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BRAZILIENSIS. 2. Estudios en pacientes de areas endémicas *
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RESUMEN

El cultive “in vitro” de Leishmania braziliensis braziliensis constituye un
método Util en el trabajo de campo, para el aislamiento primario de ésta subes-

pécic de Leishmania,

Cultivos en dos medios difisicos de agar sangre (DAB y

EVANS) y dos medios liquides (SCHNEIDER'S y AR-103)} realizados en pacien-
tes con lesiones cutdneas de Leishmaniasis Tegumentaria Americana (L'TA) de-
mostraron: 1) Similar sensibilidad de los medios DAB y Schneider’s cuando uti-
lizamos el procedimiento de aspiracidn de las muestras con aguja. 2) Rendimien-
to sensible y reproducible, con el medio DAB, cuando comparado, en repetidas
ocasiones, con el medio EVANS. 3) Incremento significativo en el aislamiento
primario de Leishmania braziliensis brazilensis mediante la ejecucidn, en la mis-
ma lesion de cada paciente, de tres aspiraciones consecutivas en sitios diferen- -
tes de la tilcera activa (50% de positividad, con el medio DAB). o

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

INTRODUCCION

El aislamiento del pardsito, en Leishmania-
sis Tegumentaria Americana (LTA), es todavia
necesario para el diagndstico y progndstico de
ls enfermedad 7, Las nuevas técnicas para la
identificacién “in situ” de los amastipotes de
Leishmania usando anticuerpos monoclonales e
hibridizacicn del k-DNA 22 no son todavia apli-
cables en la investigacion epidemioldgica de
campo.

Un método de aislamiento de Leishmania
braziliensis braziliensis insuficienternente 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 cultivo recomen-
dados ? solamente son posibles de ser realiza-
das en #reas de reconocida endemicidad de la

L. b. braziliensis, subespecie de dificil aisla-
miento y cultivo 13,12,13,

Este trabajo presenta nuestros progressos
alcanzados a 10 largo de los ultimos 3 afios, en
el aislamiento de L. b, braziliensis de pacientes
con lesiones cutdineas de LTA en una drea de
estudio longitudinal en Bghia, Brasii467. Los
resultados obtenidos sugieren que, el método
cultural es efectivo, sensible y practice en los
trabajos epidemioldgicos de ésta endemia.

MATERIAL Y METODOS
1} Los pacientes

Fueron comprendidos en ésfe estudio, 9
series de pacientes investigados en las regiones
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endémicas de Trés Bragos, Cravolandia ¥ Cor-
te de Pedra, Valenca, Bahia; ésta tiltima loca-
lidad proporcionod 96% de los casos investiga-
dos. Todos eran pacientes sin tratamienfo pre-
vio antileishmanial.

2) Procedimientos en Ia demonstracion de
Leishmania

Para la realizacidon de los cultivos en Ilas
lesiones de los pacientes, limpighamos cuidado-
samente la superficie del drea a ser trabajada
mediante la utilizacién en formsa secuencial,
‘de los siguientes elemientos: agua oxigenada,
agua destilada esteril con detergente, alcohol
yodado y finalmente alcohol de 95%. Posterior-
mente, procediase g anestesiar por la infiltra-
cién de Lidocaine 2%.

La aspiracion 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 y, 2) Por
el uso de una jeringa de 5 ml y aguja de 22g,
conteniendo 0.304 de ml de solucién fisiols
gica esteril. La aspiracidn, en ambos proce-
dimientos. siguid las recomendaciones de HEN-
DRICKS & WRIGHT?®.

En un primer grupo de 33 pacientes ambos
brocedimientos descritos fueron empleados
comparativamente. Posteriormente y en vista
de la ventaja practica de agujas v jeringas des-
cartables, solamente, la aspiracion con éste ma-
terial fue empleada. ‘

Paralelamente fueron realizados frotices
(“improntas”) confeccionados con material de
biopsia (“punch”, 4 mm), o por raspado del
margen inferno de las lesiones con palito de
fostoros 2, cuyos resultados no son presentados
en ésta comunicacién por ser tema de otra pu-
blcacion. :

3) Medios de culiivo 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 9, el DIFCO Blood Agar
Medium %, DAB, €] AR.103 medio quimicamen-
te definido! y el medio de EVANSSE Todos
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los medios contenian Garamicina (Garamycin,
Schering, USA, 250 ug/ml de medic), ¥ cuando
indicado, 5-Fluorocytosine (SIGMA, USA, 150
ug/ml),

Todos los cultivos fueron incubados a 23°C
+ 1°C, y examinados diariamente por 7 dias
consecutivos y, posteriormente, a los 15 v 30
Gias pos indculo. Todas las observacicones fue-
ron hechas en microscopio invertido, come de
ruting.

Posteriores estudios de aislamiento prima-
ric y diagndstico fueron efectuados en 1z lo-
calidad de Corte de Pedra, Bahia. empleando
comparativamente el Medio DAB y el EVANS.
El procedimiento empleado fué el de la aspi-
racion con aguja y jeringa de muestras de te-
jidos de las tlceras de pacientes cutaneos. To-
dos los cultivos positivos fueron transferidos
para el medio de propagaciéon de Schneider
(complementado con 20% de suero bovino fe-
tal) para la preparacicén de masa de células pa-
ra identificacidén taxondmica.

Finalmente en los tltimos estudios, inocu-
lamos 3 Tubos de Medio DAB con muestfas de
tejidos tomadas de tres diferentes sitios de la
misma tlcera de cada paciente (2 series de 49
¥ 15 pacientes con lesiones cutdneas, reépectiva-
mente). :

4) Identificacién del parasito

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

5) Anilisis Estadistico

Las sigulentes pruebas estadisticas fueron
aplicadas en el andlisis de los datos; 1) ‘Test
%2, }i cuadrada, 2) Test de Cochran, 3) Test “t”
Student’s.
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RESULTADOS

La TABLA I muestra gque utilizando el
procedimiento del aspirado, con aguja ¥ jerin-
ga, 7 (21%) cepas de L. b. braziliensis fueron

(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-

aisladas en el medio de Schneider y, 5 (15%)
crecieron en el medio de agar sangre DIFCO

rado, con aguja y jeringa), en el estudio rea-
lizado con el medio DAR.

) TABLAT
Alslamiento primarie y caracteristicns de crecimiento de Leishmania. Comparacién de tres medios de cultivo, dos
procedimientos de colecta de las muestras y tiempo de aparecimiento de los promastigotes “‘in vitro”’

Paciente Medio de cultivo/Procedimiento de cultivo Identificacion
n.s D A B* Schneider AR-—103 taxendémica del
Aspiracicn . con Aspiracitn Aspiracitn aislado ***
pipeta pasteur  aguja ©on aguja con aguja
1 — — — —_
2 — — — —
3 — — — —
4 — — — —
5 — —_ —_— —
B — — — _
b -— — —_ —
8 — — — _
9 — —_ +{(10)** . — L. b. b. (I, MAbs)
‘10 - - {10 — L. b. b. (I, MAbs)
11 — — - —
12 — — — —_
13 —+(2) +42) +{2) - L. h, b. (I, MAbs)
14 — — — —
15 — — —_ —_
14 {10} —_ — — L. b. b. (MAbs)
ik —+(4) — - — L. b. b (MAbs, S
18 +(5) +-(15) — — L. b. b. (MAbs)
19 — — — —
20 — +(15) +(15) — L. b, b, (I, MAbs: S)
21 +(4) +(3} +-(10} — L. b. b. (I, MAbs)
22 +(3) — — - L. b. b. (MAbs)
23 — — — —
24 — —_— — —
25 +(68) —_ — — L. b. b. (MAbs)
26 4-(8) — — — L. b. b. (Mabs)
27 — — -— —_ :
28 — — — -
29 — — — —_
30 — —— — -
3t - — +¢29) -
22 — — — —
33 - — 4-(23) —
Total (%) 8(24.2) A 5(15.3) 4 T(212) A o

* DAB = Agar Sangre Difco. WALTON et al (21); AR-103 Medio guimicamente definiido AZEVEDO & ROITMAN{D)
** El mimero entre paréntesis es el tiempo (dias) de aparecimento de promastigotes en el respectivo tubo de cultivo
*** 1. b. b, = Leishmania braziliensis braziliensis; I == Iscenzimas: ALAT, ASAT, GSPD; MAbs = Anticuerpos Mono-
clonales: 3F4F6 L. b. b. 4BSD10 L.B.; 3E6B11 L.b. 1FIDS Lom.amaz,, § = Sandflies, Lu.whitmani
A Proporcicnes no son significativamente diferentes (Test “t” p = 0.05)

Por otro lado, el miedio AR-103, fall§ 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 cultivos fueron positivos, en el medio DAB
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entre el 2° y 15° dia, después de sembrados.
En el medio Schneider’s los 7 “stocks”, se pre-
sentaron positivos entre el 20 y 29° dia, En
ésta serie de 33 pacientes obtuvimos aproxi-
madamente 25% de aislamiento primario de
Leishmania en el medio DAB. Cinco de los
“stocks” fueron identificados como L. b. brazi-
liensis, por sus padrones electroforéticos con
las enzimas ALAT (E.C.2.6.1.2. Alznino 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 Ia 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 medioc 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. b, braziliensis. En una oca-
sion el medio EVANS fué superior, ¥ en las dos
tltimas ocasiones el DAB fué definitivamente
superior. Las razones para explicar esas va-
riaciones no son claras.

TABLAII .
Comparacidn de la sensibilidad de dos medios de cultivo, en condiciones de campo, en 6 ocasiones diferentes en un
total de 149 pacienies con lesiones de Leishmaniasis cutdnea

Fecha del Sensibilidad * Total de Positividad Contaminacion
cultivo D A B Versus Evans pares de N.e U N.e %

{(-++) {(+—) (—H) (——) tubos DAB [/ Evans DAB [ Evans

1 o 2 17 20 1 3 8 11

Enero 83 . (5) (15} (240 (55)
2 1 1 14 i8 3 3 8 T

Mayo 83 [$¥d) (17 (33) (39)
1 V] 8 9 18 1 g 2 3

Julio 83 (5 (50) (11) amn
2 15 ] 20 a7 . 17 2 4 1

Febrero 84 (45) (5) {11} (3
2 22 1] 32 56 24 2 2 9

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

(30.8) (12,1 (27.5) (20.8)

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

DAB; (—1+) positividad por el segunde medio comparado; (— —) negatividad por ambos medios comparados,

Los resultados de las dos 1iltimas observa-
clones, en 1984, son netamente superiores a
los 3 estudios previos. La media de aislamien-

to para el DAB fu€ de 30.8% y para el EVANS,
s6lo de 12.7%.

La contaminacién 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 presentados los re-
sultados obtenidos cuando realizamos, en cada
paciente, 3 aspiraciones consecutivas en la mis-
ma teera 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 Medic DAB. Simila-
res resultados fueron ohtenidos 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 IIT
Aislamiento primdrio de Leishmania por aspiraciones consecutivas de material de la misma lesidn en un grupo de 49
. pacientes con lesiones cutfneas

Aspiraciones Positividad/Toial de pacientes % Limite binomial de confianza 95%
. acumulada

la. Muestra, ) 10} 49 20.4* : 102 — 343

2a. Muestra 18 49 36.7*% 254 — 51

3a. Muestra 25 49 51.0% 363 — 65.6

* Diferencia estadistica significativa.

Tan 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 lesidn.

TABLA IV
Interelacién entre tres aspiraciones conseeutivas em diferentes sitios ¥y en la misma lesion en el aislamiento primaric
de Leishmania braziliensis braziliensis

Primer Aspirado Total Segundo Aspirado ‘Total
+ — + -
Segundo 4+ 5 8 13* Tercer - 9 9 18*
Aspirado — B 31 36 Aspirado — 4 27 31
Total 10* 39 49 Total : 13 36 49

* Parecen comportarse con la misma sensibilidad pues no existe diferencia estadistica significative, Test de Cochran

p > 0.1
loy 22 = X2 0.06 < p < 0.1 (interaccidn)

20y 3, = X20.001 < p < 0.025 (fuerte interaccién)

DISCUSION

En los estudios epidemioldgicos de Leish-
maniasis Tegumentaria Americans las técnicas
de diagnostico geralmente visaron la demons-
tracion de los amastigotas de las lesiones. Pro-
cedimientos comunmente empleados fueron los
frotices, en ldminas, histologia ¥ la inoculacién
de hamsteres. Actualmente, aumenté el inte-
rés por el aislamiento primario y [poste-
rior identificacidn faxondmics de Leishmania,
siendo que los métodos disponibles utilizan los
Iiromastigotes del pardsito. Hubo entonces la
necesidad de mejores y éficientes medios y
técnicas en el aistamiento primarioc de Leishma-
nia. Se dice que es prioritario identificar los
parasitos responsables por las diversas mani-
festaciones clinicas de la enfermedad!? espe-
cialmente en lag infecciones mucocutaneas 18,

En Ia literatura, han surgido contradicecio-
nes relacionadas con la seleccidn del medio
mas apropiado para el aislamiento primario y
mantenimiento “in vitro” de Ieishmania, espe-
cialmente de la subespecie L. b. braziliensis 9,193,
En la opinidn de algunos investigadores como

MAYRINK et al,® los cultivos son de poco
valor prdctico por su contaminacién frecuente
¥ porque los pardsitos, gue fueron aislados
“in vitre”, también fueron encontrados en los
frotices coloreados. :

El crecimiento en cultivos de L. b. brazi-
tiensis es un problema que ha dificultado, du-
rante mucho tiempo, el progresso de la inves-
tigacidn epidemioldgica de leishmaniasis tegu-
mentaria 11,13, Sinembargo, pareceria que atn
entre los propios aislados de L. b. braziliensis,
existe una variacén en su capacidad de adapta-
cién al crecimiento artificial y a su multipli-
cacion en los diversos medios de cultivo. Muy
recientemente EVANS ef al!$ cultivaron, segiin
describen, en forma ficil L. braziliensis de
pacientes que habian contraido la infeceién 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 lesiones humanas cutdineas y co-
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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). Estc se
deduce de nuestros resultados obtenidos con el
empleo de los medios DAB y EVANS. En re-
lacién 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 ¥, Fn seis oportunidades hemos
comprobado que aislados de L. h. b. con de-
sarrollc en hamsferes, 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 primaric de L. b. b.
entre los medios DAB ¥y SCHNEIDER'’s, concor-
damos con SHAW & LAINSONY en sefialar
que el precio elevado del suero bovino fefal
y dificultades en su obtencidn inviaviliza el
empleo del medio liquido monofdsico en los
estudios de gran escala y de campo, en leish-
maniasis.

Posteriormente comparamos la utilidad de
los medios difdsicos de agar sangre DAB y
EVANS, seguramente mds econdmicos y sen-
sibles 16, Los resultados se presentaron parcial-
mente confundidos por un periodo de aparente
anormalidad registrado por el medio de EVANS
(Febrero 1983) que inexplicablemente invirtio
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 ef
al.? utiliz6, con mejores resultados, una mo-
dificacion del Medio EVANS sin comentar, en-
trefanto, el porgue de su abandono y modi
ficacion.

Una siguiente etapa I6gica fué la del empleo
tnico del medio DAB de probada sensibilidad
en nuestras manos, y perfeccionamiento del
procedimiento de colects del material a ino-
cular. El raciocinio de realizar 3 aspirados
consecutivos en diferentes sitios de 1a 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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asociacién entre Ia positividad del primero y
los dos siguientes aspirados (TABLA 4) ¥
ademds que los parsdsitos podrian estar dis-
tribuidos 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 téc-
nicas que utilizan anticuerpos monocclonales e
hibridizacion del X-DNA son las mds rdpidas y
sensibles para el diagnéstico de pacientes de
leishmaniasis, porque ellas pueden ser aplica-
da directamente en los tejidos o en los fro-
tices de ceélulas de las lesiones. Ellas tienen el
potencial de poder constituirse, en el futuro,
utiles en las investigaciones epidemioldgicas de
leishmaniasis, sinembargo actualmente son tée-
nicas de laboratdrio de investigacidn especia-
lizada, WHO 2. Pensamos que, durante un buen
tiempo, continuaremos a usar las técnicas de
diagn6stico parasitolégico tradicionales que
objetivan aislar los promastigotes y amastigo-
tes de Leishmania bragziliensis 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 1a
drea endémica.

Esto ultimo es obviamente importante para
el prognostico vy tratamiento del individuo.

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

SUMMARY

The viability of the “in vitro” cultivation pro-

cedure as a practical tool for diagnosis and

primary isolation of Leishmania braziliensis

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

In vitro 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 liquig
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 operformed 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 (509%
positivity -with DAB medium).

BREFERENCES

1. AZEVEDO, H. P. & ROITMAN, I, — Cultivation of
Trypanosoma cruzi in defined media. In: MOREL, C.
M., ed. — Genes and antigens parasifes, A lzboratory
manual. 2nd. ed. Rio de Jeneiro, Fundaclio Oswaldo
Cruz, ,1984. p. 20-36.

2. BARKER, D. C. & BUTCHER, J. — The use of DNA
probes in the identification of leishmanias: diserimina-
tion between isolates of the Leishmaniz mexicana and
L. braziliensis complex. Trans. roy. Soc. trop. med.
Hyg., 7. 285-207, 1983,

3. BARRETO, A, C.; CUBA CUBA, C. A MARSDEN, P.
D.; VEXANAT, J. & BELDER, M. — Caracteristicas
epidiemioldgicas de Leishmaniose Tegumentar Americans
em uma regiio endémica do Estado da Bahia, Brasil.
1. Leishmaniose humana. Bol. Ofic. sanit. panamer,,
99: 415-424, 1981,

4. CHANG, K. P. & FISH, W. R. — Leishmania In:
JENSEN, J. B., ed. — In vitro cultivation protozoa
pathogenic to men and domestic animals. Boca Raton,
Florida, CRC Press, 1981, p, 2-81.

5. CUBA, C. A.; VEXENAT, A. J.; LLANOS, E, A.; MARS-
DEN, P. D.; BARRETO. A. C. & ROSA, A, C. —
Experimental infections of wild caught specimens of
Lutzomyia (N) whitmani (Diptera, Psychodidae) and
their use for Leishmania identification. In: REUNIAO
ANUAL SOBRE PESQUISA BASICA EM DOENGA DE
CHAGAS. 9., Caxambu, 1982, Programz e resumos. Belo
Horizonte, CNFy: FINEF, 1982. p. 149.

6 CUBA CUBA, C. A; NETTO, M. E.: COSTA, L. J.:
ROSA, A. de C; BARRETO, A. C. & MARSDEN, P.
D. — Cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania
braziliensis braziliensis: Improving diagnosis by pn-
mary olation in culture. In: REUNIAQ ANUAL SO
EBRE PESQUISA BASICA EM DOENGA DE CHAGAS,
11., Caxambu, 1984. Programa e resumos. Ribeirdo
Preto, PIDE: CNPq, 1984. p. 129.

7 CUBa CUBZL, C. A.,; MILES. M. A.; VEXENAT, J, A
Mc MAHON PRATT, D.: BARKER, D. C.: BUTCHER,
J. D: BARRETO, A. C. & MARSDEN, P. D. — A

10,

11.

12,

13,

e

15.

16,

17,

forus of mucocutaneous leishhmaniasis in Trés Bragos,
Bahia, Brazil. Characterization and identification af
Leishmania stocks isolated from man and dogs. Trans
roy. Soc. trop. Med. Hyg., 79: 500-507, 2985,

EVANS, D. A.; LANHAM, S, M.: BALDWIN, C. I. &
PETERS, W. — The isolation and isoenzyme characte-
rization of Leishmania braziliensis sbsp, from patients
with cutaneous leishmaniasis acquired in Belize, Trans.
roy. Soc. trop. Med. Hyg., 78 35-42, 1984,

HENDRICKS, L. D. & WRIGHT, N. — Diagnosis of
cutaneous leishmaniasis by *in vitro” cultivation of
saline aspirate in Schneider's Drosophila medium.
Amer. J, trop. Med. Hyg., 28: 962-964, 1979,

HENDRICKS, L. D. & CHILDS, G. E. — Present
knowledge of the im vitro cultivation of Leishmania.
In: THE IN VITRO CULTIVATION OF THE PATHO-
GENS OF TROFPICAL DISEASES. Basel, Schwabe &
Co. AG, 1980. p. 251-272. (Tropical Disesses Research
Serles No. 3).

LAINSON, R. & SHAW, J. J. — Some problems in
studies on parasites of the Leishmania braziliensis com-
plex. In: Ecologie des Leishmanioses. Colloquies In-
ternationaux du CNRS, n.e 239. Montpellier, 1977. p.
83-86.

LAINSON, R. & SHAW, J. J. — The role of snimals
in the epidemiology of South American Leishmaniasis,
In: LUMSDEN, W. H., R. & EVANS, D. A, ed. —
Biology of the kinetoplastida. London, Academic Press,
1979. v. 2, p. 1-116.

LAINSON, R. — OQur present knowledge of the eco-
Iogy and control of Leishmaniasis in the Amazon re-
gion of Brazil. Rev. Soc. hras. Med. trop., 18: 47-56,
1985.

LLANOS CUENTAS, A.; ARANA, M.; MONTOYA, Y.
CAMPOS, M. & ROMERO, G. — Aislamientn primario
de Leishmania sp-de pacientes en &reas endémicas del
Peri, In: REUNIAC ANUAL SOBRE PESQUISA BA.
SICA EM DOENCA DE CHAGAS, 1l., Caxambu, 1984
Programa e resumos. Ribeirio Preto, PIDE; CNPgq,
1984, p. 58.

MAYRINK, W.; WILLIAMS, P.; COELHO, M. V.; DIAS,
M.; VIANNA MARTINS, A.; MAGALHAES, P. 4. DA
COSTA, C. A FALCAO, A. R.; MELO, M. N. &
FALCAO, A. L. — Epidemiclogy of dermal leishma-
niasis in the Rio Doce Valley State of Minas Gerais,
Brazil. Ann. trop. Med. Parasil., 73: 124-137, 1979.

NETTO, E. M.; CUBA CUBA, C. A.; MARSDEN, P
D. & BARRETO, A. C. — EI método de cultiva “in
vitro” como instrumento prictico en el diagndstico y
dl aislamiento primario de Leishmania braziliensis hea-
ziliensis I. Observaciones de Laboratdrio. Rev. Soe.
bras. Med. frop., 1985 (apresentado para publicacion}

PETERS, W.. EVANS, D, A. & LANHAM, S, M. —

The importance «f parasite identification in cases of
Leishmaniasis, J, roy. Soc. Med., %6: 540-54%, 1983,

323



CUBA CUBA, C. A.; NETTO, E, M., GOSTA, J. L. M,; BARRETO, A. C. & MARSDEN, P. D. — E! cultive “in vitro”
como instrumenio préctico para el diagndstico y aislamiento primario de Leishmania braziliensis braziliensis. 2. Estudios

en pacientes de dreas endémiras.

Rev, Inst, Med. trop. S&o0 Paulo, 28:317-324, 1986,

18,

19,

20

324

SARAIVA, N. G.; HOLGUIN, A. F.; Mc MAHON PRATT,
D. & ID’ALESSANDRO, A. — Mucocutaneous Leish-
maniasis in Colombia: Leishmania braziliensis subspe-
cies diversity, Amer. J. trop. Med. Hyg., 34: Ti4.720,
1985,

SHAW, J. J. & LAIYNSON, R. — The “in vitro’™ culti-
vatior of members of the Leishmania braziliensls com-
plex, Trans. roy. Soc. trop. Med. Hyg., 75 127, 1981.

URJEL, R.; RECACOECHEA, M,; LA FUENTE, C. &
ORELLANA A., H. — Simple method for the collection
of material from cutaneous and mucocutanecus leish-
meniasis lesions, Trans. roy. Soe, frop. Med. Hyg.,
= 882-883, 1973.

21.

22.

23.

WALTON, B. C.; SHAW, J. J. & LAINSON, R. —
Ohbservations on the “in vitro" cultivation of Leish.
mania braziliensis. J. Parasit., 63: 1118-1119, 1877,

WORLD HEALTH ORGANIZATION — Report of tho
Fourth Meseting of the Scientific Working Group on

Immunology of Leishmaniasls. UNDP/WORLD/BANK/
WHO TDR (4), 1982.
WIRTH, D. F. & Mc MAHON PRATT, D. — Rapid

identification of Leishmania species by specific hy-
bridisation of kinetoplast DNA in cutaneous lesions
Proc. nat. Acad. Sci. (Wash.), 79: 6999-7003, 1982.

Recebido para publicagio em 12/11/1985.





