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Desde que el agente del Kala-Azar, L. donovani, fue cultivado in viiro
por ROGERS en 1904 (16), una serie de medios han sido propuestos para el
crecimiento de leishmanias y otros hemoflagelados. Seglin PEssoA y BARRETO
(13), Lindenberg en 1906 fue el primero en cultivar L. braziliensis en Brasil,
pero sus datos no fueron publicados. PEDROSO y DA SiLvA en 1911 (12), en
el mismo pais, obtuvieron su multiplicacién, a partir de nédulos cutineos hu-
manos en medio de N.N.N. preparado segtin NICOLLE (11). Ademds de este

edio otros como el difasico de RuGar (17) y el de SENEKJIE (19) se han usado
con éxito. Algunos otros, semejantes o més simples que los anteriores, han in-
dicado que L. brazilensis es mas exigente que L. tropica para su crecimiento /7
vitro (Ray, 14, CITRI y GROSSOWICZ, 4).

La tnica especie de leishmania que se ha logrado adaptar a un medio
sintético es L. tarentolae (TRAGER, 21). Tosit (22) ha revisado recientemente
estos problemas. En el presente trabajo se estudia la influencia de algunos agentes
fisicos y quimicos sobre el crecimiento de una cepa costarricense de L. braziliensis.
Una nota previa sobre el tema ya habia sido publicada (26).

MATERIAL Y METODOS

Se usé la cepa O-CR de Leishmania braziliensis, aislada de un paciente
en el Hospital San Juan de Dios por el Dr. Alfonso Trejos en 1957 y mante-
nida desde entonces en medio de SENEKJIE (19) con solucién de Locke segiin
ToBIE y REES (23). Se cultiv en el msimo medio, en erlenmeyers de 50 ml de

* Con la ayuda parcial de una subvencién econdmica del Servicio de Salud Péblica de
los Estados Unidos, N.I.LH., N.LA.LD (Grant AI 03304-05).
#*%  Departamento de Parasitologia, Universidad de Costa Rica.
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capacidad, conteniendo 5 ml de la base con sangre, sucro, suero con hematina
o hematoporfirina —segin el caso— y 5 ml de solucién de Locke como sobre-
nadante, adicionada de 100 U y 0,125 mg/ml de Penicilina y Estreptomicina
respectivamente.

Con fines comparativos, ademas de erlenmeyers, se usaron en algunos
casos tubos de 25 X 200 mm en posicién vertical con las mismas cantidades
de medio base inclinado y de solucién de Locke. Cuando se requirid agitacion
constante de los frascos, se us6 un agitador eléctrico de rotacién. Por regla
general se usé una mezcla de sangre desfibrinada, del mismo dia, de tres ani-
males de la misma especie o de tres personas. Cuando se usé suero, éste fue ob-
tenido por puncién cardiaca de 5 conejos adultos, con jeringas cuyas paredes
internas habian sido recubiertas con aceite mineral estéril (Nujol) para reducit
al minimo la hemdlisis.

La mezcla de sueros fue esterilizada por filtracion en filtros Seitz, y usada
al dia siguiente, salvo en los casos en que se requirid envejecimiento de la misma.
La hematina y hematoporfirina se prepararon en NaOH 0.01 N a una concen-
tracién de 300 mg por ciento y se esterilizaron en autoclave. Antes de agregar la
sangre o el suero —a una concentracién final de 10 % excepto en los casos en
que se especifica lo contrario— la base de agar se mantuvo en bafio-maria apro-
ximadamente a 50°C. Previa prueba de esterilidad a 37°C por 24 horas, los frascos
fueron inoculados por triplicado e incubados a 26,5° =+ 0,5° C, salvo que otra
temperatura fuera requerida. La cantidad de inéculo fue en general de 0.1 mi
de un cultivo con buen crecimiento. Al usar medios con suero, 0 suero mas
hematina o hematoporfirina, los flagelados fueron lavados por centrifugacion
por tres veces consecutivas en solucion de Locke. Para evitar la evaporacién, la
boca del frasco fue recubierta con papel de parafina (Parafilm). Los recuentos
se efectuaron en triplicado con ayuda del hemocitémetro, previa dilucién de 0,1
ml de cada frasco, en caso necesario, agitando los frascos antes por rotacién ma-
nual durante dos minutos. En los experimentos tendientes a observar el efecto
del CO; se usaron frascos de Florence con un brazo lateral conectado al cuello
del mismo. En dicho brazo se colocd 1 ml de KOH al 10 %, o bien 1 ml de
agua destilada (testigos) ambos estériles con un papel de filtro plegado, de 2
cm?® de area. El medio base y el liquido sobrenadante, en cantidades de 12,5 ml,
se inocularon con 0,25 ml de cultivo.

Los recuentos se hicieron utilizando cada vez un frasco de cada una de
ias dos series. Todas las experiencias aqui relatadas se repitieron de 2 a 8 veces.

RESULTADOS

Como se aprecia en €l cuadro 1, se obtuvo un crecimiento maximo a los
5 6 6 dias , no encontrindose relacién entre el miximo de leptomonas.y la can-
tidad inoculada.

Del cuadro 2, y de las figuras 1 a 6, se desprende que los in6culos to-
mados en las fases de crecimiento logaritmico o de declineo producen curvas
semejantes, La fase “lag” es més prolongada cuando se usan organismos en fase
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CUADRO 1

Crecriniento de la cepa de Leishmania braziliensis O-CR en funcidn del indculo er: igualdad

de condiciones (sangre de comejo al 10 % y temperatura de 26,5 =+ 5° C). Todos los

cultivos usados como indculo estabun en fase de crecimiento logaritimo excepto los usados
en los experimentos 1, 2, 13 y 15

r e

Nuimero mdiximo

Recuento del promedio de

Exp. N° Indculo Dia del miximo leptomonas

(millones/ml) crecimiento (millones/ml
1 2.5 3 72
2 X 6 102
3 4 5 116
4 7 5 86
3 8.5 5 126
6 11 5 66
7 11 6 98
8 25 5 8C
g 28 5 106
10 30 [3 102
11 30 6 96
12 30 [ 101
13 32 [3 130
id 33 6 131
15 34 4 68
16 35 1 72
17 37 b] 65
18 40 5 90

de decrecimiento, Si el inéculo es suficientemente alto, la fase “lag” es précii-
camente inexistente cuando se parte de cultives en faze logaritmica de creci-
miento. El cuadro 3 muestra que el crecimicnto es mayor en los frascos de Erlen-
meyer, sobre todo si los mismos se someten a una comstante agitacidn. En este
caso, las leptomonas son mas largas y menos méviles. Es digno de notar también
que el medio de los frascos agitados mantiene su color rojo caracteristico, mien-
tras que el de los otros se oscurece tempranamente. La figura 7 corresponde al
segundo experimento de esta serie.

En relacién con la influencia de la temperatura, la figura 8 muestra que
la més favorable es la de 26,5°C A 37°C no se observé crecimiento, y lo mismo
ocurrid a 31°C, habiendo sobrevivido las leptomonas por escasas 48 horas a esta
altima temperatura,

El uso de diferentes concentraciones de sangre de conejo no influyé en el
crecimiento, y el empleo de frascos con tapa de rosca es equivalente al uso de
papel de parafina para evitar la evaporacion (figura 9).

Como se muestra en los cuadros 4 y 5, los mejores crecimientos se cob-
tuvieron en presencia de cangre de ccbayo y conejo. Las de gallina y hombre
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CUADRO 2

Efecto de la fase de crecimiento de Leishmania braziliensis (O-CR). Indculo de medio

difdsico con sangre de conejo al 10 %

Recuento de

Nimero méiximo
promedio de

Exp. N° Fase Indculo leptomonas
(millones/ml) (millones/ml)

1 C. L 55 112
D. 55 109
C L 5.5 94
D. 5.5 103

2 C. L 146 146
D. 136 130
C. L 14.6 79.6
D. 13.6 79

3 ey 30 191
D. 43 200
C. L 3.0 56.6
D. 4.3 54.6

4 C L 92 109
D. 99 100
ClL 9.2 84
D. 9.9 91

C.1.: crecimiento logaritmico; D.: decrecimiento.

CUADRO 3

Efecto del tipo de recipiente y de la agitacién en el crecimiento de L. braziliensis O-CE.
Todos los recipientes fueron tapados con papel de parafina (Parafilin)

Concentraciés médxima promedio

S de leptomas (millones/m!)
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
Tubos de 50 ml en posicién vertica} 47 29 29.5
Erlenmeyers de 50 ml sin agitacién 26 65 98
Erlenmeyers de 50 ml en agitacién
constante (80 rev./min.) 120 241 133

se mostraron inferiores en este aspecto (figuras 10 y 11).

En los experimentos en que se usé sangre hemolisada por congelacién y
descongelacién, y sangre envejecida por refrigeracion prolongada, se noté un
efecto perjudicial por parte de la hemoglobina (cuadro 6), mientras que la
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sangre envejecida, hasta por un mes, permitié un crecimiento practicamente igual
al de los testigos (cuadro 7). Esto mismo sz observd con medios previamente
preparados y envejecidos en refrigeracion (cuadro 8). El cuadro 9 y las figuras
12 y 13 muestran que la cepa fue incapaz de crecer en medio preparado con sucro
fresco de conejo, libre de hemoglobina. La adicion de hematina o hematopor-
firina en concentraciones de 0,75 a 3 mg % produjo un estimulo ligeramente
menor al obtenido con sangre total. Concentraciones de hematina mis bajas a las
anteriores son insuficientes,

El suero, sometido a diferentes temperaturas pierde su capacidad durante
el almacenamiento, y este proceso se acelera a temperatura dz refrigeracion, y
mis atin a temperatura ambiente (cuadro 10, figura 14).

En los frascos en que el CO: del aire fue absorbido, se not6 una dismi-
nucién del crecimiente (cuadro 11).

CUADRO 4

Efecto de tres tipos de sangre (109%) en el crecimiento de Leishmania braziliensis O=CR.
Indeulo de medio difdsico con sangre de conejo al 10 %

Fases del Recuento del Crecimiento mdximo promedio de
Exp. N° In6culo Indculo leptomonas (millones/ml) en sangre de
millones/ml

Conejo Cobayo Hombre
1 Decrecimiento 2.5 74 76 9
2 ” 3.5 102 148 16
3 " 32 130 121 16
4 o 34 68 78 45
5 Crecimiento Log. 3 125 121 109
6 & 28 106 97 16
Promedio — 96.7 110.0 40.1

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las experiencias que se anotan en los cuadros 1 y 2 muestran una dife-
rencia en cuanto a que, en el primer caso, no se encontr6 ninguna relacién entre
el miximo de leptomas obtenido y la cantidad de ellas inoculadas, mientras que
en el segundo caso si parece haberla. Es posible que las diluciones para obtener
los indculos menores del Gltimo, asi como los recuentos realizados a intervalos
muy cortos, deben haber afectado el crecimiento produciendo la diferencia ano-
tada. La fase “lag” fue afectada por aquella en que se encontraban los flagelados
del in6culo y por la cantidad del mismo, como se desprende de las figuras del
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CUADRO 5

Efecto de dos tipos de sangre (10 %) en el crecimiento de L. braziliensis O-CE.
Indculo de medio difdsico con sangre de conejo al 10 %

Recuento del Crecimiento méximo
Inéculo promedio de leptomonas
Exp. N° (millones/ml) (millones/ml)
En sangre de
Conejo Gallina
1 25 80 2
2 30 102 27
Promedio 91.3 14.6

CUADRO 6

Efectos de l: sangre hemolisada en diferentes concentraciones es: el crecimiento
de Leishmania braziliensis (O-CR). Los ndmeros representan millones [ml.

Sangre hemo-  Sangre hemo-  Sangre hemo-

Recuento Testigo lisada al 10 9% lisada al 20 %  lisada al 30 %
Exp. N° del sangte (Hemoglobina: (Hemoglobina: (Hemoglobina:
Inbculo al 109% 0.63 gramos %) 1.45 gramos %) 2.10 gramos %)
1 6 51 46 39 49
2 14 96 67 67 63
3 40 117 76 81 77
CUADRO 7

Efecto de la sangre envejecida en refrigeracion (5°C) en el crecimiente
de Leishmania braziliensis O-CR

Recuento del

Exp. N* Inéculo Crecimiento mdximo promedio de leptomonas (millones/ml)
(millones/ml) y edad de la sangre en dias entre paténtes’s
1 20 91 (29) 95 (14) 90 (8 100 (1)*
2 12 58 (29) 65 (14) 64 (7) 63 (1)*
*  ‘Testigos.
CUADRO 8

Efecto del envejecimiento del medio de cultivo en refrigeracion,
sobre el crecimiento de una cepa costarricense de L. braziliensis O-CR

Recuento del Crecimiento méiximo promedio de leptomonas (millones/ml)
Exp. N° Indculo y edad del medio en dias entre paréntesis
(millones/ml) :

1 25 113 (54) 116 (40) 94 (21) 91 (1)

2 15 94 (115) o0 (104) 79 (98) 106 (1)




CUADRO 9

Efecto de hematina y hematoporfirina en el crecimiento de Leishmania braziliensis {O-CR)

Hematina ~ Hematina  Hematina ~ Hematina

Exp. N* Recuento del Testigo Testigo Hematina ~ Hematopor.  Hematina  Hematopor.
Inéculo suero 10%  sangre 10% 3mg % 3 mg % 0,75mg% 0,75mg% 0,60mg% 0,40mg% 0,30mg% 0,06 mg %
(millones/ml)

1 9 12 86 78 57 80 57 el e — —_
2 il 3 65 66 62 52 — ad o e —
3 11 3,6 72,6 — e 20,6 - 10,5 3,0 —_— —
4 12 1,7 105 - e 98 70 — 1,6 1,3
5 12 1,2 92 o ek 63 = 18 2,2 i
6 26 2 —— e e 66 18 — 0,9 0,9
7 30 4 101 79 81 57 78 — — —_—
8 4 131 126 o 131 - — — - —

Promedios 33 3,9 93,2 87,3 66,6 70,9 55,8 14,3 2,6 L3 1,1

£0¢



CUADRO 10

Efecios del almacenamiento del suero a diversas temperaturas en el crecimiento de Leishmania braziliensis (O-CR)
En todos los casos se agregd hematina (3 mg %)

Recuehto del -

Exp. N° Inéculo Crecimiento maximo promedio de leptomonas (millones/ml) y edad del suero en dias entre paréntesis
(millones/ml)
Temperatura Temperatura Temperatura ambiente
congelacién refrigeracién (Mix. = 22.7°C Testigo Testigo
(—5°0C) (+5°C) Min. = 18.5°C) suero sangre
1 50 76 (8) $5  (8) 49 (8) 10 (1) 114 (1)
2 5 34 (22) 29 (22) 12 (22) s (1)
84 (1)
3 25 83 (15) 10 (119) 8 (19) 1,1 (1) -
4 40 33 (35) 23 (97) 21 (44) —
- 90 (1)
b1 50 95 (1) 42 (106) 63 (1) 4 (1)
66 (38)

Maix: Promedio de méiximos
Min: Promedio de minimos

1%

TYIIdOYL VIOOTOIE 3 VISIATY
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CUADRO 1i

Efecto de la absorcién del CO, dei frasco de cultivo en la curva de crecimiento de
1. braziliensis O-CR. Todos los recipientes fueron tapados con papel parafina (parafilm)

Cultivo en matraz Concentracién mdxima promedio
con brazo lateral de leptomonas (millones/ml)
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Promedio
con KOH 44 78 SO 57,3
Sin KOH 83 102 a5 90,0

1 a 6. HERBERT (6) observé que los cultivos de Trypanosoma theileri muestran
fase “lag” s6lo cuando se siembran con organismos en fase de diclineo.

Como quedé dicho, la agitacién favorecié notablemente el crecimiento y
creemos que una mayor oxigenacién es la responsable. Esto se comprueba por
la diferencia de color de los medios, ya que los frascos agitados conservan el
color de la oxihemoglobina. En estas condiciones quizds haya un mayor acimulo
de sustancia celular, produciéndose células mayores, con un desgaste minimo de
energia para el movimiento, que parecicra hacerse menos necesario. RisTiC y TRA-
GER (15) no encontraron ventaja alguna en la agitacién de los frascos para el
aislamiento primario de T. theileri,

Las experiencias mostraron que esta leishmania es sensible a tempera-
turas relativamente bajas como 31° C. Ray (14) afirma que la temperatura 6ptima
para L. braziliensis es de 22° C, y AMARAL (2) dice que el mejor crecimiento se
obtiene entre 20° C y 28° C, y que la méaxima soportada por ella es 30° C.

CHANG y NEGHERBON (5) encontraron que las leishmanias humanzs cre-
cen entre 22,5° C y 32°C, siendo ésta Gltima la ptima para L. braziliensis,

KRASSNER (8) obtuvo un mejor crecimiento de L. tarentolac a 28° C que
a 33° C, pero ninguno a 37° C. Lo mismo habia sido observado por TRAGER (20)
para L. doncvani. '

LEMMA y SCHILLER (9) encontraron que L. tropica, L. braziliensis y L.
donovani crecian mal a 32°C, pero que a través de sucesivos pases era posible
adaptarlas a esta temperatura, y hasta aclimatarlas posteriormente a 34° C.

El comportamiento de la cepa usada por nosotros-guarda relacion con los
hallazgos de ZELEDON y BLANCO (25), quienes han demostrado que esta ccpz
es altamente infectante para hamsters, pero sélo en aquellas 4reas de la piel con
temperaturas relativamente bajas.

En relacién a la cantidad de sangre empleada en el medio, SALLE y
Scumipr (18) afirman que, con més del 15 9% de sangre de conejo, el creci-
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miento de L. tropica es pobre. Rucar (17), usando sangre del mismo animal al
10, 15, 20 y 25 %, encontré que cuanto thayor es la concentracién de ella, ma.
yor es el nimero de leptomonas obtenidas.

La cepa aqui empleada mostrd crecimientos semejantes en presencia de
concentraciones variadas de sangre. Del empleo de diferentes mezclas de ésta, se
desprende que las sangres de hombre y gallina son inferiores a las otras.

RAay (14) usando sangres de hombre, cobayo, caballo, carnero y conejo
con L. tropica, L. donovani y L. braziliensis, afirma que todas ellas son satisface
torias, siendo mejor la de hombre y luego las de conejo, cobayo y caballo, e in-
ferior a éstas la de carnero.

Rucar (17) assgura que la sangre de gato, carnero, gallo y perro puedes
sustituir a la del conejo en el cultivo de leishmanias. HEYNEMAN y MANSOUR (7)
scfialan que las de asno, carnero y cobayo tienen un efecto equivalente a la de
conejo en el cultivo de las mismas tres especies humanas de leishmanias.

Sin embargo, en ninguno de los trabajos mencionados se presentan datos
cuantitativos suficientes para compararlos con los nuestros.

Las experiencias con fangre hemolisada confirman la suposicion de Ray
{14) de que la hemoglobina en la fase liquida produce cultivos mis pobres. Lo
mismo fue observado por RuGAl (17) y por VIVES SABATER y SOLER DURALL
(24).

El crecimiento en medios con sangre envejecida en refrigeracion, o en
medios envejecidos previamente, contrasta con el obtenido en presencia de suero
envejecido; este ultimo parece sufrir alteraciones que se traducen en una mul-
tiplicacién més pobre. Es muy posible que los cambios del suero se deban a
efectos de reduccion enzimética sobre factores de crecimiento, que se mantienen
inalterados por mis tiempo cuando los glébulos rojos estin presentes, y por
consiguiente hay oxigeno ligado a ellos. Como es de esperar, la temperatura
de congelacion disminuye este proceso de alteracion del suero, pero no es sufi-
ciente para evitarlo totalmente.

El requerimiento de hematina por parte de los hemoflagelados es bien
conocido desde hace algunos afios (ver literatura en LwoFF, 10). En nuestro caso
se demostrd la necesidad de ésta molécula por parte de la cepa usada, asi como
también su aparente capacidad para introducir el hierro en la molécula de he-
matoporfirina. En términos generales el crecimiento en presencia de esta Gltima
sustancia es algo mis pobre que la de hematina, lo cual se explicaria por la
mayor dificultad que tienen las células de usar la hematoporfirina en forma di-
recta.

El trabajo de ADLER (1), quien asegura haber mantenido por muchos
afios varias especies de leishmanias y trypanosomas en medio de suero sin he-
moglobina, podria explicarse por la presencia de trazas suficientes de ella en
los sueros, o bien por seleccién o adaptacién de cepas que llegan a requerir muy
poca cantidad del hem. En relacién a esto debemos decir que mutantes de Hae-
mophilus influenzae, que no requieren hematina, han sido dados a conocer en
la literatura (BUTLER, 3). La disminuciéon del crecimiento en condiciones en
que el CO: fue absorbido no puede sorprendernos, puesto que el mismo es un
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factor estimulante del metabolismo celular. HERBERT (6), usando un 10 % de
CO: en los cultivos de T. theileri, observé un definido estimulo.
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RESUMEN

Los autores observaron las caracteristicas del crecimiento de una cepa cos-
tarricense de L. braziliensis (O-CR), en un medio difdsico y bajo diversas con-
diciones.

El méximo niimero de leptomonas fue obtenido al quinto o sexto dia, no
encontrindose relacién entre dicho niimero y la magnitud del indculo. Este, en
fase de crecimiento o de declineo, produjo curvas semejantes; pero la fase “lag”
si fue afectada por la d=l inéculo y por la cantidad del mismo. Sin embargo, di-
luciones 10 veces mznores del cultivo, en fase exponencial o de declineo, produ-
jeron curvas mas bajas que las obtenidas con los mismos cultivos sin diluir.

La agitacion circular de los cultivos favorecié el crecimiento, y frascos de
erlenmeyer resultaron mis favorables que tubos verticales con la misma cantidad
de medio. La temperatura de 26,5° C fue mejor que las de 29° C y ambiente;
a 31°C y 37°C el flagelado no crecid. Diversas concentraciones de sangre de
conejo incorporadas en el medio no produjeron diferencias, y las sangres de éste
y de cobayo fueron mejores que las de gallina y hombre. La sangre h:molisada
mostré cierta inhibicion del crecimiento, y la envejecida en refrigerador por un
mes, o los medios previamente envejecidos por periodos hasta de dos meses no
alteraron su capacidad. Esta fue, sin embargo, notablemente afectada en medios
preparados con suero envejecido y hematina. La pérdida de la potencia del
susro ocurre lentamente a temperatura de congelacién, y se acelera en refrige-
racién y atn més a temperatura ambiente. El flagelado fue incapaz de crecer
en medios con suero fresco de conejo libre de hemoglobina, siendo ¢l creci-
miento restaurado por la adicién de hematina o hematoporfirina. La absorcién del
CO: del aire trajo como consecuencia una disminucién de un 25 a un 50 % en
el nimero de leptomonas.

SUMMARY

Growth characteristics of a Costa Rican strain of Leishmania braziliensis
(O-CR) are described, in a diphasic medium and under diverse conditions. The
maximum number of leptomonads was obtained on the Sth. or Gth. day, there
being no relation between this number and the size of the inoculum. The latter,
whether in growth or decline phase, gave similar growth curves; the lag phase,
however, was influenced by the phase and quantity of the inoculum. Cultures
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in exponential or declining phases diluted 1:10 gave lower curves than the sarne
undiluted cultures.
Circular shaking of the cultures gave better growth, and erlenmeyer
flasks proved better than vertical tubes with the same amount of medium. A
temperature of 26.5°C was better than room temperature or 29¢ C. At 31° C
and 37¢ C the flagellate failed to grow. Different concentrations of rabbit blood
added to the medium caused no difference in the results. Rabbit and guinea
pig blood proved better than chicken or human blood. Hemolysed blood inhibited
growth slightly, and blood aged for a month in the refrigerator, or media
previously aged up to 2 months, showed no alteration of capacity. Media
prepared with aged serum and hematin, however, did lose their potency, slowly at
freezing temperature and more rapidly under refrigeration or at room temperature.
The flagellate proved unable to grow in fresh rabbit hemoglobin-free serum,
growth being restored by the addition of hematin or hematoporphyrin. Absorption
of CO; from the air resulted in a decrease of 25 to 50% in the number of
leptomonads.
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FIGURA 1:

1 = 3 tubos de 50 ml verticales.

2 = 3 erlenmeyers de 50 ml,

3 = 3 erlenmeyers de 50 ml en agitacién (80 r.p.m.).

Inbculo: 0,1 ml de cultivo con 37 X 106 flag./ml.

FIGURA 2:

1 = Cultivos a 29° C,
2 = Cultivos a 26,5° C.

3 == Cultivos a temperatura ambiente.
(Promedio méximas: 23,1°C
Promedio minimas: 18,3° C).
Inéculo: 0,1 ml de cultivo con 30 X 106 flag./ml.
FIGURA 3:
1 = 0,1 ml de in6culo de cultivo en fase de crecimiento loga-
ritmico (30 X 106 flag./ml).
2 = 0,1 ml de in6culo de cultivo en fase de decrecimiento (30 X

10¢ flag./ml).
3 = Igual a 1 diluido el inéculo 1/10.
4 Igual a 2 diluido el indculo 1/10.

i

FIGURA 4:

1= 0,1 ml de in6culo de cultivo en fase de crecimiento loga-
ritmico (30 X 10¢ flag./ml).

2 = 0,1 ml de in6culo de cultivo en fase de decrecimiento (30 X
108 flag./ml).

3 = Igual a 1 diluido el inéculo 1/10.

4 = Igual a 2 diluido el indculo 1/10.

FIGURA 5s:

1 = 0,1 ml de inbculo de cultivo en fase de crecimiento loga-
ritmico (92 X 106 flag./ml).

2 = 0,1 ml de in6culo de cultivo en fase de decrecimiento
(92 X 109 flag./ml).

3 = Igual a 1 diluido el in6culo 1/10.

4 = Jgual a 1 diluido el inéculo 1/10.

FIGURA 6:

I = 0,1 ml de in6culo de cultivo en fase de crecimiento loga:
ritmico (92 X 108 flag./ml).

2 = 0,1 ml de inéculo de cultivo en fase de decrecimiento

(92 X 106 flag./ml).
3 = JIgual a 1 diluido el inéculo 1/10,
4 = Igual a 2 diluido el inéculo 1/10.
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FIGURA 7:

1 = 0,1 ml de in6culo de cultivo en fase de crecimiento loga-
ritmico (136 X 10¢ flag./ml).

2 = 0,1 ml de inbculo de cultivo en fase de decrecimiento

(136 X 10¢ flag./ml).
3 = Igual a 1 diluido el indculo 1/10,
4 = Igual a 1 diluido el indculo 1/10.

FIGURA 8:

1 = 0,1 ml de indculo de cultivo en fase de crecimiento loga-
ritm'co (136 x 10¢ flag./ml).

2 = 0,1 ml de injculo de cultivo en fase de decrecimiento

(136 X 106 flag./ml).
3 Igual a 1 diluido el inéculo 1/10.
4 = Igual a 2 diluido el in6culo 1/10.

FIGURA 9:

1 = Medio con s:ngre de conejo al 10 % (tapa de rosca).

2 = Medio con sangre de conejo al 10 % (Parafilm).

3 = Medio con sangre de conejo al 20 % (Parafilm),

4 = Medio con sangre de conejo al 30 % (Parafilm).
Indculo: 0,1 ml de un cultivo con 4 X 108 flag./ml.

FIGURA 10:
I = Medio con 20 % de sangre de cobayo.
2 == Medio con 20 % de sangre de conejo.

3 = Medio con 20 % de sangre de hombre.
Inéculo: 0,1 m! de cultivo con 32 X 10% flag./ml.
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FIGURA 11:

I = Medio con 10 % de sangre de gallina.
2 Medio con 10 % de sangre de conejo.
Inéculo: 0,1 ml de cultivo con 30 X 10¢ flag./ml,

FIGURA 12:

,..
I

Med'o con 10 % de sangre de conejo.

2 = Medio con 10 % de suero de conejo mds 3 mg % de he-
matina.

3 = Medio con 10 % de suero de conejo mis 3 mg % de he-
matoporfirina.

4 = Medio con 10 % de suero de conejo mas 0,75 mg % de
hematina.

5 = Medio con 10 % de suero de conejo sin hematina (tes-
tigo). .

Indculo: 0,1 ml de suspensiéon de leptomonas lavadas con
11 X 10°¢ flag./ml.

FIGURA 13:

1 = Medio con 10 % de sangre de conejo.

2 = Medio con 10 % de suero de conejo méds 0,75 mg % de
hematina.

= Medio con 10 % de suero de conejo méds 0,60 mg % de
hematina.

4 = Medio con 10 % de suero de conejo mas 0,40 mg % de

hematina,
5 = Medio con 10 % de suero de conejo (test'go).

~
|I'

FIGURA 14:

1 = Medio con sangre al 10 % (testigo).

2 = Medio con suero congelado (8 dias) méis 3 mg de hema-
tina.

3 = Medio con suero refrigerado (8 dias) mas 3 mg % de
hematina.

4 = Medio con suero a temperatura ambiente (8 dias) mas 3

mg % de hematina.
5 = Medio con suero fresco sin hematina (testigo).
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