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EVALUACION DEL EFECTO DEL AClDO NALIDIXICO, 
AMPICILINA, KANAMICINA, PENICILINA G Y POLlMlXlNA B 
EN LOS CULTIVOS DE PROMASTIGOTES DE LElSHMANlA 

Sofla Duque Beltrán* , Augusto Corredor Arjona'*, Marleny Montilla Moreno"', 
Dioselina Peláez Carvajal****. 

Seevaluóel efectodediferentesconcentracionesdeácidonalidíxico, ampicilina, kanarnicina, 
penicilina G y polimixina B, sobre la población de promastigotes de Leishmania 
braziliensis braziliensis , Leishmania donovani chagasi y Leishmania 
mexicana amazonensis in vitro. La penicilina G y la ampicilina se pueden utilizar hasta 
concentraciones de 1000 uglml y 500 uglml respectivamente en cultivo de promastigotes de 
cualquiercepadeLeishmania sinqueéstosseafecten. LapolimixinaBdisminuyelapoblación 
de pmmastigotes por lo cual es preferible no usarse en cultivos de Leishmania. El ácido 
nalidíxico y kanamicina pueden ser utilizados in vitro pero teniéndose en cuenta laespecie de 
Leishmania y la concentración de anfimicrobiano recomendado para la misma. 

INTRODUCCION 

Es importante el aislamiento y manteni- 
miento de cepas de Leishmania en cultivo por- 
que ellas son el antígeno que se emplea tanto 
paralas pruebas inmunodiagnósticas como para 
estudios bioquímicos e inmunológicos. 

Los promastigotes que se mantienen en cul- 
tivo provienen de los amastigotes que han sido 
obtenidos a partir de biopsias ya sea de huma- 
nos o animales vertebrados. La fuente de origen 
de los parásitos puede contener 
microorganismos los cuales contaminan los 
cultivos impidiendo el mantenimiento de los 
promastigotes in vitro. La prioridad de conser- 
var una cepa de Leishmania axénica ha llevado 
a los investigadores a buscar soluciones para 
eliminar losmicroorganismos. Unprocedimien- 

to para tal fin es utilizar antibióticos que 
inhiban y eliminen los agentes contaminantes. 

La adición de antibióticos en medios de 
cultivo ha sido discutida durante años (1,2). Se 
pensaba que la adición de éstos sólo debería 
hacerse mando se aislaran cepas de Leishmania. 
Sin embargo, con el tiempo se comprobó que una 
contaminación con hongos o bacterias era difí- 
cil de manejar in vitro y que aquellas se podían 
controlar y hasta eventualmente eliminar con 
antibióticos como gentamicina, penicilina y 
estreptomicina individualmente o en combina- 
ciones. 

Desde hace varios años se conoce que 
anfotericinaB ypentamidina son activos contra 
la forma promastigote de Leishmania (3 ,  4) y 
que ciertos bactericidas como sulfadiazina, 
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sulfadoxina, sulfadimetoxina, trimetropin, 
isoniazida, rifampicina, isoniazida + 
rifampicina, tiambutosina, salicil-aldehido- 
isonicotin-hidrazona, acetil-sulfona, 
sulfitrona, ácido 4-amino salicílico y 
clofazimina tienen actividad antileishmania 
reduciendo la cantidad de macrófagos infecta- 
dos (5). 

El presente trabajo evalúa el efecto del ácido 
nalidíxico, ampicilina, kanamicina, penicilina 
G y polimixina B sobre el número de 
promastigotes de Leishmania pertenecientes al 
complejo braziliensis, mexicana y chagasi. Es- 
tos antimicrobianos son de fácil adquisición 
para los laboratorios donde se lleve a cabo 
cultivos de Leishmania y además poseen activi- 
dad de amplio espectro contra bacterias Gram- 
negativas y Gram-positivas. 

Polimixina B. Control O U.L/ml. Concentracio- 
nes de 300, 500 U.I./ml 

DETERMINACION DEL CRECIMIENTO 
POBLACIONAL 

El crecimiento de los flagelados en los me- 
dios de cultivo v en oresencia de cada una de las 

d A 

concentraciones de los antimicrobianos ante- 
riormente mencionados fue llevado a cabo me- 
diante cuantificaciones periódicas de las po- 
blaciones por m1 utilizando la cámara de 
Neubauery partiendo para cadacepa deinóculos 
de poblaciones por m1 conocidos. 

El incremento o disminución de 
promastigotes fue analizado mediante el test t 
(p<0.05) 

MATERIALES Y METODOS 
RESULTADOS 

PARASITOS. Promastizotes de Leishmania 
braziliensis braziliensg (L.b.b.), Leishmania 
donovani chagasi (L.d.ch.) y Leishmania mexi- ACiüO NALIDWCO 
cana amazonensis (L.m.a.) mantenidosin vitro. 

MEDIOS DE CULTIVO. La composición de los 
medios de cultivo NNN modificado (fase sólida) 
y RE 1 modificado (fase líquida) con sus respec- 
tivos procedimientos de elaboración fueron los 
descritos por Duque y Colaboradores (6). 

CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS CEPAS DE 
Leishmania. Los promastigotes de cada una 
de las cepas de Leishmania, fueron cultivados 
tanto sin antimicrobianos como con la adición 
de cada una de las concentraciones de éstos a 
estudiar. Los cultivos fueron sembrados por 
duplicado e incubados a 24 OC. 

ANTIMICROBIANOS. Acido nalidíxico. Control 
O ug/ml. Concentraciones de 30,50 y 100 ug/ 
ml 

Ampicilina. Control O ug/ml. Concentraciones 
de 100,300 y 500 ug/ml 

Kanamicina. Control O ug/ml. Concentraciones 
de 50,100 y 200 ug/ml 

Penicilina G. Control O ug/ml Concentraciones 
de 500, 1000 ug/ml 

Las poblaciones de promastigotes de L. 
braziliensis braziliensis, L. donovani chagasi 
y L. mexicana amazonensis en presencia de 
concentraciones de 30,50 y 100 ug/ml de ácido 
nalidíxico (Fig. 1,2 y 3) presentaron un incre- 
mento en el número de parásitos siendo éste 
más notorio durante los primeros cuatro días 
siguientes a su siembra inicial. Sinembargo, el 
incremento poblacional en cada especie com- 
parado con su respectivo control fue menor en 
las distintas concentraciones del 
antimicrobiano. 

El número de promastigotes obtenido frente 
a cada una de las concentraciones del ácido 
nalidíxico en L. b. braziliensis fue notoria- 
mente menor y la fase logarítmica de creci- 
miento reducida. 

Las diferencias en el incremento poblacional 
observadas en L. d. chagasi y L. m. amazonensis 
en cada una de las concentraciones del ácido 
nalidíxico no fueron considerables con excep- 
ción del descenso observado en la concentra- 
ción de 100 ug/ml a l  7O día en L. m. amazonensis 
donde el número de parásitos disminuyó 
drásticamente. 
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LEISHMANIA BRAZILIENSIS BRAZLIENSIS 
AClDO NALlDlXlCO 

- 0 ugrlml - -  3 0  ugrlml ---- 5 0  ugrlml 100 ugrlml 

LEISHMANIA DONOVANI CHAGASI 
ACIDO NALIDIXCO 

- O ugrlml - - - -  30 ugrlm ---- 5 0  ugrlml 100 ugrlml 
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LElSHMANlA MEXICANA AMAZONENSIS 
AClDO NALlDIXlCO 

- O ugrlml - - - -  30 ugrlml ---- 50 ugrlml 1 0 0  ugr/ml 

AMPICILINA 

El incremento de parásitos de L. b. 
braziliensis, L. d. chagasi y L. m. amazonensis 
obtenido en cultivo no se afectó porla presencia 
de ampicilina en ninguna de las concentracio- 
nes empleadas (Fig.4, 5 y 6). 

El aumento de promastigotes de L. b. 
braziliensis, L. d. chagasi yL.  m. arnazonensis en 

riormentemencionadaspresentóundescenso1eve, 
pero éste fue notorio al decímo día. 

El crecimiento de promastigotes de L. b. 
braziliensis, L. d. chagasi yL. m. amazonensis 
in vitro no se afectó utilizando penicilina G en 
concentraciones de 500 y 1000 ug/ml durante 
los 14 días de cultivo de los parásitos (Fig.10, 
11 y 12). 

presencia de kanamicina en concenmciones de 
50. 100 \, 200 udml se afectó en forma diferente POiJMMNA B 
encada&adel&cepas (Fig.7,8 y 9).Lapoblación 
de parásitos de L. b. braziliensis (Fig.7) y L. Este antibiótico produjouna disminución de 
mamazon&s(Fig.9)enpresenciadekanamiQna parásitos en todas las cepas de Leishmania 
en concentraciones de 50 - 200 ug/ml disminuyó estudiadas. La reducción del número de 
a partir del día tercero. El incremento de promastigotes en la cepa de L. b.braziliensis 
promastigotes de L. d. chagasi (Fig.8) en presen- fue leve y más notoria en las cepas de L. d. 
cia de kanamicina en las concentraciones ante- chagasi y L. m. amazonensis (Fig.13, 14 Y 15). 
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LEISHMANIA BRAZILENSS BRAZILIENSIS 
AMPlClLlNA 

-- O ugrlm - - - -  100 ugrlml ---- 3 0 0  ugrlml 5 0 0  ugrlml 
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LEISHMANIA DONOVAN CHAGASI 
AMPlClLlNA 

O u g r l m l  ---- 100 ugrlml ---- 3 0 0  ugrlml 5 0 0  ugrlml 
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L E  SHMANIA MEXICANA AMAZONENSIS 
AMPlClLlNA 

O u g r i m l  ---- 100 ugr lml  ---- 300 ugriml 500 ugr lml  

LEISHMANA BRAZLENSIS BRAZILENSS 
KANAMICINA 

O u g r l m l  - - - -  50 ugr lml  ---- 1 0 0  ugr iml  200 ugr lml  
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LESHMANIA DONOVAN CHAGASI 
KANAMICI NA 

- 0 ugrlml - - - -  5 0  ugrlml ---- 100 u~r lm l  - . .  200 ugrlml 
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LEISHMANIA BRAZILENSIS BRAZILENSIS 
PENICILINA G 

- O ugrlml .--- 500 ugrlml ---- 1000 ugrlml 

LEISHMANIA DONOVAN CHAGASI 
PENICILINA G 

- O ugrlml ..-- 500 ugrlml ---- 1000 ugrlml 
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LEISHMANIA MEXICANA AMAZONENSS 
PENICILINA G 

- O ugrlml - - - -  500 ugr/ml ---- 1000 ugrlml 

LEISHMANIA BRAZILIENSIS BRAZILIENSIS 
POLMIXINA 

- O UIIML ...- 300 UIIML ---- 500 UIIML 
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LEISHMANIA DONOVANI CHAGASI 
POLIMXINA 

- O U I I M L  ..-- 300 UIIML ---- 500 U l I M L  
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LEISHMANIA MEXICANA AMAZONENSIS 
POLIMXINA 

- O U l l M L  ..-- 300 UIIML ---- 500 UIIML 
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bacterias Gram-positivas en cultivo celular DISCUSION 

El incremento poblacional de promastigotes 
de Leishmania en cultivo, en contacto con 
antimicrobianos y en distintas concentracio- 
nes del mismo, varía según el tipo de 
antimicrobiano utilizado y la cepa de 
Leishmania cultivada. 

El ácido nalidíxico en concentraciones de 
20 - 50 ug/ml impide el crecimiento de muchos 
bacilos Gram-negativos (7) y no sería conve- 
nienteemplearloencultivode L. b. braziliensis 
debido a que disminuye notoriamente el núme- 
ro de promastigotes de la especie. Sin embargo, 
podría utilizarse en cultivos de L. d. chagasi y 
L.m.amazonensis en un rango de concentracion 
de 30 - 100 ug/ml y 30 - 50 ug/ml respectiva- 
mente favoreciendo así la no contaminación de 
los cultivos de estas cepas o la posible elimina- 
ción de bacilos Gram-negativos de las mismas. 

En la concentración de 100 ug/ml la fase 
logantmica de la cepa L. m .amazonensis se 
observó ligeramente inhibida hasta el día sép- 
timo y apartir del cual recuperó sucrecimiento 
comportándose similarmente al control. Este 
incremento poblacional podría deberse a la 
pérdida de actividad del baaencida y al creci- 
miento exhuberante que L. m. amazonensis 
siempre presenta en cultivo. 

La ampicilina es efectiva contra cocos y 
bacilos Gram-negativos en concentraciones de 
3 - 6 ug/ml y 0.02 - 1.6 ug/ml respectivamente 
(7) y no presenta efecto desfavorable en el 
aumento de la población de promastigotes uti- 
lizando concentraciones tan altas como 100, 
200 y 300ug/ml en ningunadelas tres especies 
de Leishmania estudiadas, lo cual permite su 
uso con confiabilidad en cultivos. 

La disminución en la población de 
promastigotes en L. b. braziliensis en presen- 
cia de ampicilina 100 ug/ml pudo deberse no a 
la concentración del antimicrobiano en sí, sino 
a la contaminación accidental con hongos que se 
presentó en el cultivo. Caso semejante ocumó 
en el cultivo control de la cepa de L. d. chagasi 
a partir del día quinto. 

La kanamicina es muy activa en concentra- 

iugiriendoconcentracionesde trabajode 10ml/ 
L!, 2ml Lsi scemplea la kannniicinade 10 rng 
m1 solución y 50 mg/ml solución respectiva- 
mente. La kanamicina podría ser empleada en 
concentraciones de 50 - 200ug/ml en cultivo de 
L. b. braziliensis, L. d. chagasi y L. m. 
amazonensis sin que se altere la población de 
éstas y además se favorece el cultivo de una 
contaminación por estafilococos o bacterias 
Gram-positivas. La disminución en el creci- 
miento de parásitos se produce a partir del día 
tercero y los promastigotes aún se encuentran 
en fase logarímica de crecimiento lo cual es 
unaventaja. Se recomiendaeluso de kanamicina 
en cualquiera de las concentraciones usadas en 
las tres cepas de Leishmania experimentada. 
Sin embargo, sería preferible utilizar las con- 
centraciones menores del antimicrobiano. 

La penicilina G es muy efectiva contra todos 
los bacilos Gram-positivos y muchos bacilos 
Gram-negativos (7). Esta ha sido adicionada en 
cultivo de Leishmania en concentraciones de 50 
- 300 UI/ml (8, 9, 10, 11) y de 10.000 UI/5ml 
(12) para eliminar gérmenes. En nuestro estu- 
dio el emplear penicilina G hasta concentracio- 
nes de 1000 ug/ml permitió conocer que éste 
por su gran espectro antimicrobiano puede ser 
utilizado en cualquier cultivo de Leishmania 
sin alterar el crecimiento de los parásitos. 

La polimixina B es utilizada algunas veces 
contra bacilos Gram-negativos (7). El número 
de flagelados en todas las cepas de Leishmania 
presentó una reducción muy notoria hasta el 
día tercero de incubación del cultivo y luego un 
incremento progresivo de parásitos. Tal com- 
portamiento nos permite inferir que la 
polimixina B ejerce un efecto adverso en el 
aumento del número de promastigotes in vitro 
en los primeros días del cultivo y el cual no 
puede continuar quizás a una posible 
inactivación rápida del antimicrobiano. 

Algunasveces puede observarse resistencia 
de los microorganismos contaminantes a los 
antimicrobianos utilizados durante los culti- 
vos de Leishmania. Ello podría obviarse anali- 
zando el tipo de contaminante tan pronto se 
detecte la contaminación y utilizando el 
antimicrobiano apropiado. Además se sugiere 

ciones de 0.4 - 4.0 ugf'ml contra estafilococos comenzar la descontaminación con las conccn- 
(71. Sigma ha utilizado este antibiótico contra tracionei bajas de los bactericidas e\,aluados e 
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ir aumentando la concentración de éstos poco a 
poco hastaobteneruna completaeliminación de 
los microorganismos. En aquellos casos donde 
se observe nuevamente resistencia se reco- 
mienda emplear cualquiera de los otros 
antibióticos evaluados en el presente trabajo 
como alternativas. 

SUMMARY 

The effect of several antibiotics (nalidixic 
acid, ampicillin, kanamycin, penicillin G and 
polimyxin B) concentrations was evaluated on 
promastigote growthof Leishmania braziliensis 
braziliensis, Leishmania danovani chagasi, and 
Leishmania mexicana amazonensis which had 
been maintenance in vitro. Penicillin G and 
ampicillin could be added until concentrations 
of 1000 ug/ml and 500 ug/ml, respectively, 
without any parasite alteration. Promastigote 
populations of al1 strains decreased after the 
addition of polimqxin B; consequently, this 
antibiotic is not recommended or useful in 
Leishmania cultures. Nalidixic acid and 
kanamycinmay be added to Leishmania cultures, 
considenng the particular Leishmania strain and 
the antimicrobial concentration chosen for it. 
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