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A finalidade deste trabalho é propér um meio e descrever a
téenica que usamos para cultura de leishménias patogénicas para
0 homem.

Os protozoarios patogénicos para os animais, quando féra do
organismo hospedeiro, exigem, para subsistir, condi¢gbes muito mais
precisas do que as bactérias. Porisso, sua cultura IN VITRO é
sempre mais dificil.

Em 1904, Rogers, pela primeira vez, obteve cultura de leish-
méaniag partindo de material obtido por puncio do bago de doentes
de kala-azar.

O meio era constituido pelo préprio sangue resultante da pun-
clo, adicionado de citrato de sdédic como anti-coagulante. Resul-
tados inconstantes e sub-culturas negativas. Posteriormente, acidi-
ficando o meio com &cido citrico e determinando a temperatura
6tima para desenvolvimento (22°C.), Rogers conseguiu culturas
com malis facilidade. Christophers, Chatterjee, MacKenzie, Leish-
man e Stathan confirmam os trabalhos de Rogers.

Nicolle, em 1908, estudando o kala-azar, empregou o meio que
Novy e Novy e McNeal empregavam para a cultura de tripanoso-
mas (agar nutritivo com um terco de sangue). Os resultados
foram superiores aos de Rogers. Sub-culturas positivas.

Eliminando a carne e a peptona do meio de Novy e McNeal,
Nicolle, em estudos ulteriores, preparou um meio que, pela sua
simplicidade e eficiéncia chegou incbélume até nossos dias. Este
meio, conhecido universalmente como meio N. N, N., é largamente
empregado em primo-culturas, conservacio e estudos biolégicos das
diversas espécies de leishmanias.

Com. a dupla finalidade de fixar os elementos constituintes e
afastar contaminacgdes eventuais, Mathis propds o aquecimento do

v

(*) Este trabalho fol realizado com ragas de leishméanias fornecidas
pelo Dr. Luis de Sales Gomes.



154 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

meio. Legroux, Salle e Schmidt, Berrebi e nossas proéprias pes-
quisas demonstraram a nocividade do aquecimento.

Parrot e Donatien, Nattan e Grimard, adicionando solugéo iso-
ténica de cloreto de s6dio & dgua de condensacdo do meio de Nicolle,
conseguem aumentar a longevidade das culturas. Este fato tambem
constatamos.

Kliger, substituindo o soro do meio de Noguchi (para leptos-
pira) por sangue desfibrinado de coelho, obteve bons resultados em-
primo-culturas. Usa o meio de Noguchi original para conservacéio,
obtendo repiques positivos mesmo depois de seis meses, cobrindo o
meio com parafina liquida. Noguchi, Noguchi ¢ Lindenberg, Buss,-
confirmam os trabalhos de Kliger,

Os meios acima mencionados, satisfatério para primo-culturas
e entretenimento das espécies, ndo o sfdo para producdo de abun-
dantes culturas como é necessdrio para a preparacio de grandes
quantidades de antigenos e vacinas. Para preencher a lacuna e
para estudos bio-morfolégicos, muitos meios foram propostos. Al-
guns liquidos: Laveran e Pettit, Row, Salle, Salle e Schmidt, Lwoff.
Outros s6lidos: Tanabe, Mayer e Ray, Row, Senekje, Salle, Noeller.

Bianchi, Berrebi, Anderson, tentaram culturas em soro-leite
com resultados negativos. O leite, segundo Barraud, Christophers
‘e Barraud, Anderson, por si s6 ou como substituto do sangue na
base N. N. N. é mediocre. Entretanto, segundo Bianchi, Laurin-
sich, é de valor como adjuvante nos meios com sangue.

Dos trabalhos consultados deduz-se que o sangue total é im-
preseindivel para se conseguirem culturas abundantes. Qualquer
elemento do sangue, isoladamente empregado, é inutil. A riquesa
das culturag aumenta proporcionalmente & porcentagem do sangue.
Entretanto, hd um limite que varia, segundo os autores, entre 15 e
30% — Pedroso, Salle, Salle e Schmidt. Estes tltimos autores con-
cluem que acima de 15% as culturas empobrecem e que o impedi-

mento corre por conta do soro.

Ray, Leiva, constataram que a porcentagem Otima de sangue
varia com a concentracio do agar. Assim, com 0,5% de gelose o

6timo de sangue é 5% e com 2% de gelose é necessdrio aumentar
o sangue para 25%.

Ray, Kliger, Salle e Schmidt, Lwoff, Senekje, estabeleceram o
pH 6timo entre 7,0 e 7,4. Derrebi entre 6,0 e 6,5. Napier esta-
beleceu 5,7 como Otimo na zona acida e 7,3 na alcalina e sugere o
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uso do meio N.N.N. com pH 5,7 como seletivo para isolamento de
leishménias, uma vez que sejam feitos estudos de confirmacéio.

N

Com relacdo & pressdo osmdtica do meio Barraud, Christo-
phers e Barraud, Pedroso, sdc partidarios da hipotonia. Berrebi
conclue, contrariamente, que a hipertonia é favoravel, apontando
15,/00 como porcentagem étima de NaCl. Este autor, porem, ndo

fez estudos com porcentagens de NaCl entre 7,5 e 15 /00,

PARTE TECNICA. MEIQO DE CULTURA

Constituintes:

1 — InfusBo de Carne .......cieviununrnnennenennnn. - 250 ce.

2 — Extrato de batatas .................... SR 80 cc.

3 — Cloreto de $0dic .. .o iinii it 12,0 grms.

b o A AT e e e e e 25,0 grms.

b — Agua distilada ........ it i 1000 cec.

6 — Sangue desfibrinado de coelho

7 — Sol. de cloreto de s6dio a 1.2 0/00, esteril.

I — Preparaclo da infusio de carne:
Carne de vaca gem gordura .............. 1.000,0 grms.
Agua distilada aquecida a 80°C. .......... 1.000 ce.

Passar a carne na maquina, ajuntar a idgua e agitar imediata-
mente. Deixar em contacto durante 3 a 4 horas agitando varias
vezes. Decantar, espremer o residuc. Reunir os liquidos, ferver
10 minutos, filtrar e completar o volume de 1.000 ce.. Distribuir
em baldes e esterilizar a 110°C se ndo for usado no mesmo dia.

II — Preparagio de extrato de batatas:
Batatas ... e 500,0 grms.
Agua distilada .......ooiii i i, 1.000 ce.

Descascar as batatas, cortid-las em fatias de 8 a 4 mm. de es-
pessura, ajuntar a Agua. Autoclavar 20 minutos a 110°C.. De-
cantar, lavar o residuo com agua suficiente para completar 1.000
cc. com o primeiro liquido. Filtrar enquanto quente. Distribuir
em baldes e esterilizar a 110°C. 20 minutos para guardar em
estoque. 4
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III — Fundir o agar com a agua a 121°C. 20 minutos. Ajun-
tar a infusfo de carme, extrato de batatas e o cloreto de sédio.
Ajustar ao pH 6,6 a 6,8. N&o é necessario filtrar,

Distribuir 100 cc. em cada frasco de Roux de 1.000 cc. (ou em
baldes com 1 litro para guardar em estoque). KEsterilizar a 110°C.
20 minutos. '

Esfriar os frascos a 58°C.. Colocar em cada um 18 a 20 cc.
de sangue. Agitar sem fazer bolhas. Deitar os frascos e deixar .
em repouso durante 24 horas. Em seguida, colocar em cada frasco
20 cc. de solucdo de cloreto de sédio a 12 /40 (Bloch citado por
Zdrodowski e Woskressenski). Deixar em repousd mais 24 horas
antes de fazer a semeadura. l

IV — Semeadura: Os proprios frascos de Roux podem forme-
cer culturas para as sucessivas semeaduras. Entretanto, para
maior comodidade e para diminuir as contaminacles, é preferivel
seguir a seguinte técnica:

Em baldes de Erlenmeyer de 100 cc., colocar 10 a 12 ce. do
meio acima descrito. Deixar 24 horas em repouso. Em seguida
colocar 6 cc. de soluciac de cloreto de s6dio a 12 4/¢. Deixar em
repouso mais 24 horas. Inocular e incubar a 22°C.. Apc’)’s uma
semana, a cultura estd suficientemente desenvolvida. Com uma
pipeta de 10 ce., colocar em cada baldo 5 cec. de sol. de cloreto de
so6dio a 12 o/00, agitar, aspirar todo o liquido e transporti-lo para
um frasco de Roux. Incubar a 22°C. conservando os frascos em
posico horizontal. Com 24 horas de incubacfo, j4 se podem obser-
var numerosas granulaces flutuando na massa liquida, constituidas
de leishmanias. _

Entre 10 ¢ 15 dias pode-se fazer a colheita. Para isso, remo-.
ver a parte liquida, lavar a superficie do meio duas ou trés vezes
com solucao fisiolégica, reunir os liquidos e centrifugar. As leish-
méanias, de mistura com algumas hematias e detritos do meio,
podem ser separadas por centrifugacio e filtracio e algodio esteril.

OBSERVACOES ¢’

O pH da base oscila entre 6,6 e 6,8. Depois de adicionado o
sangue, sobe a 7,2 — 7,3. A solucdo de cloreto de sédio adicionada,
uma vez estabelecido o equilibrio fisico-quimieo, tem. a mesma con-
'cehtragéo hidrogenidnica da parte sélida. Este fato vem facilitar
muito a determinacédo do pH do meio depois de preparado. Napier
determina colorimetricamente o pH do meio de N. N. N., dializando
a 4gua de condensacdo em solucio fisiolégica neutra na qual faz as
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pesquisas. Dispensdmos a didlise e dosdmos diretamente ¢ liquido
a0 potencidmetro ou colorimetricamente, pois apresenta-se fraca-
mente colorido. .

Dada a ampla superficie de contacto com o meio sélido, a parte
liquida recebe facilmente, por difusfo, as substidncias nutritivas e,
distendendo-se em fina camada, oferece condicdes 6timas para a
multiplicacido das leishménias.

A pratica mostrou-nos que os meios recentemente preparados
produzem culturas mais ricas. Porisso, preferimos semear os fras-
. cos sem prévio controle de esterilidade, que exige pelo menog 48
horas de estufa a 37°C.. Quando o liguido superficial fica muito
avermelhado, as culturas sio mais pobres. Parece que a hemo-
olobina em excesso é tdéxica. Recomendamos, portanto, afastar
todas as causas que provocam a lise das hemaétias,

Usamos 10, 15, 20 ¢ 25% de sangue. As culturas enriquecem
com o aumento do sangue.

O sangue, de gato, carneiro, galo e cio podem substituir o de
coelho.

Uma leve hipertonia favorece a cultura.

A batata foi incluida no meio, porque revelou-gse precioso ele-
‘mento. Estimula a multiplicacdo, aumentando consideravelmente
a rigueza das culturas.

A Comissdo de estudos da Leishmaniose, eficientemente diri-
gida pelo prof. Dr. Samuel B. Pessda e Dr. Bruno Rangel Pestana,
usa rotineiramente o meio acima descrito, para preparar vacinas
e antigenos empregados nos trabalhos de combate a essa endemia.

Os resultados, segundo a referida Comissfo, sdo grandemente
superiores aos obtidos com o meio N. N. N., inicialmente usado.

RESUMO

Foi deserito um meio e a téenica para cultura de leishméinias.

0O método produz cuituras abundantes para preparacio de anti-
genos e vacinas. .

O pH do meio concluido pode ser determinado por intermédio
da parte liquida do meio.

A batata estimula o crescimento.

SUMMARY

In the present paper a medium and the technic for the culture
of leishmania are described.
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This method gives abundant cultures for the preparation of
vaceines and antigens.

The pH of the finished medlum may be determined by means
of the liquid part.

The potato stimulates de growth.

ZUSAMMENFASSUNG

Man hat einen Néhrboden und die Technik fiir die Kultur von
Leishmanie beschrieben. ‘

Die Methode liefert iippige Kulturen fiir die Vorbereltung von
Antigene und Vakzine. ‘

Das pH des fertigen Niahrbodens kann durch den fliissigen
Teil bestimmt werden.

Die Kartofel beschleunigt das Wachstum.

Externamos, aqui, os nossos reconhecimentos ao Snr. Dr. Bru-
ne Rangel Pestana, pelo apoio que nos deu para a realizacio deste
trabalho.
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