Leishmania brazilienéis, pardsitos que
causan lesiones cutdneas y mucocutineas en humanos, crecen
relativamente poco en medios de cultivo vy tienen poca

virulencia en hamsters (Brown y Neva 1983),

El diagnéstico de leishmaniasis cutdnea se basa en la
toma de muestra de la lesién, seguida de la identificacién

del pardsito en frotes coloreados, el aislamiento del



pardsito en cultivos o en hamsters, o 1la evidencia
inmunelégica en el establecimiento clinico apropiado
(Pearson 1984). Existen varios métodos para tomar la muestra
de una lesién, dos de ellos son: la biopsia y el aspirado.
La biopsia consiste en cortar, con un bisturd estéril, un
trocito de piel de 1la lesién. Este se somete a cierto
procedimiento (maceracién y centrifugacién) antes de hacer
un cultive. El aspirado consiste en sacar liquido de la
lesién con una jeringa estéril. Este liguido se somete a
centrifugacién antes de inocularse, Al mismo tiempo, la
demostracién y el cultivo de los pardsitos en lesiones de
pacientes se hace muy dificil por varias razones, tales
como el tamafio limitado de la muestra gue se pueda obtener,
el namero reducide de parasitos Y especialmente la
contaminacién secundaria por bacterias Y hongos

levaduriformes (Palomino et al. 1983).

Para todo cultivo de organismos in vitro se requieren
condiciones asépticas. En el medio ambiente existen
microorganismos que pueden crecer accidentalmente en los
medios de cultivo. En las muestras de lesiones también
estdn presentes microorganismos que eventualmente contaminan
el cultivo, estos pueden ser los gue dgeneralmente causan

infeccién secundaria o los gue forman la flora natural de la



piel. Tanto los ambientales como los de la lesiédn tienen un
efecto negativo, ya que inhiben el desarrollo normal deil
organismo en el cultivo al crearse la competencia por los

nutrientes.

Una técnica aséptica intenta eliminar estos
microorganismos contaminantes oportunistas. Esto requiere
de limpieza de manos y uso de guantes. Asimismo, el equipo
debe estar estéril pudiéndose usar varios métodos como, por
ejemplo, calor (horno), calor + humedad relativa alta y
presién {autoclave), radiacién (rayes X, UV, gama) o
compuestos guimicos {(é6xido de etileno, antibidéticos). Sin
embargo, a pesar de dque los medios de cultivo estén
estériles, puede darse contaminacién por la exposicién ai
medioc ambiente, siendo ésta, resultante del manejo
prolongado. Por esta razén es necesario utilizar otros
recursos., Tal es el caso de los antibidéticos que se afiaden
a medios de cultivo para evitar o reducir el crecimiento de
hongos y bacterias, mientras que permiten el crecimiento del

organismo en estudio.

Los antibidéticos se definen como sustancias gquimicas
producidas por microorganismos de diversas especies, 1los

cuales reprimen la preoliferacién de otros organismos ¥y en



muches casos los destruyen. Estas sustancias presentan
diferencias considerables en sus propledades guimicas,
fisicas y farmacolégicas, en el espectro antibacteriano y en

el mecanismo de accidén (Goodman y Gilman 1988).

Las propiedades due se buscan en el antibiético ideal
son dos: gue la actividad antimicrobiana sea selectiva vy
eficaz ¥ que su acciédn sea bactericida y no bacteriostatica.
El resultado primordial de 1la actividad antibiética se
traduce en un retraso del desarrollec bacteriano. Cuando su
concentracidn es lo suficientemente elevada, algunos
antibidticos matan las bacterias tanto in vivo como in vitro

(Goodman y Gilman 1988).

Los antibiéticos actuales pueden clasificarse en
varios 4grupos tomando como base su mecanismo de accién:
1) antibiéticos que inhiben la sintesis de la membrana de
la célula bacteriana (ej: penicilinas), 2) agentes que
modifican la permeabilidad de la membrana celular (ej: los
agentes antimicéticos de polieno, nistatina y anfotericinajl,
3) agentes que inhiben principalmente la sintesis de
proteinas por sus efectos sobre los ribosomas (ej:
aminocglucésidos), 4} agentes que afectan el metabolismo del

aAcido nucleico (ej: rifampina) y 5] antimetabolitos



{ej: sulfonamidas). Aunque esta clasificacién parece
valedera en la actualidad funddndose en 1los datos
disponibles, quizi necesite modificarse al reunir datos mas
definitivos. Adem&s, aan no se ha dilucidado el mecanismo

general de accién de algunos agentes (Goodman y Gilman 1988)

La penicilina es uno de los antibiéticos mas
importantes. Este antibiético es todavia el més
extensamente usado para el tratamiento de la infeccién. Hay
varios factores que influyen en la actividad de la

penicilina y gque tienen importancia en terapéutica, en el
bioensayo y en la determinacién de la sensibilidad de las
bacterias. La estabilidad del antibiético influye
evidentemente en la potencia. Las variaciones en 1la
composicién del medio de cultivo influyen poco en la
potencia del medicamento determinada in vitro. La mayoria
de 1los componentes de los tejidos, 1la sangre y el pus, no
estorban en grado notable. No se conoce ningfn antagonista
estructural de la penicilina. El antibiético es mucho mas
activo contra bacterias, principalmente grampositivas, en la
fase logaritmica de proliferacién y no tiene ningin efecto
sobre microorganismos en la fase de rezagoe (Goodman y Gilman

198@).



Los antibiéticos aminoglucésidos cComo la
estreptomicina, gentamicina y kanamicina son drogas que
contienen aminoazicares en® enlace glucosidico. Estos se
utilizan casi exclusivamente para tratar infecciones
causadas por bacterias gramnegativas (Goodman y Gilman

15849).

Comﬁnménte se afiaden agentes antibacteriales a cultivos
de Leishmania para reducir el riesgo de contaminacién por
bacterias. Con frecuencia se wutiliza penicilina vy un
aminoglucédésido, ya sea gentamicina o estreptomicina. A
pesar del gran uso de los agentes antibacteriales, se conoce
poco acerca del grado al.cual diferentes concentraciones
pueden inhibir el crecimiento de Leishmania (Navin y Pearson

1587).

En realidad no existe mucha informaciédn sobre cuidl es
el antibidético mads apropiade y su concentracién éptima.
Unicamente existen datos de cémo han sido utilizados en
experimentos, pero no hay estudios comparativos. Por
ejemplo, se obtuvieron promastigotes de Leishmania tropica
de cultivos en la fase logaritmica y los inocularon en medio
fresco a una concentracién de 1 X 10® promastigotes por ml.

El medio utilizado fue medio 199 con sales Earle



balanceadas, 208% de FCS {(fetal calf serum o suero fetal de
ternero) inactivado caliente, 12 mM Hepes {N-
Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethanesulfonic Acid}, 20 mM L-
glutamina y penicilina-estreptomicina (58 wug/ml) (Sacks vy
Perkins 1984). Por otro lado, se mantuvo el parasito de
leishmaniasis cutdnea por pase en ratones BALB/1i, sequido de
pase in vitro en medio de insecto Grace {(GIBCO). El medio
Grace fue suplementado con penicilina {184 U/ml),
estreptomicina {1#8d ug/ml), gentamicina (5@ ug/ml) y 28% de
suero fetal de ternero. Se encontré gue el crecimiento en
este medio es comparable con el medio sobrenadante dif&sico
de sangre de conejo (Hill et al. 1983). En otro ejemplo, se
agregé a su medio de crecimiento penicilina (188 IU/ml) ¥y
estreptomicina (180 ug/ml) al momentc de inoculacién para
proteger al parédsito en crecimiento de la contaminacién

accidental por bacterias {Chaudhuri et al. 1982).

Agentes antibacteriales, usualmente penicilina-
estreptomicina, han sido desde hace tiempo aditivos
rutinarios en medios de aislamiento para evitar el
crecimiento de contaminantes. El uso de antimicéticos para

prevenir la contaminacién por hongos parece ser gue Sse

evitaba porque se creia que eran datinos para los parasitos,



ya que también son organismos eucariotas (Palomino et al.

1583).

Como puede verse, no existe un patrén generalizado de
la utilizacién de antibiéticos, y parece ser que cada
investigador lo utiliza a su conveniencia. El cultivo de
Leishmania en laboratorio es importante tanto para el
diagnéstico como para la investigacién de 1la enfermedad.
Por eso, en el presente trabajo se evaluaron 5 agentes
antimicrobiales en cultivo de Leishmania in vitro para ver
cual permite un crecimiento satisfactorio (sin

contaminantes) y asi poder dar alguna recomendacién.



I1 MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron cuatro antibiétices y un antimicético:
penicilina, gentamicina, estreptomicina, amikacina y 5-FC
{5-fluorociteosina). Cada uno se probé a cuatro diferentes
concentraciones ( @, 58, 100 y 208 ug/ml), utilizando tres
cepas de Leishmania braziliensis. El medio en donde se
mantuvieron éstas es Evans-Schneider (Evans c¢on agar +
sangre como inclinado y Schneider + sueroc fetal de ternero

como sobrenadante).

Se utilizé Evans-Schneider porgque era el medio
disponible y el recomendado por Medical Entomology Research
and Training Unit (MERTU). Se agregé medio de Schneider como
sobrenadante para obtener un medic ma&s nutritivo y porgque se
ha demostrado que el medio Schneider de Droscphila (GIBCO)
mas 38% de suero fetal de ternero inactivade caliente ¥y
antibiéticos es mds efectivo gque el medic NNN (Novy Nicolle
MacNeal) difasico para el aislamiento primario de
leishmaniasis cutadnea de seres humanos. Ademds, los
promastigotes se pueden ver ocasionalmente después de sélo
18 horas de la inoculacién a causa de la gran sensibilidad

del medio Schneider (Chaves et al. 1982).
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Procedimiento:

A. Obtencién de las cepas.
Las cepas utilizadas fueron tres, con cada una se hizo
un experimento por separado. Estas son:
(1) L. braziliensis ssp., subespecie no determinada
(2) L. braziliensis braziliensis

(3) L. braziliensis braziliensis

Las primeras dos se obtuvieron de cultivos inoculados
con parasitos de las lesiones de pacientes (soldados que en
algin momento residieron en el departamento de El Petén,
Guatemala en donde adguirieron la infeccién) b 5e
mantuvieron en medio Evans-Schneider, Estas fueron
proporcionadas por el personal de MERTU de la Universidad
del Valle de Guatemala (UVG). La tercera se obtuvo de un
cultivo hecho de una 1lesién de hamster (Mesocricetus
auratus} de laboratorio gue habia sido inoculado 123 dias
atrés. Esta se.mantuvo también en medio Evans-Schneider vy

fue proporcionada por Teresa Samayoa, de la UVG,.

LLa especie de cada cepa fue determinada por el método
de sonda de DNA marcada con fésforo 32, usando como cepas de

referencia L. braziliensis quayanensis (WR677) y L. mexicana



12

mexicana (L1ll1) (Mérida et al. 1987).La subespecie fue

determinada por el andlisis de 9 isoenzimas, usando como

referencia lisados de cepas provenientes de 1a OMS. Las
cepas marcadas eran L. donovani chagasi, L. mexicana
mexicana, L. m. amazZonensis, L. braziliensis braziliensis,

L. b. guyanensis y L. b. panamensis (Navin et al. 1988}. La
informacidén resultante de estos procedimientos fue

proporcionada por MERTU (Ver CUADRO # 1).

CUADRO % 1

Determinacién de tres cepas de Leishmania hasta subespecie

por el método de sonda de DNA y por el método de iscenzimas.

CEPA ESPECIE SUBESPECIE
(segtn DNA) {segin isocenzimas)
1 L. braziliensis L. braziliensis ssp.*
2 L. braziliensis L. braziliensis braziliensis
3 L. braziliensis L. braziliensis braziliensis

* De esta cepa se compararon solamente 3 jsoenzimas, por lo

que no fue posible determinar hasta subespecie.
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Se hicieron 3 experimentos por separado (una cepa cada
vez). En cada uno se probd en duplicado 4 concentraciones y
5 antibiéticos, teniendo un total de 12# tubos (48 en cada
experimento). Por conveniencia, se le llamdé a la cepa 1

subespecie #l y a las cepas 2 y 3 (juntas) subespecie #2.

B. Preparacién del medio.
* Para el inclinado o fase sélida:
- Base de Evans:

Por ¢ada 1litro de aqua destilada, se agregdé 3 g
extracto de carne de res (0Oxoid Lab-Cemco L-29 Lot. 319),
5 g peptona bacteriolégica (Oxoid L-37 Lot. 293), 8 g
NaCl (Sigma Chemical Company Lot. 24F-8865) y 28 g agar

purificado (DIFCO).

El medio preparado se dividié en alicuotas de 8¢ mnl.
Estas se esterilizaron a 121 grados centigrados por 15

minutos aproximadamente,

La base gue no se utilizé el misme dia de preparacién,
se dejé enfriar a temperatura ambiente y luego se refrigerd
a 4 grados centigrados por un madximo de 68 dias. El dia de

utilizacién, se calentd la base y ya fundida se mezcld con
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sangre defibrinada. La base gue si se utilizé el dia de
preparacién, se dejd enfriar hasta 56 grados centigrados

aproximados y luego se mezclé con sangre defibrinada.

- Sangrado del coneijo:
La sangre se extrajo directamente del corazén de un
conejo con una jeringa estéril y se defibriné por agitacién

con perlas de vidrio.

Se llenaron los tubos de ensayo estériles con el Evans-
sangre en alicuotas de 2 ml en cada uno y se inclinaron
hasta gque se enfriaran. Cuando solidificé - el medio, se
incubaron a 27 grados centigrados por 48  horas, Se
descartaron los que mostraron algin tipo de crecimiento vy
los gue pasaron la "pruebé de esterilidad" se refrigeraron
a 4 grados centigrados hasta el dia de su uso o por un
maximo de 68 dias o un poco més.

* Para el sobrenadante o fase liguida:

- Schneider:

El medio de Schneider se hizo de preferencia el dia de
su utilizacidén, en la siguiente relaciédn: 79% de Schneider
{(GIBCO) en solucién (ver Apéndice 11), 28% de FCS (fetal
calf serum o suero fetal de ternero) y 1% del antibidtico

control (penicilina 8.1 mg/ml).
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C. Preparacién de los antibidéticos.
* Compuestos quimicos:
1. Penicilina G potAsica amortiguada
Pfizerpen, Pfizer Pfipharmecs
2. Amikacina No. A-365#8
Sigma Chemical Company Lot. 26F-0442
3. Sulfato de gentamicina No. G-3632
Sigma Chemical Company Lot. 85F-8853
4, Sulfato de estreptomicina Lot. 5-6581
Sigma Chemical Company Lot. 96F-0436
5., b5-Fluorocitosina No. F-7129
Sigma Chemical Company Lot. 35F-4822
Las concentraciones stock de los antibiéticos se
hicieron preferiblemente el dia de uso, en caso contrario se
congelaron a -78 grados centigrados por un maximo de 69

dias.

Como 58 wul de sclucién de antibiético se agregaba a
1888 ul de medio, se hicieron concentraciones stock (3 para
cada antibiético) 28 veces mas concentradas gque la

concentracién final (en el tubo}):



CONCENTRACION STOCK CONCENTRACION FINAL
1 mg/ml 50 ug/ml
2 mg/ml 180 ug/ml
4 mg/ml 288 ug/ml

Se hicieron las soluciones stock para cada antibiético
con agua destilada, se esterilizaron por filtracién (MILLEX-
GV @.22 um, MILLIPORE) y se guardaron en alicuotas de 1 ml

en frasquitos estériles para congelar.

D. Inoculacién, crecimiento y medidas.

En cada experimento, los promastigotes aislados =se
inocularon a una concentracién aproximada de 1 X 108* en los
tubos ya preparados. Los tubos sembrados se mantuvieron en
una incubadora cuyo rango de temperatura fue 22-26 grados

centigrados.

El crecimiento de poblacién en cada tubo se determind

por conteos diarios de la concentracién de promastigotes, es

decir numero de promastigotes viables por ml de
sobrenadante. Estos se iniciaron al tercer dia de la
inoculacién y terminaron al vigésimo tercero. El criterto

de viabilidad que se utilizé fue la presencia de movimiento
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flagelar en el organismo.

Para los conteos, se tomé una gota de sobrenadante con
una pipeta Pasteur estéril y se colocé en un hemocitémetro
Neubauer (American Optical) y se observé en un microscopio
binocular a un aumento de 458X. Cada organismo observado
representa una concentracién de 1 X 18* prom./ml. de medio.
Cuando el ntimero de promastigotes era tan alto que
dificultaba el conteo, se hicieron diluciones con PBS
(phosphate buffered saline o solucién amortiguada con sales
fosfatadas). Generalmente, si la concentracién estaba entre
1 X 185 y 1 X 187 se tomd un volumen de sobrenadante por
cada 18 de PBS (proporcién 1:18) y si la concentracién era
mayor de 1 X 107 la proporcién se hizo 1:188. Se colocéd una
gota de la dilucién en el hemocitémetro, se contd de forma
regular y el dato obtenido se multiplicé por el valor de

correccién (18 &6 18@ dependiendo de la dilucién).

Con los datos de los conteos se sacaron medidas de
tendencia central (media y mediana) y se trazaron curvas que
muestran el crecimiento de [Leishmania bajo distintas

condiciones.



111 RESULTADOS

Antes del andlisis estadi{stico, 1los conteos diarios de
promastigotes se registraron mediante graficas de
concentracién (promastigotes/ml de medio)} versus tiempo
(dias). Se hizo una gréfica por cultivo. Luego 1las
graficas se agruparon segtn lo que se gueria demostrar. Por
ejemplo, la Fiqura 1 muestra el crecimiento promedio de la
subespecie 1 o L. braziliensis ssp. (linea continua) y de la
subespecie 2 o L. b. braziliensis (linea discontinua} . Es
importante recordar que la subespecie 1 estd formada por la
cepa (1) y la subespecie 2 estd formada por las cepas (2) ¥y
(3). Esto se hizo por conveniencia, ya que las cepas (2) Yy
(3) fueron determinadas como la misma subespecie y la cepa
(1) no fue determinada hasta subespecie. Para trazar las
lineas de 1la Figura 1, se promediaron los valores de cada
dia y de cada subespecie, sin tocmar en cuenta el antibiético
o la concentracién. Se puede observar que las curvas varian
en sus valores (la subespecie 2 alcanzdé valores méds altos

que la 1) pero la tendencia es la misma.

En las Figquras 2 a 6, se muestra el crecimiento de L.

braziliensis (sin tomar en cuenta 1la subespecie) bajo el
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efecto de cada antibiético (uno en cada figura)} y sus
respectivas concentraciones. La diferencia entre estas
Figuras y 1la Figura 1 es gue en estas cinco, se utilizé
medianas en vez de medias (o promedios) como en la primera.
Tanto las medianas como las medias son medidas de tendencia
central. La razén de utilizar medianas es para demostrar
que en algunos casos la concentracién de promastigotes fue
menor © igual a 1 X 1d@94, Si se hubiera utilizado medias o
promedios, el wvalor se hubiera redondeado a un valor mas
alto y por lo tanto no se detectaria en las graficas. En Jfa
Figura 1 si se utilizaron medias, porque el propésito de la

. . s s S
grafica es demostrar dnicamente el crecimiento de las

i3
L&

-subespecies en una curva mAs uniforme, para as| observar mas
claramente la tendencia del crecimiento. Las Figuras 2 a 6
son mAs irregulares que la 1, pero también muestran clerta
tendencia. Los valores correspondientes a las Figuras 2 a 6

se encuentran en los Cuadros I1I-7 y III-8 del Apéndice III.

Los parametros de las curvas de crecimiento que se
tomaron en cuenta para evaluar las variables antibiético,

concentracién y subespecie son:
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-PICO o concentracién maxima alcanzada, que esta expresado

en nomero de promastigotes viables por mililitro de medio.

-DMAX o dia en gque se da el PICO, que esta expresado en
ntmero de dias que tarda en darse la concentracién maxima,

contados a partir del dia de inoculacién.

~-DIA6 o periodo en gue se da una concentracién mayor o igqual
a 1l X 18°, que estd expresado en cantidad de dias sean éstos

consecutivos o no.

~DIAl6 o dia en gue se da una concentracién mayor o igual a
1 X 149 por'primera vez, Qque estd expresado en namero de

dias contados a partir del dia de inoculacién.

Con los valores de estos pardmetros, sacados de la
curva de crecimiento trazada para cada cultive, se hicieron
Analisis de Varianza (ANDEVA) Trifactorlales. En cada uno
se comparé un parédmetro (PICO, DMAX, DIA6 o DIAl6)} contra
cada variable (antibiético, concentracién y subespecie).
Asi, en el Cuadro 2, se presenta la comparacién de PICO o
concentracién maxima versus cada antibiético, cada
concentracién y cada subespecie. También se presentan las

interacciones de doble via posibles entre las variables y la
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interaccién triple. 31 1los valores de la uvltima columna
{significancia de F o p) son menores que .058 (p < .954), la
fuente de variacién resulta significativamente diferente.
En el Cuadro 2 3610 subespecie (F=82.408, p < .850) muestra
diferencia significativa en cuanto a concentracién mixima
alcanzada, en donde la subespecie 2 o L. b. braziliensis

tiene los valores mas altos (ver Figura 1).

En el Cuadro 3 se presenta la comparacién de (DMAX) o
el dia en que se da la concentracién méxima versus cada
variable y las interacciones de doble y triple via entre
variables. En este cuadro, subespecie (F=55.157, p < .054d)
de nuevo resulta significativamente diferente. La
subespecie 1 o L. braziliensis ssp. tarda més dias en
obtener su concentracién maxima, lo que la hace
estadisticamente diferente a 1la subespecie 2 o L. b.

braziliensis,

En el Cuadro 4 se presenta la comparacién de (DIA6) o
periodo que se da una concentracién mayor o igual a 1 X 19°
versus cada variable y 1las interacciones correspondientes

entre variables. Otra vez la fuente de variacién subespecie
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(F=30.124, p < .850) es significativamente diferente. . Al
sacar los promedios, L. b. braziliensis (14 dias) tiene un
periodo mds largo gue L. braziliensis ssp. (12 dias}. En

este mismo cuadro, la interaccién antibidtico-subespecie
(F=3.059, p = .022 ) tiene diferencia significativa. Esto
indica gue hay una o mds combinaciones antibiético-
subespecie que muestra o muestran un mejor crecimiento en
cuanto al parametro DIA6. Como son cinco antibiéticos hay
gue hacer una comparacién miltiple (Prueba de Tukey) para
verificar cudl o cudles combinaciones son significativamente
diferentes (Zar 1984). El resumen de esta prueba para 1la
interaccién antibidtico-subespecie del Cuadro 4 se muestra
en el Cuadro 5. La hejor combinacidén resultante es 1la de
penicilina y L. b. braziliensis, que mostré el mejor
promedio para el pardmetro medido. La combinacién mas
significativamente diferente a la antes mencionada es
gentamicina y L. braziliensis ssp. Las demds combinaciones

son intermedias.
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En el Cuadro 6 se presenta la comparacién de (DIAl6)

o dia en que se da una concentracién de 1 X 18° por primera

vez versus cada variable Y las interacciones
correspondientes. La fuente de wvariacién subespecie
(F=20.836, p < .858) es significativamente diferente. Al

ver los promedios en dias de las subespecies, L. b.
braziliensis (1¢ dias) resulta alcanzar la concentracién
mencionada en menos dias gque L. braziliensis ssp. (12 dias).
En este mismo cuadro, hay dos interacciones gque tienen
diferencias significativas. Una es antibidtico-subespecie
(F=4.816, p < .858). En el Cuadro 7 se puede ver dgue 1la
mejor combinacién es penicilina y L. b. braziliensis gue
muestra el promedio mas bajo (para el parametro medido'es lo
mas conveniente) y la mas diferente a ésta es gentamicina L.
braziliensis ssp. Las demds combinaciones son intermedias.
La otra interaccién es concentracién-subespecie (F=4.668, p
= @18 ). En el Cuadro 8 se puede ver gue la mejor
combinacién es 188 ug/ml y L. braziliensis ssp. y la més
diferente a ésta es 160 ug/ml. Las deméds combinaciones son

intermedias.

En el Cuadro 9 se muestra la contaminacién resultante

de cada experimento y la contaminacién gque se obtuvo en
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forma global. Siete tubos de 128 fueron descartados, de
éstos cinco eran controles (concentracién antimicrobial = @
ug/ml}. Esto sugiere gque los agentes antimicrobiales si

benefician al cultivo, previniendo la contaminacién.
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CUADRO & 2

AnAlisis Trifactorial de varianza para la concentracién mixima de
promastigotes alcanzada comparada con antibiético, concentracién y
subespecie. p = .058 _

PICO (Concentracién madxima de promastigotes alcanzada)
por ANTIBIOTICO

CONCENTRACION

SUBESPECIE
Fuente de Suma de Grados de Media de
Variacién Cuadrados Libertad Cuadrados F p
Antibidtico 420766109,298 4 18519152.572 1.386 .276
Concentracién 6709482.44¢ 3 2236494.147 .278 .841
Subespecie 663707948.879 1 663797948 .90949 82.448 .gpge
Interaccién
Anti-Conc 164971188.181 12 8747592. 386 1.686 .384
Anti-Subesp 6989918.164 4 1522479.541 .189 .943
Conc-Subesp 1171442.339 3 398489.7717 .848 .986
Anti-Conc-Subesp 56346666.578 12 4695555.548 .583 .849
Explicado 885261194.288 39 22699094.982
Residual 684445361.833 75 8953938.158
Total 1489396556.12 114 13664992.598

¥ = Valor menor que .P#%9, estadisticamente significativo.
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CUADRO # 3

Anilisis trifactorial de varianza para el dia en que se obtuvo 1la
concentracién méxima de promastigotes comparada con antibiético,
concentracién y subespecie p = 95§

DMAX (Dia en que se da la concentracién mAxima de promastigotes)
por  ANTIBIOTICO

CONCENTRACION

SUBESPECIE
Fuente de Suma de Grados de Media de
Variacién Cuadrados Libertad Cuadrados F P
Antibiético 89,248 4 22.312 1.182 .326
Concentracién 95.081¢0 3 31.678 1.677 179
Subespecie ig4l.6l6 1 1041.616 55.157 .a4qe *
Interaccién
Anti-Conc 148.4380 12 11,783 .628 .819
Anti-Subesp 83.784 4 2¢.946 1.1489 . 359
Conc~-Subesp 127.419 3 42.473 2.249 .894@
Anti-Conc-Subesp 146.559 12 12.213 647 . 796
Explicado 1723.232 39 44.185
Residual 1416.333 75 18.884
Total 3139.565 114 27.5489

* = Valor menor gque .B58, estadisticamente significativo.




33

CUADRO § 4

Andlisis trifactorial de varianza para el pericdo en que se mantiene una
concentracién de promastigotes mayor o igual a 1 x 1#* expresado en dias
comparado con antibiético, concentracién y subespecie. p = .4#58

DIA6 (Dia en gue se tiene una concentracién mayor o igual a 1 x 10°%)
por  ANTIBIOTICO

CONCENTRACION

SUBESPECIE
Fuente de Suma de Grados de  Media de
Variacién Cuadrados Libertad Cuadrados F p
Antibiético 149.142 4 35.835 1.584 218
Concentracién 16.949 3 5.650 .243 .B66
Subespecie 781.718 1 781.718 30.124 .80@8 *
Interaccién
Anti-Conc 229.993 12 19.166 .823 .627
Anti-Subesp 284,993 4 71.248 3.859 922 *
Conc~-Subesp 157.652 3 52.551 2.256 .989
Anti-Conc-Subesp 228,764 12 18.397 . 198 .659
Explicado 1742.447 39 44.678
Residual 1747.083 75 23.294
Total 3489.538 il4 30.619

t = Valor menor que .B58, estadisticamente significativo.
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Resultados de la Prueba de Tukey de la interaccién antibiético-subespecie
pata el perfiodo en gue se mantiene una concentracién de promastigotes
mayor o igual a 1 X 18¢.

ANTIBIOTICO-SUBESPECIE

Peniciiina-L.
Gentamicina-L.
Estreptomicina-L.
5-FC-L.

5-FC-L,

Amikacina-L.

Penicilina-L.

Estreptomicina-L.

Amikacina-L.

Gentamicina-L.

(*) NOTA:

b. braziliensis
b. braziliensis
b, braziliensis
braziliensis ssp.
b. braziliensis
b. braziliensis

braziliensis ssp.

braziliensis ssp.

braziliensis ssp.

braziliensis ssp.

PROMEDIO
} DE DIAS

18.81
18.19
17.017
15.38
15.25
14.73
12.63
11.25
18.57

7.71

b TI T TR T L
oToUToUT
naonnna
[ PR = PR = N = PR . PR = P
oo

Los promedios con diferente ietra

son estadisticamente diferentes (p=8.85).

El promedio m&s alto representa la mejor

combinacién.

(*)
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CUADRO ¥ 6

Andlisis trifactorial de varianza para el dia en que se alcanza por primera
vez una concentracién de promastigotes mayor o igual a 1 x 18¢
comparado con antibiético, concentracidén y subeszpecie. p = .858

DIAL6 (Dia en gue se da una concentraciédn mayor o igual a 1 x 18° por
primera vez)
por ANTIBIOTICO

CONCERTRACION

SUBESPECIE
Fuente de Suma de Grados de Media de
Variacidn Cuadrados Libertad Cuadrados F p
Antibiético 68.574 4 17.144 1.891 .367
Concentraclén 43.748 3 14.567 L9217 .432
Subespecie 327.316 1 327.316 28.836 .pag %
Interaccién
Anti-Conc 234.958 12 19.588 1.246 .269
Antl-Subesp 252.368 4 63.9092 4.816 .95 =
Conc-Subesp 191.734 3 63.911 4.068 .18 =
Antl-Conc-Subesp 253,368 12 21.114 1.344 .213
Expiicado 1362.825 39 34.944
Reslidual 1178.167 75 15.789
Total 2548.991 114 22.289

* = Valor menor que .#50, estadisticamente Significativo.
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CUADRO # 7

Resultados de la Prueba de Tukey de la interaccién antibiético-subespecie
para el dia en que se alcanza por primera vez una concentracién de
promastigotes mayor o igual a 1 X 1#¢.

ANTIBIOTICO-SUBESPECIE PROMEDIO {(*)
¥ DE DIAS
Gentamicina-L. braziliensis ssp. 14,089 a

Penicilina-L. braziliensis ssp. 18.63 ab
Amikacina~-L. braziliensis ssp. 10.29 abe
Estreptomicina-L. braziliensis ssp. 10.60 abe
Amikacina-L. b. braziliensis 8.53 be
5-FC-I.. b. braziliensis 8,31 bc
5-FC~L. braziliensis ssp. 7.25 be
Estreptomicina~-L. b. braziliensis 6.64 be
Gentamicina-L. b. braziliensis 5.75 be
Penicilina-L. b. braziliensis 5.60 c

- {%) NOTA: Los promedios con diferente letra
son estadisticamente diferentes (p=#.85).
El promedio mds bajo representa la mejor
combinacién.
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Resultados de la Prueba de Tukey de la interaccién concentracién-subespecie

para el dia en gque se alcanza por

promastigotes mayor o igual a 1 X 1#%.

CONCENTRACION-SUBESPECIE

198 ug/ml-L. braziliensis ssp.
5¢ ug/ml-L. braziliensis ssp.
9 ug/ml-L. braziliensis ssp.
@ ug/ml-L. b. braziliensis
208 ug/ml-L. b. braziliensis
206 ug/ml-L. braziliensis ssp.
59 ug/ml-L. b. braziliensis
188 ug/ml-L. b. braziliensis

primera vez una concentracién de

PROMEDIO (%)
¥ DE DIAS

12.59
i1.20
14.59
7.84
7.31
7.28
6.95
5.16

[T 1)
cooooo

naoaagna

(%) HNOTA: Los promedios con diferente letra
son estadi{sticamente diferentes (p=d.85).
El promedio mids bajo representa la mejor

combinacién.
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CUADRO § 9

Porcentajes de contaminacién en cultivos de L. braziliensis en medio de
Evans~Schneider.

% CONTAMINACION % CONTAMINACION OFENSIVA % TUBOS
EXPERIMENTO INOFENSIVA BACTERIAL BACTERIAS HONGOS DESCARTADOS
CEPA (1} 26.9 5.8 9.0 5.8
(n = 48)
CEPA (2) 12.5 2.5 2.5 5.0
(n = 48}
CEPA (3) 25.9 p.8 7.5 7.5
(n = 48} :
GLOBAL 19.9 2.5 3.3 5.8
(n = 128)

NOTA: E1 71.43% del total de tubos descartados pertenecia al grupo control
(tubos con # ug/ml de agente antimicrobial). '



IV DISCUSION

En resumen, L. b. brazilinesis creciéd mejor que L.
braziliensis ssp. respecto de todos los pardmetros que se
tomaron en cuenta: obtuvo valores mas altos de concentracién
maxima de promastigotes, esa concentracién la alcanzé mas
ripidamente, permanecié mas dias a una concentracién mayor o
igunal a 1 X 1¢¢ y alcanzé esa concentracién en menos dias.
La diferencia entre antibiéticos y concentraciones tomados

individualmente (sin interacciones) no fue significativa,

La evaluacién se hizo con base en 1las curvas de
crecimiento del paréasito (bajo el efecto de los diferentes
agentes y sus diferentes concentraciones). Estas se
trazaron con los datos de poblacién gque se obtuvieron a
través de conteos diarios. En general, en la curva de
crecimiento de un microorganismo se observan varias (fases:
la fase laqg o inicial (que a veces dura muy poco tiempo) en
donde los organismos crecen en tamafio pero no se reproducen,
la fase exponencial o logaritmica (log) en donde se da un
crecimiento acelerado de la poblacién, 1la fase estacionaria
en donde se observa un paro en el crecimiento de 1la

poblacidn (probablemente los organismos tengan un
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metabolisme lento, debido a condiciones adversas 0
desfavorables como escasez de aliwmento, el tiempco de
duracién depende de las condiciones del cultivoe y del
organismo en si) y la fase de declinacién o de muerte en

donde la poblacién decrece y eventualmente desaparece.

Para cada an&lisis de varianza que se hizo, se tomaron
en cuenta aspectos importantes en el estudio de Leishmania
cuando se cultivan in vitro. Estos se dedujeron de las
curvas de crecimiento. Por ejemplo, el nivel de nutrientes
en el medio es el factor limitante que determina la vida del
cultivo. Por esta razén, es importante saber cuidl es el
mayor ntmero de promastigotes viables por mililitro de medio
gue un cultivo puede alcanzar y a los cuantos dias del
inéculo se logra. La importancia radica en que un cultivo
presenta las fases antes mencionadas y que la poblacién en
el mismo estid limitada por el nivel de nutrientes en el
medio de cultivo. Cada cierto tiempo, dependiendo de la
calidad del medio gue se utilice y el tipo de organismo gque
se siembre, hay que llevaf a cabo un pase. Este consiste en
inocular un nuevo medio (o medio fresco) con una muestra del
cultivo anterior. Por lo tanto, si se conocen los aspectos
antes mencionados, es mas factible obtener una muestra

representativa del organismo (para lograr un pronto
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crecimiento en el nuevo medio) y conocer el dia més

apropiado para obtenerla y asi realizar el pase.

También es importante determinar el nimero de dias
necesarios para obtener una concentracién de 1 X 18°® y a los
cuantos dias se alcanza 1la misma por primera wvez. Una
concentracién de 1 X 19° es Gtil cuando se quiere ver que un
cultivo es positivo o se quiere hacer una estimacién de la
poblacién, ya que no es un ntmero ni muy bajo, ni muy alto
gque dificulte el conteo. Esta concentracién también es
ventajosa para el cultivo en si, ya que en este namero el
organismo no sufre de tensién o "stress". Esta condicién se
alcanza cuando hay una poblacién tan elevada que 1los
nutrientes son escasos y los organismos compiten por ellos.
Por otro lado, la competencia de nutrientes también se puede
dar entre el organismo inoculado y organismos contaminantes
como hongos y bacterias. Estos contaminantes son producto de
dos fuentes principalmente: el medio ambiente y la muestra
{que proviene de una lesién). En el medio ambiente existen
muchos microorganismos oportunistas que penetran y crecen en
los medios de cultivo qQque se exponen al mismo. Al hacer los
conteos, el abrir y cerrar los cultivos diariamente, aumenta
la probabilidad de contaminacién ambiental. La nmuestra,

como proviene de una lesién, muchas veces tiene infeccién
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secundaria que es de donde provienen los microorganismos
contaminantes. Segin un estudio de Samayoa (1988), de 1las
dos formas de toma de muestra que se utilizan {(la biopsia Yy
el aspirado), 1la primera provoca mas contaminacién. De los
tres experimentos que se realizaron aqui, precisamente en el
que se utilizé una muestra que provenia de una biopsia hecha
a hamster se observé el mayor porcentaje de contaminacién

(25%) (ver Cuadro # 9).

En 1los cultivos se observan rosetas; cuando 1la
concentracién esta arriba de 1 X 1@° promastigotes por ml.
Estas son agrupaciones de leishmanias, que parecen estar
atrafdas hacia un mismo punto. La formacién de rosetas
cuando se usa un medio inadecuado, 0 cuando el
microorganismo estid en la fase estacionaria de la curva de
crecimiento, indica que 1las rosetas se forman cuandec el
suplemento de nutrientes es inadecuado. Se ha sugerido que
el centro de una roseta estd ocupado por un promastigote en
degeneracién, que puede actuar como fuente de nutrientes
esenclales (Marin 1982). En otras palabras, cuando el
nimero de promastigotes es muy elevado y se observan_
rosetas, es fAcil asumir que las condiciones nutritivas del
medio son deficlentes y que el cultivo necesita de un pase.

La presencia de rosetas también puede ser indicativo de 1ia
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fase de crecimiento en la que el pardsito se encuentra. La
fase que mds sugiere es la estacionaria, gque es previa a la

de declinacién.

Tomando en cuenta 1los aspectos que Se evaluaron
estadisticamente, se puede decir que la subespecie #¥2 o L.
b. braziliensis crecié mejor que la subespecie #1l o L.
braziliensis ssp. Aunque la subespecie #1 fue determinada
dnicamente hasta especie por lo menos se puede asumir gue no
es L. braziliensis braziliensis, ya que es estadisticamente
diferente a la subespecie #2. Ademads, observadas bajo el
microscopio difieren en tamafio y la subespecie #2 resulta
ser mds grande que la #1, aungque no fueron medidas ya gque no

era de interés en el presente estudio.

En el caso de la L. braziliensis ssp. se hizo un solo
experimento, utilizando promastigotes gque habian sido
mantenidos a través de pases por mds de 4 meses. Grimaldi
(1984) afirma que hacer muchos pases de promastigotes in
vitro puede llevar a cambios en las caracteristicas
biolégicas, bioguimicas e inmunolégicas en el pardsito. Por
esta razén, el trabajo con promastigotes de Leishmania es
mejor si se lleva a cabo con cepas que 3Se han aislado

recientemente de animales. Tomando en cuenta esta



afirmacién, con L. b. braziliensis se hicleron dos
experimentos. Uno wutilizando una cepa ya aislada vy
mantenida por medio de pases y otro wutilizando una cepa
recien aislada de un hamster. Como no hubo diferencia en el
crecimiento, los datos de ambos experimentos se tomaron como
una sola muestra en el andlisis estadistico (ver Cuadro #

ITI-8, Apéndice [II).

Marinkelle (198]) reporta que a su conocimiento, la
variacién en el crecimiento de promastigotes de diferentes
Leishmania, en medios de cultivo distinteos, no se ha usado
rutinariamente para diferenciar Leishmania alslada de
pacientes. Esto sugiere que el crecimiento de diferentes
Leishmania puede variar segn el medio de cultive v,
efectivamente, ha sido comprobado por Mayorga (1988). Para
evitar la variacién gque diferentes medios de cultivo
pudieran provocar, se utilizé el mismo medio en 1los tres
experimentoes. Entre 1los componentes mads importantes gue
contiene la base (EVANS) estéan: glucosa como fuente de
energia, peptona como fuente de aminodcidos y NaCl como
estabilizador osmético. Esta, ademds, fue suplementada con
sangre de conejo. Ademds, contenia extracto de carne, que
segin Chaudhuri et al. (1982) posee sustancias necesarias

para el crecimiento de promastigotes de Leishmania. El
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sobrenadante (SCHNEIDER) contiene aminoéAcidos, sales

org4nicas y otros componentes (ver Apéndice II).

Respecto de antibiético y concentracién (toméndoloes en
cuenta de forma individual) no se observé gran diferencia,

aparentemente ningin antibiético inhibe el crecimiento de

Leishmania a las concentraciones probadas. Si se toma en
cuenta las interacciones, hubo algunas gque si dieron
diferencias significativas respecto de un aspecto. Por

ejemplo, respecto del periode en gque se mantiene una
concentracién de promastigotes mayor o igual a 1 X 1¢%,
ila interaccién antibiético-subespecie resulté
significativamente diferente. 8i se observa de nuevo el
Cuadro # 5, 1la deduccién general es gue L. b, braziliensis
se mantuvo mds dias a mAds de 1 X 1¢° promastigotes/ml que L.
braziliensis ssp. Otro ejemple es respecto del dia en gque
se - alcanza por primera vez la concentracién de 1 X 1@°

Aqui, las interacciones antibiético-subespecie y
concentracién-subespecie resultan significativamente
diferentes. BEs curioso notar agui gue uana misma
concentracién acthte tan diferente en dos subespecies, pero
hay gque tomar en cuenta gque no es necesariamente con el
mismo antibiético. Con estos resultados pareciera gue una

subespecie es mAs sensible gue la otra, pero si se observan
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las curvas de crecimiento se puede ver que tienen la misma
tendencia y que se comparan con la normal. Por otro lado,
estos resultados también sugieren gue las subespecies tienen
un comportamiento diferente de crecimiento. Es decir que
una crece mds gue la otra (obtiene valores mds altos) y no
precisamente que una sea md&s sensible gue la otra. Lainson
Yy Shaw (1978) reportan qgque existen dos tipos de L.
braziliensis, unas cepas qQue crecen rdpido y otras cepas Qque
crecen despacio. Esta podria serx otra posible respuesta. Lo
importante de mencionar agui es que, si se dieron algunas
interacciones con diferencias significativas, pero estas son
muy especificas y son respecto de un sclo aspecto. En
cambio, la variable subespecie cuando @ se toma
individualmente resulta significativamente diferente en
todos 1los aspectos evaluados. Las variables antibiético y
concentracién tomadas individualmente no son

estadisticamente diferentes.

A continuacién se muestra como varios autores han
utilizado agentes antimicrobiales en su investigacién con el
protozoo Leishmania:

- penicilina 566 IU/ml y estreptomicina 5880 ug/ml (Walton
et al. 1982) :

- penicilina 104 IU/ml y estreptomicina 184 ug/ml
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{Chaudhuri et al. 1982)

- penicilina 160 U/ml y estrep