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RESUMO

Novo meio, inicialmente denominado, BHYMI (Brain-heart-yeast-meat infusion) logo Rq.,
constante basicamente de extrato de cérebro, extrado de coração, extraio de carne, extrato de
levedura, mais glicose, cloreto de sódio e água, é meio monofásico de baixo custo, disponível no
comércio ou facilmente preparado com matérias primas locais, no laboratório, de fácil esteriliza-
ção, claro, facilitando a coleta e contagem dos organismos cultivados; foi usado, inicialmente, como
a fase líquida dos meios difásicos NNN ou Ducrey, logo como meio de cultura único (exclusivo)
para cultivo de leishmanias.

É capaz de isolar primariamente leishmania de lesões, em proporção bastante razoáveis,
manter cepas isoladas e de funcionar mesmo após ser guardado por 12 meses à temperatura
ambiente, como líquido ou por mais tempo quando liofilizado. Seu pH ótimo é de 7.4 a 7.6.

Quando enriquecido com soro fetal bovino (S. F. B) na proporção de 5, 10, 20 e/ou 30%
potência o crescimento das cepas de leishmanias e permite o cultivo de Trypanossomas sp; usado em
temperatura mais elevada condiciona o aparecimento de formas amastigotas dos tripanosomatí-
deos.

Quando associado a soro de pato e/ou na presença de cloridrato de tetraciclina estimula a
metaciclogenese do Trypanosoma cruzi.

Associado ao sangue (plasma e/ou soro) de galinha estimula a transformação de promastigo-
ta de leishmania sp para amastigota cm temperatura adequada (3S°C).

Enriquecido com carvão de sangue de feto bovino, de bovino adulto e de pato ("Charcoal"
- sangue dissecado pelo calor lento e permanente, desidratado ou não, previamente, a vácuo, e
moído finamente, para se transformar cm pó) - permite o crescimento exuberante dcTrypanoso-
rnatideos e mantém os atributos que soros e plasmas frescos ou conservados conferem ao meio,
sendo muito bom para manutenção e crescimento de Trypanosoma cruzi.

Este meio pode ser usado como difásico sendo incorporado à peptona ou ãgar, como base,
tendo como meio iíquido o próprio meio, soros conservados de boi, SFB ou soro de pato, meio
199, meio de Gracc ou suplemento líquido de Hanks. dependendo da finalidade do cultivo.

A associação de extrato de flebotomíneos ou de triatomíneos ao meio permitiu também
crescimento aumentado das leishmanias.
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INTRODUÇÃO:

O isolamento das leishmanias
reponsáveis pela etiologia de lesões te-
gumentares é a única maneira possível
de se dispor delas, para sua análise taxo-
nômica correia. Fonte de conhecimento
indispensável aos estudos epidemiológi-
cos, clínico-imunológicos e imunopato-
lógicos, capazes de trazer contribuições
concretas ao esclarecimento de diversas
dúvidas conceituais no campo da tera-
pêutica e da imunoprofilaxia destas
importantes doenças.

Até há pouco tempo todavia,
meados da década de 1970, eram escassos
os progressos no campo do isolamento
de Leishmanias sp, de lesões tegumenta-
res, mantendo via de regra os laboratórios
a clássica rotina do meio NNN, reminicén-
cia dos trabalhos de NICOLLE em 1908,
a que se acrescentava, aqui e ali, algumas
modificações, principalmente, substitui-
ção de água do líquido de condensação
mudada por vários autores para glicose,
solução de Locke, de Hanks ou outras
misturas de cultura de tecidos (DUL-
BECCO, PARKER 199 etc).

Também foi observado pró W AL-
TON e cols (1977), interferência no
crescimento de leishmania de uma mesma
cepa, em função do nutriente ágar, da
parte sólida do meio NNN - quando se
usava o ágar Oxoide 2.8g% ou Difco C47
4.0g%.

Recentemente o meio líquido bifá-
sico composto de infusão de cérebro-
coração suplementado com 3% de sangue
de coelho desfibrinado tem sido usado
com sucesso no cultivo de L. trópico, L.
thmovani, l,, mexicana e L, enrietti
(Manei Tropical Diseases Research

Titisee, Fed. Rep. of (iermaiiy 4-8, oct
1978) 1979.

Mais recentemente, então, meios
monofásicos semi-defmidos têm sido de-
senvolvidos contendo vários sais, glicose,
amino ácidos e fontes de proteínas. Estes
nutrientes têm sido adicionados em forma
de lactoalbumina (hidrolizado) extrato de
sangue e soro fetal bovino, que, presumi-
velmente, contém fatores para ótimos
crescimentos e também meios específicos
para crescimento de células de mamíferos
ou insetos e até meios quimicamente
definidos têm sido usados com sucesso.
DWYER (1972), MANSOUR e cols
(1972), STEIGER & STEIGER (1976),
BERENS e cols (1976), HENDR1KS
(1975-78) VASSAL e cols (1974),
SCHILDSecols(1978).

Toda esta evolução ao longo da
década de 1970, resultou no conhecimen-
to de um maior número de espécies ou
sub-espécies de leishmanias e foi coin-
cidente com um sólido avanço no campo
da imunologia e da tecnologia relacionada
com as técnicas íaxonòmicas, como o
estudo das enzimas, da densidade flutuan-
te do DNA do Núcleo e Cinetoplasto,
com o aperfeiçoamento das técnicas de
preservação das leishmanias pelo frio e
mais recentemente, mais e mais, o isola-
mento de novos estoques de leishmanias
para processamento taxonômico, o que
em última instância há de diferenciar de
uma vez, esse intrigante protozoário;
tornando conhecido sua correta distribui-
ção geográfica nos Con tinentes, nos
Países e nos Estados, sua natureza real,
sua patogenicidade e cm contrapartida
estabelecer metodologia adequada ao seu
controle.

Este trabalho se baseia na observa-
..£•„ An r.,,a. ., i-nKcfi tiM/.-In ria faíf» línnifHa
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do meio Ducrey, (meio constituído de
60% de extrato de batata, com 40ml de
glicerina, 2.5 gramas de ágar, 10 gramas
de peptona e 5 gramas de cloreto de
sódio, associado ao sangue de coelho des-
fíbrinado, mais ou menos 3%) - por meio
líquido constituído de extrato de cérebro-
coração 37 gramas, extrato de carne 5
gramas, extrato de levedura 5 gramas,
glicose 2 gramas, cloreto de sódio 4 gra-
mas, em l.OOOml de água permitiu não
só crescimento muito bom de Leishma-
mas sp mantidas em nosso laboratório,
como isolamento primário e manutenção
de cepas por mais de 60 dias.

Em vista disto o meio foi observa-
do, isoladamente, inicialmente como
meio líquido monofásico, também como
difásico, usando ágar ou peptona como
base e posteriormente em diversas inves-
tigações enriquecidas com outros meios,
soros de animais, plasmas e extrato de in-
setos.

MATERIAL E MÉTODOS:

O novo meio, substancialmente se
constitue em um meio líquido monofási-
co, isento de sangue, esterelizável por
autoclavagem ou filtração em MÍHpore
cuja a fórmula é a seguinte: Extrato de
cérebro-coração (Difco), 37 gramas; Ex-
trato de carne (Difco), 5 gramas; Extrato
de levedura (Difco), 5 gramas; Glicose
(Merck), 2 gramas; Cloreto de sódio
(Merck), 4 gramas e Água (q. s. p)
l .OOOml.

O estudo da potencialidade deste
meio foi dirigido às seguintes finalidades:

l - ISOLAMENTO PRIMÁRIO
DE LEISHMANIAS DE LE-
SÕES RECENTES E ANTI-

GAS, INCLUSIVE METASTÁ-
TICAS TARDIAS.

Para o isolamento de leishmanias
tegumentares, recentes ou tardias, o ma-
terial foi colhido de todos os pacientes
com o diagnóstico suspeito de leishma-
niose que compareceram ao serviço
durante o período pré-estabelecido de 24
meses. O material foi colhido por meio de
raspado das bordas das lesões, por biópsia
por "punch" ou por injeção de soro e
aspiração com seringas de l ml e agulha
intradérmica descartável. Concomitan-
temente, se fazia esfregaços em lâminas
e biópsias para exame histopatológico
e para pesquisa de leishmania. O material
era inoculado então em pelo menos 3
meios de cultura - NNN, 199 mais soro
fetal bovino ou Shneider e o novo meio
que estava sendo provado. O material
era examinado nos 7 primeiros dias e
depois até 21 dias quando era desprezado.

2 _ CAPACIDADE DE PRODU-
ÇÃO DE MASSA DE LEISH-
MANIAS PARA OBTENÇÃO
DE ANT1GENOS SOLÚVEIS
E PART1CULADOS.

A capacidade de produção de massa
de leishmania para obtenção de antígenos
solúveis e particulados, foi realizado atra-
vés de determinação de curvas de cresci-
mento, de estoques, ou cepas de leishma-
nias estabilizadas, inicialmente, no novo
meio, sozinho e logo com ele enriquecido
com soro fetal bovino, meios de cultivo
de células de mamíferos, de inseto, extra-
to de inseto, soro de bovino adulto e
sangue ou plasma de aves, ou o seu "Char-
coal".
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3-USO PARA MANUTENÇÃO
DE CEPAS POR LONGOS

PERÍODOS.

Para verificação de sua capacidade
de manter cepas de leishmanias por lon-
gos períodos — várias cepas foram testa-
das por períodos variáveis de 60 a 360
dias ou mais em repiques sucessivos, quin-
zenais, ou durante períodos mais longos
- 3 meses em geladeira.

4 - CAPACIDADE DE SER USA-
DO A TEMPERATURAS ELE-
VADAS MAIORES QUE32QC
e 35QC, VISANDO A TRANS-
FORMAÇÃO DE PROMASTI-
GOTAS EM AMAST1GOTAS.

Verificando sua potencialidade em
permitir a transformação de promastigo-
tas de Leishmania sp para amastigota, e
sua posterior reversão, o meio foi usado a
temperatura elevada de 32°C - 35°C -
37°C, em que as amostras eram introduzi-
das diretamente sem adaptação prévia.
Além do meio isoladamente, ele também
foi usado associado ao soro fetal bovino
S.F.B. ç ao soro de pato e de galinha em
percentagens variáveis de 5 a 30%. Estes
experimentos foram comparados com

outros meios.

S - CAPACIDADE DE MANU-
TENÇÃO DA CARACTERÍS-
TICA DO ANTÍGENO PAR-
TICULADO DAS FORMAS
CRESCIDAS NELE EM TEM-
PERATURAS NORMAIS E
"ANORMAIS" NOS TESTES
DE OBTENÇÃO DE ANTI-
CORPO IMUNOFLUORES-
CENTE (1F1).

A característica do antigeno parti-
culado promasligota e amastigota e amas-
tigoide desenvolvido no meio em tempe-
ratura normal 24-25 °C e temperaturas
elevadas 32 - 35°C foram comparadas
com outros meios como o LIT e o 199
mais soro fetal bovino, quanto à sensibili-
dade, tipo de coloração e distribuição da
fluorescência na membrana celular, no
núcleo ou no cinetoplasto.

6 - CAPACIDADE DE MANU-
TENÇÃO DA VIABILIDADE
DOS PARASITAS EM MEIO
DE CULTURA, DOS ORGA-
NISMOS CRESCIDOS EM
TEMPERATURAS NORMAIS
E ANORMAIS.

A viabilidade dos organismos cres-
cidos neste meio de cultura a tempera-
turas normais de 24-25°C e "anormais"
de 34-35°C foi avaliada pela sua capaci-
dade de desenvolvimento continuado no
próprio meio ou em outros meios de

cultura.

7 - CAPACIDADE DE MANU-
TENÇÃO DE "1NFECT1VI-
DADE" PARA MACRÓFA-
GOS CRESCIDOS NO MEIO,
A DIVERSAS TEMPERATU-
RAS.

A capacidade de infectividade para
macrófagos de peritóneo de camundon-
gos e dos organismos crescidos em tempe-
raturas diversas, foi verificada qualitati-
vamente e quantitativamente.

8 - CAPACIDADE DO MEIO SE
MANTER VIÁVEL, EM NA-
TUREZA, OU LIOFILIZADO,
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PARA SER USADO POR
PRAZOS IGUAIS OU SUPE-
RIORES A l ANO :

O meio foi mantido a temperatura
ambiente, envazado em tubos (vidros)
usados na comercialização de penicilina,
com tampa de borracha, naturalmente
como líquido ou liofilizado, e depois
usado em prazos variáveis superiores até
a I ano.

9 - USO DO MEIO NO ESTUDO
DA BIOLOGIA DE TRYPA-
NOSOMAT1DEOS EM GE-

RAL, ISOLADAMENTE, E
QUANDO ACRESCENTADO
DE SORO FETAL BOVINO,
SOROS DE AVES (GALINHA-
PATO) SORO DE BOVINO
(ADULTO) E ANTIBIÓTICOS.

O meio foi usado, isoladamente,
para suporte do crescimento dos diversos
Trypanosomatídeos - T. cruzi, H. pessoal
(Leptomonas pessoai) - Tripanosoma de
morcego hastafus hastatus (T. marinkelli).
Leishmanias sp várias, e também enrique-
cido com soro fetal bovino, e outros su-
plementos como soros de aves (galinha-
pato), antibióticos, meios de cultura de
células, extrato de insetos com a finali-
dade de se verificar alterações morfológi-
cas, susceptíveis de serem usadas como
antigeno ou se constituir em modelos
para "Screening" de drogas, eventualmen-
te.

RESULTADOS E COMENTÁRIOS:

Os resultado, oncontram-se sumari-
zados neste capítulo; alguns deles serão
motivo de futuras publicações, isoladas,
quando serão explorados mais amplamen-
te.

l — Quanto ao isolamento primário
de Leishmanias de lesões recentes e anti-
gas, inclusive metastáticas tardias, foram
cultivados de material colhido em 63
pacientes suspeitos de leishamniose. Des-
tes, foram comprovados parasitologjca-
mente 17 casos através do exame direto
e obteve-se cultivos de I I destes casos,
além de 3 que eram negativos ao exame
direto.

Destes isolados, 14 cultivados, mais
de 50%, 8 casos, o foram pelo meio Rq -
além de outros meios. Tabela l.

2 - 0 meio monofásico líquido,
realmente, não é muito bom para produ-
ção de massa de leishmanias, todavia
quando usado como meio bifásico, tendo

por base extrato de cérebro-coração
(BH1) 38,5g mais Bacto-agar 19g em
l.OOOml de água e como fase líquida o
meio estudado, observou-se grande pro-
dução de organismos. Houve também
acentuado incremento na produção de
parasitas quando o meio monofásico ou
bifásico se associou ao soro fetal bovino
(SFB) em várias concentrações, com um
ótimo de 10 a 30% para partidas diferen-
tes de SFB; também o mesmo foi obser-
vado quando se usou extrato de "fleboto-
míneo", Tabela 2 e 3, em proporções tão
baixas quanto 2.5% e equivalente, até
75% dele.

Curvas de crescimento, comparati-
vas usando os meios 199 + SFB e Ducrey
+ Rq e Rq sozinho, feitas com a Leishma-
nia Mt isolada em 1975, a Leishmania
donovani e Leishmania M (misteriosa)
"espécie" de leishmanta isolada por nós,
ainda não bem identificada. Tabela 4.
Finalmente, leishmanias mais antigas,
inclusive a Leishmania L , que depois foi
conhecida como cepa Maria, provinda de
um paciente com espundia e estudada por
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BARRAL e Cols., Leishmanía pifanoi, cresceram relativamente bem alcançando
/,. Alceu (cepa antiga do Insí. Adolfo ao fim da curva de estabilização o cresci-
Lutz de S3o Paulo) e L, donovani, todas mento máximo de 2 x 10 . Tabela 5.
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TABELA 2 - Crescimento de /,. Mi (= Eva), recém isolada, no meio Rq + SFB 30% e
várias porcentagens de extraio de "flebotomíneo" e em extrato de
flebotomíneos isoladamente.

MEIOS

Extrato

Rq -

Rq -

Rq -

Rq -

Rq -

Rq -

Rq -

Rq -

DIA

de Flebotorníneo (EF) 89

H SFB 30%

h EF

h EF

H EF

r EF

h EF

- EF

>- EF

75%

50%

37,5*

25%

12.5%

5*

2.5%

89

89

99

99

99

89

89

99

MÁXIMO DE CRESCIMENTO
Log

6

7

7

7

7

7

7

7

7

10 Parasitas/ml x 1 O7

.46

,09

.23

.21

.17

.13

.13

.13

.14

0

1

1

1

1

1

1

1

1

.2

.2

.7

.6

.5

.3

.3

.3

.4



TABELA 3 — Crescimento de Leishmania Mt no meio Rq associado ao extrato de
triatomíneo (ET) 28<>C - 0,2ml de 1.48 x 10

o C)

MEIOS

E.
Rq

Rq

Rq

Rq

Rq

Rq

Rq

T
+

+

•f

+

+

+

1

100
E.

E.

E.

E.

E.

E.

00°í,

%
T. U

T. 21

T C ̂
• O O

T . 10%

T. 209o

T. 50i

DIA

109
119

119

119

119

119

119

119

MÁXIMO DE CRESCIMENTO

Log 10 Parasitas/ml x 1 O6

6.77
6.77

6.77

6.77

6.86

6.91

6.94

6.6

6
6

6

6

7

8

8

4

.0

.0

.0

.0

.4

.6

.8

.4



TABELA 4 — Crescimento de várias Leishmanias — comportamento em Rq monofási-
co ou Rq como fase líquida do Ducrey ou meio 199 + SFB.

CEPAS MEIO

L . donovani chagas i Rq
199 + SFB 30!

Ducrey + Rq

DIA
MÁXIMO DE CRESCIMENTO

Log

109 6

109 6

99 6

10

.17

.47

.30

Parasitai/ml*

1.5

3.0

2.0

10b

L. M

L. Mt

199 SFB 119 ò.00

Rq 109 6.30

199 + SFB 3(U 109 6.55

Ducrey + Rq 109 6.53

1.0

2.1

4.5

3.4



TABELA 4a — Curva de crescimento de Leishmanias Mt, L. chagasi e Leishmania
mexicana amazonensis — inoculo de 8x1 O/ml 0,5ml.

CEPAS

L. Mt

*

L. d. chagasi

MEIO

Ducrey + 199

Rq

Ducrey + 199

Rq

DIA

119

99

109

99

MÁXIMO
Log

6.

6.

6.
6.

10

4

53

47

30

DE CRESCIMENTO
íarasitas/mlx

4.4

3.4

3.00

2.00

1Ò7

L. mexicana

amazonensis

Ducrey + 199 99 6.07

Rq 109 6.39

1.2

2.5



TABELA 4b - Estudo comparativo do crescimento de Leishmania Mt, L. donovani
chagasi e L. m. amazonensis crescidas comparativamente em meio de
Ducrey enriquecido com fase líquida do meio 199 e meio Rq. Inoculo
8x10 /ml-(0,5ml/4ml de meio) - 28oC.

CEPAS MEIO

L> Mt Ducrey + 199

Rq

L. chagasi Ducrey + 199

Rq

L. m. amazonensis Ducrey + 199

Rq

Uft̂  í

DIA

89

89

109

99

119

99

•í -TB-M;
Log 10

7.60

7.47

8.47

8.30

8.17

8.39

VXIMO DE CRESCIMENTO
Parasitas /mlxl O7

4.0

3.0

_

-

-

-

f

3

2

1

2

IO8

-

-

.0

.0

.5

.5
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3 — 0 meio se mostrou capaz de
sustentar por períodos tão longos quanto
18 meses leishmanias de diversas cepas,
principalmente, do complexo mexicano,
em passagens sucessivas, notando-se o
prolongamento da fase log, até por 12
dias.

4 — 0 meio foi capaz de sustentar
o crescimento de leishmania spp a 35°C
(± 0,5) quando houve transformação de
promastigota em amastigota, tanto no
meio estudado isoladamente, quanto com
o meio enriquecido com SFB, o soro de
galinha, em várias proporções com vira-
gem de até 70% das formas promastigotas
e amastigotas; um pouco menos que o
obtido com os meios RPMI e 199 mais
soro fetal bovino.

5 — A potencialidade dos promasti-
gotas mantidos em meio Rq, em ser usado
como antígeno particulado para R1FI foi
comparado com parasitas da mesma cepa
mantidos em LIT, 199, RPMI, NNN e Rq
difásico. Observamos que há uma ligeira
diferença na resposta quanto ao local de
fluorescência, intensidade da fluorescên-
cia e títulos da reaç3o.

Houve uma aparente gradação em
relação à intensidade de fluorescência de
formas promastigotas usadas como antí-
geno, crescida em diferentes meios a tem-
peratura normal e usados quando estabili-
zados no 10P dia de cultivo, momento em
que acreditamos, as reações foram melho-
res e os títulos mais altos.

Os promastigotas crescidos nos
meios LIT e 199 mostraram resposta
antigènica, reprodutível em 100% dos
experimentos, com resposta homogénea,
uniforme e regular com soros homólogos
ouheterólogos; os meio Rq e NNN,
também foram bons em relaçíto à sensibi-
lidade, contudo apresentam 2 resultados
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diferentes, no curso de cada 10 experi-
mentos consecutivos; os meios RPMI e
Rq difásico deram reaçío em torno de
duas diluições mais baixas, e apresenta-
ram reações predominantes ao nível do
núcleo e cinetoplasto, e mais fracas na
superfície do parasita.

A comparação entre estes promasti-
gotas crescidos à temperatura normal
24-25 oc e formas amastigotas, amastigoi-
des crescidas em Rq isoladamente ou
suplementada com SFB ou soro de gali-
nha com temperaturas mais elevadas de-
monstrou reações de títulos idênticos.

6 — Os parasitas crescidos neste
meio em temperatura normal 24-25°C
e temperaturas mais elevadas até 35°C
mantiveram-se por passagens sucessivas
por igual período com as mesmas carac-
terísticas morfológicas e tintoriaís primi-
tivas após o 2P repique e desenvolveram
curvas de crescimento com piques máxi-
mos muito próximos.

7 — A capacidade de infectividade
para o macrófago de camundongos mos-
trou-se diferente de espécie para espécie,
não parecendo haver modificaçSo da
capacidade de penetrar os macrófagos em
funçffo do crescimento no meio Rq.
Tanto os promastigotas cultivados em
temperaturas normal 24-25 °C quanto os
amastigotas e amastigoides — mantidos
a temperaturas maiores ou iguais a 32°C,
ambos continuaram em função da espécie
de Leishmania penetrando os macrófagos
na mesma proporção que os crescidos em
outros como RPMI e 199.

8 — 0 novo meio foi capaz de se
manter "usável" isto é, compatível com o
crescimento de leishmanias, após perío-
dos, tão longos quanto 18 meses, mesmo
guardados à temperatura ambiente. (24-
25 °C), em natureza líquido ou quando

liofilizado, o que se observa, também a
temperaturas de 6-10°C.

9 — O uso do meio com a finalidade
de suportar o crescimento de Trypanoso-
matídeos de uma maneira geral - como
Leishmania spp, Trypanosoma cruzi e
cntzi "like"; Trypanosomatideos mono-
xênicos como Herpetomonas pessoai
Leptomonas pessoai) foi também obser-
vado - verificando-se crescimento de
todos eles. O meio quando associado 40
SFB ao soro de galinha, ao soro de pato,
ao soro bovino — ou ao "charcoaT do
sangue destes animais permitiu o estudo
de variações do crescimento e morfologia
de algumas espécies. Observou-se por
exemplo metaciclogênese em torno de 50
a 80% do Trypanosoma cruzi e de Trypa-
nosoma de morcego hasíatus hastatus,
observou-se também transformação de
promastigota para amastigota e vice-versa,
de leishmanias de várias espécies em
função da temperatura normal 24-25°C
e elevadas 32 a 350C; verificou-se tam-
bém que associação de extrato de fleboto-
míneo ou de triatomíneos potência inten-
samente o crescimento de Trypanosoma-
tideos.

SUMMARY:

A new autodavsble culture mé-
dium, devoid of blood for isolation oft

leishmania from skin lesion: I — Its po-
tentiality in the study of the bíology of
trypanosomidae.

A new culture médium, first called
BHYM1 (Brain heart-yeast-meat infusion)
then simply called Rq, consistíng basical-
ly of brain extract, heart extract, meat
extract, yeast extract glucose, sodium
chloride and water is an inexpensive mo-
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nophasic médium commercially available,
easy to prepare and to sterilize. It was
used first as the liquid phase of the dipha-
sic media NNN or Ducrey and then as an
exclusive culture médium for leishmania.

It ailous the isolation of leishmania
from lesions and the maintenance of iso-
lated strains. It is stable for 12 months
at room temperature in the liquid state.
Its optimal pH is 7.4 to 7.6.

When enriched with fetal bovine
se rum in the proportion of 5, 10, 20 and
or 30%, it increases growth of strains
of leishmania and allows cultivation of
Trypanosoma sp; when used at higher
temperaturas it leads to the appearance
of amastigote forms of Trypanosomes.

When assocíated with ducle serum
and/or in the presence of tetracycline hy-
drochloride, metacyclogenesis of Trypa-
nosoma cruzi is stimulated.

When it is associated with chicken
blood (plasma and/or serum) it stimulates
transformation of promastigotes of leish-
mania sp to amastigotes at proper tempe-
rature (350C).

Luriched with charcoal from fetal
or adult bovine blood, and from ducle
blood if leads to profuse growth of
Trypanosome and is very good for iso-
lation maintename and growth of Trypa-
nosoma cruzi.

This médium can also be used as a
diphasic médium incorporated to peptone
or agar and having as a liquid médium the
médium itself. bovine serum, fetal bovine
serum or ducle serum, médium 199,
médium of Grace or liquid supplement of
Hanks, according to the purpose of culti-
vation.

The association of extract from
Phlebotomidae pr troatp, odae tp tje
media increased the growth of leishmania.
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