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EL CULTIVO “IN VITRO” COMO INSTRUMENTO PRACTICO PARA EL
DIAGNOSTICO Y AISLAMIENTO PRIMARIO DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS
BRAZILIENSIS. 2. Estudios en pacientes de areas endémicas *
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RESUMEN

El cultivo “in vitro” de Leishmania braziliensis braziliensis constifuye un
método 1til en el trabajo de campo, para el aislamiento primaric de ésta subes-

pécie de Leishmania,

Cultivos en dos medios difdsicos de agar sangre (DAB y

EVANS) y dos medios liguidos (SCHNEIDER’S y AR-103} realizados en pacien-

tes con lesiones cutdneas de Leishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA) de-
mostraron: 1) Similar sensibilidad de los medios DAB y Schneider’s cuando uti-
lizamos €l procedimiento de aspiracién de las muestras con aguja. 2) Rendimien:

to sensible y reproducible, con €l medio DAB, cuando comparado, en repetidas
ocasiones, con el medio EVANS. 3) Incremento significativo en el aislamiento
primario de Leishmania braziliensis brazilensis mediante la ejecucion, en la mis-

ma lesion de cada paciente, de tres aspiraciones consecutivas en sitios diferen- :
tes de 1a tlcera activa (50% de positividad, con el medio DABY), o

UNITERMOS: Leishmaniose tegumentar — Leishmania braziliensis
braziliensis — Diagndstico pelo cultivo in vitre.

INTRODUCCION

Fl aislamiento del pardsito, en Leishmania-
sis Tegumentaria Americana (LTA), es todavia
necesario para el diagndstico y progndéstico de
la enfermedad 7. Las nuevas técnicas para la
identificacién “in situ” de los amastigotes de
Leishmania usando anticuerpos monocionales e
hibridizacion del k-DNA 22 no son todavia apli-
cables en la investigacion epidemioldgica de
campo. :

Un método de aislamiento de Leishmania
braziliensis bragziliensis insuficientemente explo-
rado, en Investizaciones de terreno, es el del
cultivo “in vitro” de los pardsitos de infeccio-
nes humanas4?. Observaciones evaluando la
sensibilidad de los medios de cultive recomen-
dados ? solamente son posibles de ser realiza-
das en dreas de reconocida endemicidad de la

L. b. bragiliensis, subespecie de dificil aisla-
miento v cultivo 1112,13,

Este trabajo presenta nuestros progressos
alcanzados a 1o largo de los ultimos 3 afios, en
el aislamiento de L. b. braziliensis de pacientes
con lesiones cutdneas de LTA en una drea de
estudio longitudinal en Bahia, Brasil 367, Los
resultados obtenidos sugieren que, el método
cultural es efectivo, sensible y practico en los
trabajos epidemioldégicos de ésta endemia.

MATERIAL Y METODOS
1) Los pacientes

Fueron comprendidos en ésie estudio, 9
series de pacientes investigados en las regiones
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endémicas de 'Trés Bracos, Cravolandia y Cor-
te de Pedra, Valencga, Bahia; ésta 1iltirna loca-
lidad proporciond 96% de los casos investiga-
dos. Todos eran pacientes sin tratamiento pre-
vio antileishmanial.

2) Procedimientos epn la demonstracién de
Leishmania

Para la realizacion de los cultivos en las
lesiones de los pacientes, limpidbamos cuidado-
samente la superficie del area a ser trabajada
mediante la utilizacidn en forma secuencial,
de los siguientes elementos: agua oxigenada,
agua destilads esteril con detergente, alecchol
yodado ¥ finalmente alcohol de 95%. Posterior-
mente, procediase a anestesiar por la infiltra-
cién de Lidocaine 2%.

La aspiracidn del material de las lesiones
fué hecha por dos procedimientos: 1) Por la
utilizacion de pipeta Pasteur, de punta afilada,
unida a una pequefia bombilla de jebe v, 2} Por
el uso de una jeringa de 5 ml! y aguja de 22g,
confeniendo 0.304 de ml de solucidn fisiols
gica esteril. La aspiracidn, en ambos proce-
dimientos. sigid las recomendaciones de HEN-
DRICKS & WRIGHT?®.

En un primer grupo de 33 pacientes ambos
procedimientos descritos fueron empleados
comparativamente. Posteriormente y en vista
de Ia ventaja préactica de agujas y jeringas des-
cartables, solamente, la aspiracién con éste ma-
terial fue empleada. '

Paralelamente fueron realizados frotices
(“improntas”) confeccionados con material de
biopsia (“punch”, 4 mm), o por raspado del
margen interno de las lesiones com palito de
fosforos ®, cuyos resultados no son presentados
en ésta comunicacién por ser tema de otra pu-
blicacidn.

3) Medios de cultive utilizados

Los medios empleados en el presente tra-
bajo fueron los mismos deseritos en trabajo an-
terior de ésta seriel¢. Citamos el SCHNEIDER'S
Drosophila Medium ¥, el DIFCO Blood Agar
Medium 2!, DAB, el AR 103 medic quimicamen-
te definido! y el medio de EVANSS, Todos
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los medios contenian Garamicing (Garamycin,
Schering, USA, 250 ug/ml de medio), y cuando
indicado, 5-Fluorocytosine (SIGMA, USA, 150
ug/mil}.

Todos los cultivos fueron incubados a 23°C
+ 1°C, y examinados diariamente por 7 dias
consecutivos vy, posteriormente, a los 15 y 30
dias pos indculo. Todas las cbservaciones fue
ron hechas en microscopio invertido, como de
rutina.

Posteriores estudios de aislamiento prima-
rio y diagndstico fueron efectuados en la lo-
calidad de Corte de Pedra, Bahia, empleando
comparativamente el Medio DAB y el EVANS.
E)l procedimiento empleado fué el de la aspi-
racion con aguja y jeringa de muestras de te-
jidos de las tlceras de pacientes cutdneos. To-
dos los cultivos positivos fueron transferidos
para el medio de propagacién de Schneider
(complementado con 20% de suero bovino fe-
tal) para la preparacion de masa de células pa-
ra identificacidn taxondémica.

Finglmente en los dltimos estudios, inocu-
lamos 3 Tubos de Medio DAB con muestras de
tejidos tomadas de tres diferentes sitios de la
misma tilcera de cada paciente (2 series de 49
¥ 15 pacientes con lesiones cutdaneas, reépectiva-
mente).

4) Identificacion del parasito

Los primerog 11 aislados (“stocks”; fue-
ron caracterizados e identificados por las téc
nicas de Anticuerpos monoclonales (IFAT — .
IgG7 , por el del padron iscenzimditico en ace-
fato de celulosa y/o el padrén de desarrolio en
Lutzomya whitmani5, Posteriormenie nosotros
encontramos. ser mas prictico el uso de los
anticuerpos monoclonales, utilizando estos
“marcadores” especificos y subespecie especi-
ficos para Leishmania.

5) Anilisis Estadistico

Las siguientes pruebas estadisticas fueron
aplicadas en el angdlisis de los datos; 1) Test
%2, ji cuadrada, 2) Test de Cochran, 3) Test “t”
Student’s.
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RESULTADOS

La TABLA I muestra que utilizando el
procedimiento del aspirado, con aguja y . jerin:
ga, 7 (21%) cepas de L. b. braziliensis fueron
aisladas en el medio de Schneider y, 5 (15%)
crecieron en el medio de agar sangre DIFCO

(DAB). Esos resultados no son significativa-
mente diferentes (=0.05). No obtuvimos dife-
rencia significativa cuando comparamos tam-
bién ambos procedimientos de colecta del ma-
terial de las lesiones (Pipeta Pasteur x Aspi-
rado, con aguja vy jeringa), en el estudio rea-
lizado con el medio DAB.

) TABLATI
Alslamiento primario v caracteristicas de crecimiento de Leishmania. Comparacion de tres medios de cultivo, dos
procedimientos de colecta de las muesiras y tiempp de aparecimiento de los promastigotes ‘“‘in vitro”

Paciente

Medio de cultivo/Procedimiento de cultive Tdentificacion
npe D A B Schneider AR-— 103 taxondmica del
Aspiracién . con Aspiracion Aspiracion aislago ***
pipeta pasteur  aguja con  aguja con aguja
I — —_— — J—
2 ——— — —_— —
3 —_ — — —
4 — _ — —
5 —_ — — —
8 —_ —_ — -
7 — — — —
8 — — — —
q — — ERST LA . —_ L. b. b. (I, MAbs)
10 -— — +(10) — L. b. b. (I, MAbs)
11 — -_— - —
12 — —_ —_ —_
13 +(2) -+(2) 42y - L. h. b. (I, MADS)
14 — — - -—
15 —_ — — —_—
18 (10} - — — L. b. b. (MAbs)
b4 +(4) — — — L. b. b. {(MAbs, §)
18 +{5) (15} —_ — L. b, b, (MAbs)
19 —_ -— —_ -
20 — +(15) -(15) —_ L. b, b, (I, MAbs; 5)
21 +{4) +(3) +(10) — L. b, b. (I, MAbs)
22 +-{3) - —_ — L. b. b. (MAbS)
23 — — — —
24 -— —_— -_— —
25 A4-(8) —_ — — L. b. b, [(MAbs)
26 4-(8) — — — L. b. bh. (MAbs)
at — — — —
28 — — - —
29 —_ —_— -— —
30 — — — —
31 — — +(29) —
22 —_ — — —
33 —_— — 4023} —
Total (%) (24 A 5(15.3) db 702121 A 0(0)

* DAB =— Agar Sangre Difco. WALTON et al (21); AR-103 Medio gquimicamente definiido AZEVEDO & ROITMAN(1)
*+ F] mimero entre paréntesis es el tiempo (dias) de aparecimento de promastigotes en el respectivo tubo de cultiva
k% ¥ §. b, = Leishmania braziliensis braziliensis; 1 — Iscenzimas: ALAY, ASAT, GSPD; MAbs — Anticuerpos Mono-
clonales: 3F4F6 L. b. b. 4B9D10 L.B.; 3E6BI1 L.b. 1FOD8 L.m.amaz., § = Sandflies, Lu.whitmani
A Proporciones no son significativamente diferentes (Test “t” p = 0.05)

Por otro lado, el medio AR-103, fallé total-
mente en el aislamiento primario de Leishma-

nia,

En relacién al tiempo de aparicién de pro-
mastigotes en los tubos de cultivo inoculados,
los 5 eultivos fueren positivos, en el medio DAB
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entre el 2° y 15° dia, después de sembrados.
En el medic Schneider’s los 7 “stocks”, se pre-
sentaron positivos entre el 20 y 29° dia. En
ésta serie de 33 pacientes obtuvimos aprozi-
madamente 25% de aislamiento primario de
Leishmania en ¢l medio DAB. Cinco de los
“stocks” fueron identificados como L. b. brazi-
liensis, por sus padrones electroforéticos con
las enzimas ALAT (X.C.2.6.1.2. Alanino Ami-
notransferasa), ASAT (E.C.2.6.1.1. Asparta-
to Aminotransferasa) y G6PD (E.C.1.1.1.49
Glucosa-6 Fosfato dehidrogenasa). (TABLA I).

Resultados confirmatorios fueron obteni-
dos con los anticuerpos monoclonales especie
¥y subespecie especificos atravez de la técnica

~ de Inmunofluorescencia Indirecta (IFAT-MAbs).

El padrén Peripylaria fué comprobado en 2
stocks caracterizados previamente por las téc-
nicas de isoenzimas y seroldgicas (stocks, 17 ¥y
20),

La TABLA II presenta los resultados de 5
observaciones de campo donde el medio DAB
fué comparado con el medio de EVANS, entre
Enero de 1983 y Abril de 1984. Hubo gran va-
riacion en los resultados entre los diversos gru-
pos. En dos ocasiones poca diferencia pudo
ser detectada en la capacidad de ambos me-
dios para aislar L. h. braziliensis. En una oca-
sion el medio EVANS fué superior, ¥ en las dos
ultimas ocasiones el DAB fué definitivamente
superior. Las razones para explicar esas va-
riaciones no son claras.

TABLATII .
Comparacidn de la sensibilidad de dos medios de cultivo, en condiciones de campo, en 6 ocasiones diferentes en um
total de 149 pacientes con lesiones de Leishmaniasis cutdnea

Fecha del Sensihilidad * Total de Positividad Contaminacion
cultivo D A B Versus Evans pares de N.e Yo N.o %

(++) (+—) (—) (——1} tubos DAB [/ Evans DAB [/ Evans

1 0 2 17 20 1 3 8 11

Enero 83 . 5) (15} 41 (55)
2 1 H 14 18 3 3 [ 7

Mayo 83 (17} (1D {33) 39
1 0 8 9 18 i g 2 3

Jutio 83 (5) {50 (11) (an
2 15 0 20 aT . 17 2 4 1

Febrero 84 (45 (5) {11} [¢:1]
2 22 i} 32 56 24 2 21 9

Abril 84 (43) 13.6) 3N (16)
Total 8 38 11 92 149 46 19 41 31

(30.8) (12,7 T (27.5) (20.8)

* Los simbolos entre paréntesis indican == (4—) positividad por ambos medios; (4+—) positividad por el primer medio,

DAB; (—4) positividad por el segundo medio comparado; {— —} negatividad por ambos medios comparados,

Los resultados de las dos iiltimas cbserva-
ciones, en 1984, son netamente superiores a
los 3 estudios previos. La media de aislamien-
to pars el DAB fu€ de 30.8% v para el EVANS,
s0lo de 12.7%.

La conftaminacion de los medios, en con-
diciones de campo, es tolerable, a pesar de la
adicion de antimicrobianos (24% para el DAB
y 20% para los cultivos de EVANS),

En la TABLA III son presenfados los re-
sultados obtenidos cuando realizamos, en cada
paciente, 3 aspiraciones consecutivas en la mis-
ma tuleera leishmanial. Esos resultados de-
muestran un incremento significativo (p <
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0.005) en el aislamiento primario de Leishma-
nia. Los porcentajes pasaron de 20.4%, cuan-
do analizamos un solo aspirado, para 51% des-
pués de las 3 aspiraciones inoculadas. indivi-
dualmente, en un tubo de Medio DAB. Simila-
res resultados fueron obtenidos con otro grupo
de 15 pacientes en gue conseguimos 26.7% (en
el primer aspirado), 33.3% (en el segundo) y
46.7 (con el tercer aspirado}, respectivamente
(no presentados en la TABLA III),

La TABLA IV demuestra gue a pesar que
las aspiraciones del material de las lesiones
fueron ejecutadas en 3 sitios diferentes de la
ulcera, no hubo diferencia significativa (Coch
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TABLA III
Aislamiento primdrio de Leishmania por aspiraciones consecutivas de material de la misma lesién en un grupo de 49
. pacientes c¢on lesiones cutdneas

Aspiraciones Positividad/Toial de pacientes % Limite binomial de confianza H4%%
. acumulada

la. Muestra 10 49 20.4* 10.2 — 343

2a. Muestra 18 49 36.7* 234 — 517

3a. Muestra 25 49 B1.0* 363 — 656

* Diferencia estadistica significativa.

ran p > 0.1) entre las tres tasas de aislamien-
to (10, 13 Y 18 tubos positivos, respectivamen-

Test de Cochran, p << 0.005

te) sugiriendo una uniforme distribucion de
los amastigotes en la lesicn.

TABLA IV
Interelacién entre tres aspiraciones consecutivas em diferentes sitics y en la misma lesion en el aislamiento primario
de lLeishmania braziliensis braziliensis

Primer

Aspirado Tofal Segundo Aspirado Total
+ — + -
Segundo + 5 3 13* Tercer - 9 9 18*
Aspirado — 5 31 36 Aspirado — 4 27 31
Total 10* 39 49 Total 13 36 49

* Parecen comporiarse con la misma sensibilidad pues no existe diferencia estadistica significativa, Test de Cochran

p > 0.1
1oy 2.0 = X2 0.05 < p < 0.1 (interaccién)

20y 3o =X2 0001 < p < 0,025 (fnerte interacoidn)

DISCUSION

En los estudios epidemioldgicos de Leish-
maniasis Tegumentaria Americana las técnicas
de diagndstico geralmente visaron la demons-
tracién de los amastigotas de lag lesiones. Pro-
cedimientos comunmenie empleados fueron los
frotices, en liminas, histologia y la inoculacion
de hamsteres. Actualmente, aumento el inte-
rés por el aislamiento primaric ¥y [poste-
rior identificacion taxondmica de Leishmania,
siendo que los métodos disponibles utilizan los
broma.stigotes del parasitc. Hubo entonces la
necesidad de mejores y eficientes medios v
técnicas en el aislamiento primario de Leishma-
nia. Se dice que es prioritario identificar los
pardsitos responsables por las diversas mani-
festaciones clinicas de la enfermedad ¥’ espe-
cialmente en las infecciones mucocutaneas 8,

En la literatura, han surgido contradiccio-
nes relacionadas con la seleccidn del medio
mds apropiado para el aislamiento primario y
mantenimiento “in vitro” de Ieishmania, espe-
cialmente de la subespecie L. b, braziliensis 9,104,
En la opinidn de algunos investigadores como

MAYRINK et al,’® los cultivos son de poco
valor préctico por su contaminacion frecuente
vy porque los pardsitos, que fueron aislados
“in vitro”, también fueron encontrados en los
frotices coloreados.

El crecimiento en cultivos de L. b. brazi-
liensis es un problema que ha dificulfado, du-
rante mucho tiempo, el progresso de la inves-
tigacion epidemioldgica de leishmaniasis tegu-
mentaria 1,13, Sinempargo, pareceria gue aiin
entre los propios aisladoes de L, b. braziliensis,
existe una variacon en su capacidad de adapta-
cion al crecimiento artificial y a su multipli-
cacion en los diversos medios de cultivo. Muy
recientemente EVANS et alld cultivaron, segin
describen, en forma fdcil L. braziliensis de
pacientes que habian confraido la infecci6n en
Belize, utilizando los medios difdsicos DAB
{Blood Agar Difco) y EVANS (Evans Modified,
Tobie’s Medium)}. HERRER {comunicacidn per-
sonal) no encuentra dificultades en el cultivo de
L. b. peruviana, en NNN cldsico.

Nuestra experiencia, cultivando L. b. bra.
ziliensis de Jlesiones humanas cutdneas y co-

321



CUBA CUBA, C. A.; NETTO, E, M., COSTA, J. L. M., BARRETO, A. C. & MARSDEN, P. D. — El cultivo *fin wvitro™
como instrumento practico para el diagndstico y aislamiento primario de Leishmania braziliensis braziliensis. 2. Estudios

en pacientes de dreas endémicas.

Rey. Inst, Med. trop. S@o Paule, 28:317-324, 1986.

lectando el material en los puestos de salud en
las dreas endémicas de Bahia demuestra, que
L. b, braziliensis es relativamente dificil de
aislar y de cultivar (aproximadamente 50% de
éxito en su aislamiento primario). Esto se
deduce de nuestros resultados obtenidos con el
empleo de los medios DAB y EVANS. En re-
lacidn al crecimiento en masa de los pardsitos,
los medios TC-199 y Schneider’s, suplementa-
dos con 20% de suero bovino fetal, han demos-
trado en nuestro laboratorio resultados sa-
tisfactorios 6. Fn seis oportunidades hemos
comprobade que aislados de L. b. b, con de-
sarrollo en hamsteres, han fracasado en su
crecimiento en medios de cultivo liguidos y
de agar sangre (observaciones no publicadas).

Apesar de haber comprobado similar sen-
sibilidad en el aislamiento primario de L. b. b.
entre los medios DAR y SCHNEIDER’s, concor-
damos con SHAW & LAINSONY en sefialar
gque el precio elevado del suero bovino fefal
y dificultades en su obtencidn inviaviliza el
empleo del medio liquido moncfdsico en los
estudios de gran escala y de campo, en leish-
maniasis.

Posteriormente comparamos la utilidad de
los medios difdasicos de agar sangre DAB ¥y
EVANS, seguramente mds economicos 'y sen-
sibles 16, Los resultados se presentaron parcial-
mente confundidos por un pericdo de aparente
anormalidad registrado por el medio de EVANS
(Febrero 1983) que inexplicablemente invirtié
significativamente su rendimiento. Hemos re-
visado cuidadosamente la preparacion del me-
dio utilizando la propia formulacion enviada
por el Dr, D, Evans, sin descubrir las razones
para dicha variacién. El propio EVANS et
al.? utiliz6, con mejores resultados, una mo-
dificacion del Medio EVANS sin comentar, en-
tretanto, el porque de su abandono y modi-
ficacicn. :

Una siguiente etapa 16gica fué la del empleo
tnico del medio DAB de probada sensibilidad
en nuestras manos, y perfeccionamiento del
procedimiento de colecta del material a ino-
cular. El raciccinio de realizar 3 aspirados
consecutivos en diferentes sitios de la misma
lesién del paciente mostré que, las aspiracio-
nes previas no interfirieron en la sensibilidad
de las subsecuentes, sugeriendo una probable
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asociacion enfre la positividad del primero y
los dos siguientes aspirados (TABLA 4) ¥y
ademds que los pardsitos podrian estar dis-
tribnidos uniformemente, en las lesiones acti-
vag, Podria ser interesante comparar estos re-
sultados con los obtenidos por el empleo de
las 3 aspiraciones inoculadas en el mismo
tubo.

Por otro lado, tedricamente, aquellas tée-
nicas que utilizan anticuerpos monoclonales e
hibridizacion del k-DNA son las més rdpidas y
sensibles para el diagndstico de pacientes de
leishmaniasis, porgue ellas pueden ser aplica-
da directamente en los tejidos o en los fro-
tices de células de Ias lesiones. Ellas tienen el
potencial de poder constituirse, en el futuro,
utiles en las investigaciones epidemiolégicas de
leishmaniasis, sinembargo actualmente son téc-
nicas de laboratério de investigacién especia-
lizada, WHO 3. Pensamos gue, durante un buen
tiempo, continuaremos a usar las técnicas de
diagndstico parasitoldgico tradicionales ¢ue
objetivan aislar los promastigotes y amastigo-
tes de Leishmania braziliensis braziliensis. En
éste sentido, éste laboratorio, con la metodo-
logia de cultivo descrita, es capaz de identi-
ficar un aislado de Leishmania, dos semanas
después del examen clinico del paciente en la
drea endémica.

Esto altimo es obviamente importante para
el progndstico y tratamiento del individuo.

Finalmente, nos encontramos estimulados
por haber logrado reducir a 30% el indice de
contaminacidn de nuestros cultivos. Hsta figura
es tolerable y quizd compensada por nuestro
registro, en condiciones de campo, de 50% de
aislamiento primario del pardsito un porcenfa-
je mayor al registrado por éste laboratorio
anteriormente? y al descrito para “Uta” ¥
“egpundia”, por LLANGS CUENTAS et all4,

SUMMARY

The viability of the “in vitro” cultivation pro-

cedure as a practical tool for diagnosis and

brimary isolation of Leishmania braziliensis

braziliensis. 2. A study of patients from en-
demic areas.

In vitre cultivation of Lbb is a useful
method in the field for primary isolation of
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this leismanial subspecies. Cultures in biphasic
blood agar media (DAB and Evans) and liquid
media (Schneiders and AR 103) done in pa-
tients with cutaneous leismanias showed.

1. A similar sensibility in DAB and Schnei-
ders medium when needle aspirates
were used to seed the cultures;

2. That DAB medium performed well
when compared 'with Evans medium:

3. A rise in isolation of Lbb if 3 aspi-
rations taken from different sites in
the same lesion were cultivated (50%
positivity with DAB medium).
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