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Se reporta un medio de cultivo monofásico sólido (NNN modificado) y 
un medio monofásico líquido (RE I modificado) de gran utilidad para 
cultivos in vitro de flagelados de la Familia Trypanosomatidae. El medio 
NNN modificado mostró sostener la población de flagelados por un 
tiempo más prolongado y en mayor número que el medio clásico. Las 
cepas de Leishmania braziliensis panamensis y Leishmania mexicana 
amazonensis se adaptaron mejor en el medio modificado. En el medio 
RE I modificado la especie Trypanosoma rangeli se adaptó mejor que 
las cepas Trypanosoma cruzi y Crithidia luciliae. 

INTRODUCCION zonensis; tripanosomas cruzi y rangeli y Crithidia lu- 
ciliae. Las leishmanias provinieron de aislamientos de 

Los medios de cultivo usados hasta hoy para flage- pacientes. Los tripanosomas de Rhodnius prolixus y 
lados son modificaciones de medios difásicos de agar Aotus sp. respectivamente y la cepa Crithidia luciliae 
sangre o medios líquidos de diferentes composiciones fue suministrada por el laboratorio de Parasitología 

(1, 2, 3, 4, 5, 6). de la Universidad Industrial de Santander. 

Uno de los primeros medios desarrollados y de am- Composición de 10s medios NNN modificado 
plio uso en el aislamiento y mantenimiento de flage- 
lados del género Leishmania es el NNN que fundamen- Elementos: gramos1 100 m1 
talmente es un agar sangre de composición simple (5, 
6). Al medio NNN se le han hecho desde su divulga- ~ ~ ~ ~ ~ t r i t i ~ ~  1.8 
ción muchas modificaciones tanto en la fase sólida 
como en la líquida (7, 8, 9, 10, 11). Varios medios NaC1 0.6 

de cultivo han sido introducidos para el cultivo de cjlucosa 0.6 
flagelados de la Familia Trypanosomatidae con varia- 
dascomposiciones(1,2, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, Na2HP04.12H20 0.006 
19 y 20). K H ~ P O ~  0.006 

El presente trabajo presenta la modificación del me- Infusión cerebro corazón 2.12 
dio NNN (5, 6) y del RE 1 (3). 

Agua destilada estéril 100.00 m1 

MATERIALES Y METODOS 

1. Parásitos y medios de cultivo 
Mezclar bien y ajustar pH a 7.2 con NaOH 1N o 

HCl 1N. Esterilizar el medio a 121°C durante 15 mi- 
nutos. Dejar enfriar hasta 45°C y en condiciones asép- 

Los flagelados utilizados son leishmanias de las ticas agregar sangre desfibrinada de conejo o en su 
subespecies braziliensis panamensis y mexicana ama- defecto sangre humana preferiblemente grupo O Rh 
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positivo hasta una concentración final del 10% (vlv), 
libre de cualquier tipo de contaminación. Distribuir 
volúmenes de 3 mi en tubos tapa rosca de (13 x 100 
mm) estériles e inclinarlos de tal manera que el medio 
no llegue a más de la mitad del tubo dejando 1 mi de 
base. Una vez solidificado el medio, colocarlo a 4°C 
para la obtención de agua de condensación. Realizar 
pruebas de esterilidad. 

RE I modificado 

Elementos: gramos/ 1000 m1 

NaCl 

KCI 

MgS04.7H20 

Na2HP04 12H20 

KH2P04 

CaC12 

Glucosa 

NaHC03 

Infusión cerebro corazón 10.0 

Agua destilada estéril 1000.00 m1 

Mezclar bien y ajustar pH a 7.2 con NaOH 1N o 
HCI 1N. Esterilizar el medio a 121°C durante 15 mi- 
nutos. Agregar hasta una concentración final del 2% 
(v/v) suero bovino estéril inactivado a 56°C durante 
30 minutos. Realizar pruebas de esterilidad. 

Se usaron los medios NNN clásico (5, 6) y NNN 
modificado adicionados con solución salina fisiológica 
para el cultivo de flagelados del género Leishmania, 
Tvpanosoma cruzi y Crithidia luciliae fueron cultiva- 
dos en Maekelt (21) y el Tvpanosoma rangeli en 
Tobie modificado (22) adicionados con RE 1 modifi- 
cado y fueron empleadas como control las fases sólidas 
anteriormente mencionadas, adicionadas con solución 
salina fisiológica. 

2. Determinación del crecimiento poblacional 

El comportamiento de los flagelados en los medios 
de cultivo anteriormente mencionados fue llevado a 
cabo mediante cuantificaciones periódicas de las po- 

blaciones por mi, partiendo para cada cepa de inóculos 
de poblaciones por m1 conocidos. 

3. Análisis estadístico 

Los resultados fueron analizados mediante Test "t" 
de Student a un nivel de significancia del 5%. 

RESULTADOS 

Leishmania braziliensis panamensis 

Su crecimiento poblacional en el medio de cultivo 
NNN modificado es mejor al obtenido en NNN clásico 
(Fig. l) ,  observándose después del segundo día en el 
medio NNN clásico un descenso en la población con 
una recuperación al cuarto día, para luego presentarlo 
nuevamente, muy marcado hacia el octavo y décimo 
día. A diferencia, el comportamiento en el medio de 
cultivo NNN modificado muestra al décimo día una 
población superior a la obtenida en NNN clásico. La 
Leishmania braziliensis panamensis comienza con un 
ascenso de población desde el segundo día continuán- 
dolo a través de su cuarto y octavo día para luego 
permanecer estable al décimo día donde presenta un 
buen crecimiento de población con respecto al obte- 
nido en NNN clásico. Esta observación nos permite 
sugerir que los repiques, si se continúa empleando 
NNN clásico, se tendrían que llevar a cabo cada cuatro 
días, mientras que en NNN modificado se efectuaría 
cada ocho días con la obtención de una población 
mayor y más estable de parásitos. Para los recuentos 
llevados a cabo en el segundo, octavo y décimo día 
de crecimiento, las diferencias fueron estadísticamente 
significativas (Tabla 1). 

I 
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Fig. 1. Leishmania braziliensis panamensis N N N  clásico 
Vs. NNN modificado. 
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TABLA 1. TEST DE STUDENT 

FLAGELADOS 
FAMILIA 

TRYPANOSOMA - 
TlDAE 

Lelshmonia 

brazil iensis 

ponomensis 

Lairhmonia 
mexicano 

amazonensis 

AEKELT + Salina MAEKELT + 

NNN CLASICOt Solucibn 
Salina 
~ i s i o l ó ~ i c a  

NNN MODIFICADO+ SoluciÓn 
Salina 
Fisiddgica 

Tiempo 
dias 

2 

4 

8 

10 

Pron7cdio log.iO 
X 

6.  3 4  

6 .  73 

6.  1 8  

6. 1 9 

Promedlo lag. lO - 
X 

6.72 

6 . 9 0  

6 . 9 9  

7 .05  

 esv vi ación 
standard 
log. 10 

0.14 

0 . 2 0  

0 . 2 1  

0 . 3 2  

~asv ioc lón 
rtondard 
lag. 10 

0.18 

0.11 

0.09 

0 .09  

Número 
de 

muestms 
cada 

medio 

4 

4 

4 

4 

~oluciÓn 
NNN CLASICO+ Salina 

~ i s i o ~ ó ~ i c a  

Soluci6n 
NNN MODIFICADO + Salina 

nsio~ógica 

TEST DE 
, STUDENT 

7. 1 4 7 . 4 5  S i  2 

Resulto. 

dos. 

2.87 

1.25 

6 . 2 0  

4 . 4 9  

0.1 I 0 .O 1 
I I I 

Siqnificancb 
estadistica 

( ~ ( 0 . 0 5 )  

SI 

No 

S i  

S f  
2 

1 I 
4 4 .88  
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Leishmania mexicana amazonensis 
5 I 

La tasa de crecimiento es mayor en el medio de 
cultivo NNN modificado que en el medio de cultivo 
NNN clásico. En este último los parásitos alcanzan 
un leve incremento de población al segundo día para 
luego disminuir drásticamente, alcanzando otro pe- 
queño incremento de población al décimo día, siendo 
la población total final muy inferior a la población 
inicial de parásitos. El complejo Leishmania mexicana 
siempre presenta incrementos poblacionales en NNN 
modificado a través del tiempo, tratando de estabili- 
zarse al octavo día; por lo tanto, podríamos decir que 
un repique puede ser llevado a cabo al octavo día con 
buenos resultados (Fig . 2). 

Para los recuentos llevados a cabo en el segundo, 
cuarto, octavo y décimo día de crecimiento las diferen- 
cias fueron estadísticamente significativas (Tabla 1). 

Trypanosoma cruzi 

Los flagelados tanto en solución salina fisiológica 
como en RE 1 modificado tuvieron una población si- 
milar en los días uno, cuatro, seis, ocho y doce (Fig. 
3). No hubo diferencias estadísticamente significativas 
en el crecimiento entre estos medios con esta especie 
(Tabla 1). 

Trypanosoma rangeli 

Los tripanosomas crecieron progresivamente en los 
días uno, cuatro y seis en ambas fases líquidas pero 
con una mayor población en RE 1 modificado; pero, 
al octavo día, las poblaciones decrecieron en ambos 
medios. Se sugiere llevar a cabo pases para esta especie 
cada seis días en RE 1 modificado (Fig. 4). 

Para los recuentos llevados a cabo en el primer, 
cuarto y sexto día de crecimiento, las diferencias fue- 
ron estadísticamente significativas (Tabla 1). 

Crithidia luciliae 

El incremento de población en el día primero con 
respecto al inóculo es muy grande, habiendo diferencia 
en el número de parásitos entre las fases líquidas (Fig. 
5). Sin embargo, las diferencias en crecimiento no 
fueron estadísticamente significativas (Tabla 1). 

___ - - -  -- ---------NNM MoD,r lC100  

NNN CLASICO 

Fig. 2. Leishmania mexicana amazonensis NNN clásico 
Vs. NNN modificado. 

Fig. 3. Trypanosoma cruz¡ Maekelt + Solución Salina Vs. 
Maekelt + RE I modificado. 

Fig. 4. Trypanosoma rangeli. Tobie + Solución Salina Vs. 
Tobie + RE I modificado. 
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Fig. 5. Crithidia luciliae. Maekel + Solución Salina Vs. 
Maekel + RE I modificado. 

DISCUSION 

La mezcla de aminoácidos y vitaminas usada en el 
medio RE 1 descrito originalmente por Steiger y Stei- 
ger (3) fue sustituida por infusión cerebro corazón y 
2% de suero bovino, el cual se agrega al medio, con 
anterioridad a la siembra. Las vitaminas no se adicio- 
naron por haber mostrado en ensayos preliminares 
efectos adversos. 

la membrana celular (24) y poblaciones mayores de 
parásitos pueden ser obtenidas (25). El suero bovino 
aunque no posee los mismos nutrientes que el suero 
bovino fetal, en el RE 1 modificado al 2% produce 
buena población de flagelados al sexto día para Try- 
panosoma rangeli y octavo día para Leishmania brazi- 
liensis panamensis y Leishmania mexicana amazonen- 
sis. Esto favorece los costos en la producción puesto 
que el suero bovino tiene un costo mucho menor que 
el suero bovino fetal. 

Tanto para las sangres como para los sueros emplea- 
dos en la elaboración de los medios se debe llevar a 
cabo el mismo control para contaminantes que el efec- 
tuado para los medios descritos anteriormente, ocho 
días antes de su preparación. 

Los medios una vez se sirven en los tubos tapa 
rosca estériles o en frascos volumétricos de lOOml 
estériles, deben tener un control de microorganismos 
contaminantes muy estricto para asegurar una efectiva 
esterilidad. Los cultivos axénicos de parásitos son una 
herramienta muy valiosa para análisis in vitro e in 
vivo de propiedades tales como: infectividad, requeri- 
mientos metabólicos y variación antigénica (26). 

Con respecto al medio de NNN originalmente des- Los medios ideados y elaborados por el Grupo de 

cnto por Novy y McNeal (5) y Nicolle (6) nuestra Parasitología del Instituto Nacional de Salud son fáci- 
modificación consistió en agregar glucosa, fosfatos y les de preparar y esterilizar, de costo relativamente 

enriquecer el medio con infusión cerebro corazón y bajo, en ellos se obtienen mayores poblaciones de 

agar nutritivo. Es indispensable la obtención de agua flagelados que en otros ya experimentados como: 

de condensación en este medio pues ella permite un NNN, 4N, etc. y facilitan el buen crecimiento de más 

mayor desarrollo de parásitos. Shaw y Lainson (23) de una especie de flagelados. 

observaron que el agua de condensación para la obten- 
ción de promastigotes es más efectiva que el medio 
de cultivo Schneider y aún mejor que el NNN clásico 
con solución salina o solución de Locke. 

Muchos de los medios ampliamente utilizados para 
el cultivo de parásitos requieren de sangre total o de 
sólo glóbulos rojos (1, 2). El volumen de sangre em- 
pleada en la elaboración del medio NNN modificado 
variará según su contenido de hemoglobina. El conte- 
nido de hemoglobina que generalmente debe poseer 
el medio es de 15 gramos/lOOml. 

El suero fetal bovino provee los factores necesarios 
para el crecimiento y multiplicación de los parásitos, 
ya que posee proteínas mitogénicas que actúan sobre 

La diferencia entre las poblaciones de parásitos de 
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli puede de- 
berse no sólo a la presencia de fases sólidas diferente 
(Maekelt para Trypanosoma cruzi, Tobie modificado 
para Trypanosoma rangeli) sino también a la natura- 
leza y metabolismo diferente de cada una de las espe- 
cies. 

En el caso de Trypanosoma cruzi y de Crithidia 
luciliae se puede emplear como fase líquida para el 
mantenimiento de estos flagelados solución salina fi- 
siológica ya que por ser un medio líquido tan pobre 
en nutrientes ofrece menos riesgos de contaminación 
y las poblaciones obtenidas son similares a las obteni- 
das con RE 1 modificado. 
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Se recomienda elaborar los medios de cultivo NNN 
modificado y RE 1 modificado lo más exactamente 
posible, de acuerdo con la fórmula, ya que una mínima 
alteración en la concentración de los elementos altera 
el crecimiento en forma negativa (27). Además, la 
presencia de una fase líquida enriquecida con nutrien- 
tes propicios (RE 1 modificado) es fundamental para 
el buen desarrollo, mantenimiento y obtención de po- 
blaciones numerosas. 

Varias especies de Leishmania cutánea y mococutá- 
nea al igual que varias especies de Trypanosoma y 
Crithidia cultivadas en estos medios, han mantenido 
su viabilidad después de preservadas en nitrógeno lí- 
quido y su infectividad para animales de laboratorio. 

Es preferible emplear sangre desfibrinada de cone- 
jos en buenas condiciones de salud y peso, con la 
concentración de hemoglobina óptima, que sangre hu- 
mana. 

SUMMAR Y 

We report the results obtained with a monophasic 
solid medium (NNN modified) and a liquid monopha- 
sic medium (RE I modified) for in vitro culture of 
flagellates of the Family Trypanosomatidae. The mo- 
dified NNN medium supported growth for a longer 
period of time and at higher population concentrations 
than did the clasic NNN medium. The strains of Leish- 
mania brazilienzis panamensis and Leishmania mexi- 
cana amazonensis grew better in modified NNN me- 
dium. The strain of Trypanosoma rangeli grew better 
in modified RE 1 that the strains of Trypanosoma cmzi 
and Crithidia luciliae. 
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