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RESUMEN. 

Uno de los principeles problemas en el aislamlento de Leptospira a partir de muestras de campo es su alta 
contaminaci6n por diversos grupos bacterianos, 10 cual hace imprescindible el uso de inhibidores, tales como el 5­
Fluorouracilo (5-FU). Los reportes en la literatura no son coincidentes respecto a la concentraci6n de 5-FU que 
se debe utHizar. Con el prop6sito de facilitar e! primoaislamiento de Leptospira interrogans y medir la viabilidad de 
la misma, Be intenta tiefinir la concentraci6n adecuada de 5-FU que permita el crecimiento de esta bacteria. Se 
probaron cantidades crecientes de 5-FU contra dos serovariedades distintas de Leptospira, utilizando como medio 
de cultivo caldo biotriptasa adicionado con suero de conejo, sa incubaron a 30C durante 8 dias y sa resembraron 
nuevamente en el medio antes mencionado. EI creeimiento no se vio afectado al utilizar 0.1 mg/ml para la 
sarovariedad pomona y hasta 0.3 mglml para la sarovariedad shermani. Cuando sa intenta el primoaislamiento, 
como sa desconoce que serovariedad esta involucrada, sa recomienda usar concentraciones cercanas a 0.1 
mglml. de 5-FU 
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INTRODUCCtON 	 cos utilizados para el aislamiento, consti­
tuye una limitante para el exito de los

EI diagnostico de leptospirosis constituye mismos. Por esta raz6n es necesario 
un grave problema debido a la gran utilizar un medio de cultivo selectivo
diversidad de los datos cHnicos que se adicionado con inhibidores bacteria nos 
observan, por 10 cua1 es indispensable la que no afecten el crecimiento de la
deteccron de anticuerpos circulantes 0 Leptospira, 10 que resulta de gran utilidad 
bien, el aislamiento del microorganismo 

para realizar el primoaislamiento de la
(1 ). 

Leptospira (1). Ademas en el laboratorio, 
Si se muestrean individuos que se sospe~ 

durante el manejo rutinario de los cultivos 
eha haysn quedado como portadores8sifl­

de ce'pas de referencia y sus resiembras, 
tomatlcos, se puede intentar el aislamiento 

siempre existe el riesgo de contaminacion, 
a partir de orina y semen; cuando se trata 

por 10 que es importante contar con tecni­
de cadaveres la recomendacion es tomar 

cas en base al uso de inhibidores de creci­
muestras deriMn y orlna (1, 2, 3). 

miento bacteriano indeseable, para volver
La contaminacion de los materiales clini­

a purificar estos cultivos. 
Existen varias substancias que en bajas 

a Reeibldo para StU 'PU'bU~. eI 10. de febrero Qe . 'Concentraciones no sfectan significativa­
1993. 	 ' 

.fTI~nte el crecimiento de esta bacteria YSIb~UAM-x.ochimi~, ~pto.de,PfQducciQn AgriCOla
" . y AniinaI. ~ 'del ..HLieso ttOO,(i;ol VlIla " inHiben 81 crectmiento de otros microor­
4~~n,Mfli*O: :0.1\, '·,C.P.HlllOO; galf~ tafeiS,.cemo su1fato de neomi­
724-52-10 Y7'2~-!?1, '.', cina; S&ftfadiazin~, sulf~glJanidina, ciclohe­

e CEr.ID-'Mtcro/:)iolo)lla. INIFAP-SARH. Km ,15.5. xamida, r1f~na y al 5 -fluorouraciloCarretera'MexicO-ToIuca, C,uajimalpe, D.F., 

a.p.05110. FAX570-40-73~ . (5-FU) (1,4: 5,6, t, 8, 9, 10). En el caso 
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del 5-FU las concentraciones recomenda­
das van desde 0.1 mg hasta 0.5 mg/ml (5, 
6, 7, 9), aun cuando los resultados repor­
tados son muy diversos y no coincidentes. 
En el presente trabajo el objetivo es definir 
la concentraci6n adecuada de 5-FU que 
debe contener el medio de cultivo para 
que actue como inhibidor de la contamina­
ci6n bacteriana, sin que se vea afectado 
el crecimiento de Leptospira inteffogans 
serovariedades pomona y shermani. 

MATERIALES Y METODOS 

Ef medio de cultivo utilizado fue caldo 
biotriptasa adicionado con el 10% de 
suero esteril de conejo (1), y 5-FU en con­
centraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 Y 0.5 
mg/ml para cada uno de los cultivos expe­
rimentales y un control carente de 5-FU. 
Se probaron las serovariedades de Lep­
tospira inteffogans: shermani cepa Lt821 
y pomona cepa Pomona. 
EI ensayo se realiz6 por triplicado para 
cada concentraci6n de 5-FU. A partir de 

cada tuba de cultivo se hicieron resiem­
bras portripliCado. Todos los tubos flIeron 
incubados a 30C durante 8 dias 'y fueron 
observados en un microscopio de campo 
obscuro. Se efectu6 un conteo celular pa­
ra los cultivos primarios con una camara 
de Petroff-Hausser. Para las resiembras 
fue considerado un criterio numerico del 1 
al 4 dependiendo de la densidad observa­
da de celulas por campo (1). 
Los estadisticos de prueba utilizados para 
el analisis de los resultados fueron: Re­
gresi6n lineal simple; analisis de varianza 
por una via de clasificaci6n y comparaci6n 
de medias (S.N.K.). 

RESULTADOS 

En los resultados de la cuenta celular, 
realizada en la camara de Petroff-Hausser 
de los cultivos experimentales adicionados 
con el 5-FU, as! como de los cultivos 
controles para ambas serovariedades de 
Leptospira, se observa una disminuci6n 
conforme aumenta la concentraci6n del 

CUADRO 1. DATOS EXPERIMENTALES, LECTURA A LOS 8 DiAS DE INCUBACION POR 
CUENTA CELULAR EN LA CAMARA DE PETROFF-HAUSSER. PARA EL TRATAMIENTO 
ESTADISTICO LOS DATOS FUERON TRANSFORMADOS A LOGARITMO EN BASE 10. 

Leptospira interrogans shermani 

5-FU TUBOS DE CUL TIVO 
mg/ml A B C 
0.0 5.6 x 109 4.8 x 109 4.9 x 109 

0.1 4.3 x 109 4.4 x 109 4.8 x 109 

0.2 4.4 x 109 4.2 x 109 4.6 x 109 

0.3 4.4 x 109 5.2 x 109 4.4x109 

0.4 3.1 x 109 3.6x109 3.4 x 109 

0.5 3.9 x 109 3.2 x 109 3.6 x 109 

Leptospira interrogans pomona: 

5-FU TUBOS DE CUL TIVO 
mg/ml A B C 
0.0 1.9X109 2.1 X 109 2.4 x 109 

0.1 2.1 x 109 2.7 x 109 3.1 x 109 

0.2 9.0x108 1.0 x 109 9.0 x 108 

0.3 1.1 x 109 9.0x108 9.0 x 108 

0.4 5.0 x 108 7.0 x 108 6.0 x 108 

0.5 3.5 x 107 5.0 x 107 4.5 x 107 
..­
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CUADRO 2. ANALISIS DE VARIANZA POR UNA VIA DE CLASIFICACION Y COMPARACION 
DE MEDIAS. 

ANOVA para el conteo celular de Leptospira interrogans shermani: 

ORIGEN F crit.* 
DE LA gl SS MS F ex 0.01 
VARIACION ( 5; 12 ) 
TRATAMIENTO 5 0.07 0.014 16.86 5.06 
ERROR 12 0.01 0.00083 
TOTAL 17 

* F > F crit. rechaza Ho que son iguales. 

Comparaci6n de medias ( SNK ) para Leptospira interrogans shermani: 

5-FU 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 
0.0 
0.1 N 
0.2 N N 
0.3 N N N 
0.4 S S S S 
0.5 S S S S N 

N = No significativa 
S = Significativa 

inhibidor (cuadro 1). hecho es tambien observado en condicio­
En los resultados (graticas 1 y 2) se nes normales, en el tiempo de crecimiento 
observa una disminuci6n del crecimiento bacteriano, la capacidad de adaptaci6n a 
de la Leptospira conforme se aumenta la diferentes medios, asi como la sensibili­
concentraci6n del 5-FU. dad selectiva ante distintos agentes como 
EI analisis estadistico revel6 que para L. son el complemento y los anti microbian os 
pomona no hubo diferencias significativas que presentan las diferentes serovarieda­
entre el grupo control y los cultivos adicio­ des (2, 4). 
nados con 0.1 mg/ml del 5-FU (cuadro 3), En la literatura se reporta el uso de con­
mientras que para L. shermani no se centraciones de 5-FU tan altas como 0.5 
detectaron diferencias significativas hasta mg/ml; sin embargo, de acuerdo a estes 
0.3 mg/ml. (cuadro 2). resultados, se concluye que el exito en el 
EI comportamiento de las resiembras fue uso de diferentes concentraciones de 5­
similar al observado en los cultivos prima­ FU, como agente reductor de contamina­
rios. ci6n para el aislamiento de Leptospira 

dependera de la serovariedad involucrada. 
DISCUSION Por otra parte, en el manejo de materiales 

clinicos para el primoaislamiento, se 
Las diferencias en el crecimiento entre las recomienda usar concentraciones de 5-FU 
serovariedades pomona y shermani en cercanas a 0.1 mg/ml, puesto que por 10 
medios con diferentes concentraciones de general se desconoce la serovariedad que 
5-FU, quizas se debe a las particularida­ se intenta aislar. 
des fisiol6gicas de las distintas serovarie­
dades de la especie interrogans. Este 
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Grafica I. CULTIVOS ADICIONADOS CON 5-FU 
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Grafica II. CULTIVOS ADICIONADOS CON 5-FU 
pomona 
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CUADRO 3. ANALlSII, DE VARIANZA POR UNA VIA DE CLASIFICACION Y COMPARACION 

DE MEDIAS. 

Anova para el conteo celular de Leptospira interrogans pomona: 


ORIGEN DE LA F crit. ... 
VARIACION gl SS MS F a. 0.01 ( 5, 12 ) 
TRATAMIENTO 5 6.21 1.242 295.71 5.06 
ERROR 12 0.05 0.0042 
TOTAL 17 

... F > F crit. rechaza Ho que son iguales. 

Comparacion de medias ( SNK ) para Leptospira interrogans pomona: 

5-FU 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 
0.0 
0.1 N 
0.2 S S 
0.3 S S N 
0.4 S S S S 
0.5 S S S S S 

N =No significativa 
S = Significativa 

Cuando en el Laboratorio ocurra contami­
nacion accidental de los cultivos, tambien 
sera recomendable el uso de 5-FU en la 
misma cO·.lcentracion como rutina, ya que 
el uso de concentraciones mas altas de­
pendera de la cantidad y tipo de los conta­
minantes, as! como de la senvariedad in­
volucrada, ya que el 5-FU se metaboliza y 
se agota en el medio. 

SUMMARY 

One of the main problems involved in Leptospira 
isolation is bacterial contamination, which can be pre­
vented by inhibitors such as 5-f1uorouracile (5-FU). 
Due to the different amounts of 5-FU usually recom­
mended it was decided to establish a concentration of 
5-FU for inhibition bacterial growth without affecting the 
viability of Leptospira interrogans. It was found that 
concentrations up to 0.1 mglml of 5-FU did not affect 
the growth of serovar pomona and concentrations up to 
0.3 mg/ml of 5-FU, did not affect the growth of serovar 
shermani. According to these data and due to the fact 
that usually the serovar is not known when prime 
isolation is attempted, no more than 0.1 mglml of 5-FU 
in the culture media is recommended. 

Key words: Leptospira interrogans; leptospirosis; 5­
Fluorouracile; L. pomona; L. shermani. 
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