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RESUMEN SUMMARY

En el a&rea endémica de Duaca, Estado Lara, Venezue- A field trial os a vaccine against leishmaniasis was
la, se vacunaron 739 personas con una vacuna creada y preformed in the endemic area of Duaca, Lara State,
probada en animales experimentales y en un voluntario Venezuela. The vaccine created and prepared at I.V.I.C.
humano en el Laboratorio de Inmunobiologia del IVIC. was constituted by proteins purified from killed
La vacuna esta constituida por proteinas aisladas de amastigotes after traetment with Tosil-L-lysine-
amastigotes muertos pertenecientes a varias especies de chloromethyl-ketone and Nonidet-P40 extraction. 739
leishmanias tratados con tosil-L-lisinaclorometil-cetona  individuals were vaccinated with 3 intramuscular dosis
y estraidos con Nonidet-P40. Se tomaron como controles of 200ug proteins from several leishmania species in 0.2
470 personas sin vacunar, que asi como los vacunados, ml. of phosphate buffered saline containing alumina;
eran todas negativas a la prueba de laintradermoreaccién keeping 470 persons as non vaccinated controls. 93.8%
praticada previamente con los mismos antigenos usados of males and 84.4% of females vaccinees gave a positive
en la preparacion de la vacuna. La vacuna fue aplicada intradermic reaction to the parasite antigens one month
por personal de la Universidad Centro Occidental after vaccination. 33 cases of leishmaniasis appeared in
Lisandro Alvarado en 3 dosis por via intramuscular, the control group, while in the vaccinees 3 cases after the
estando constituida cada dosis por 20§ de proteina en first dose of vaccine and only one case after 3 doses of
0,2 ml. de una suspension de alimina en solucién salina. vaccine. The vaccinees showed a strong cellular immune
Un mes después de la Gltima dosis, 93,8% de los hombres response but no humoral immune response to the parasite
y 84,4% de las mujeres vacunados mostraron intrader- antigens as measured by ELISA and immunoblotting.
moreaccion positiva. En el grupo control han aparecido
33 casos de leishmaniasis, mientras que en los individuos
vacunados, s6lo 3 casos de leishmaniasis se detectaron

después de la primera dosis de vacuna y un solo caso de . L .
la enfermedad después de la vacunacién completa. La  LOS intentos de vacunacién contra la leishma-

vacuna desarrolla en los seres humanos, una respuesta niasis en seres humanos, se remontan a varios siglos
de inmunidad celular muy pronunciada con ausencia de atrds, pues era una costumbre arraigada en los
inmunidad humoral a los antigenos del parasito. hebreos de Bagdad, el inocular a los nifios en las
partes cubiertas del cuerpo con material tomado del
Palabras claves: Vacuna contra leishmaniasis. “absceso o furunculo de Bagdad™ a fin de prevenir la
Prueba de campo en humanos. Intradermoreaccién. aparicionde cicatrices o lesiones deformantes en las
“ELISA”. Inmunidad celular. Inmunidad humoral. Amas- manosy en la cara (1). Una excelente revision del
tigotes muertos. TLCK. estado actual de la vacunacion contra esta enferme-
dad ha sido publicada por Modabber en 1989 (2).
Desde 1910, se han inmunizado seres humanos con-
tra la leishmaniasis; ya sea mediante la exposicion
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deliberada a la picada de mosquitos infectados, o ellas aisladas de pacientes con diversos cuadros cli-
inoculando personas sanas con material de unalesiénnicos de la enfermedad, ademas de una quinta cepa
activa o por la inyeccion subcutanea de parasitos de de leishmania aislada de un mosquito hembra infec-
cultivo (3,4). Este ultimo procedimiento también tadoenlanaturaleza. La prueba cutanea fue positiva
Ilamado “leishmanizacion” fue usado en voluntarios en 78,4% de los vacunados, sin embargo, lainmuno-
por Lawrow y Dubowskojen 1937 (5) en Turquestan, fluorescencia indirecta practicada con parasitos
y por Berberian en 1939 (6) en el Libano. Estos leishmanicos en los sueros de los pacientes vacuna-
sujetos sanos, inyectados con parasitos vivos despuésdos fue negativa. El 30,9% de los pacientes vacuna-
de la vacunacion, desarrollaron una pequefia lesion dos estaban aun positivos a la intradermoreaccién
que curé rapidamente. En este mismo trabajo, Berbe- de Montenegro, 3 afios después de la vacunacion.
rian sugirié practicar la inyeccion de parasitos vivos Sin embargo, desafortunadamente, no se detectaron
como una prueba clinica para diagnosticar la enfer- casos de leishmaniasis ni en los individuos vacuna-
medad en seres humanos, lo cual ya habia sido dos ni en las personas mantenidas como controles
desarrollado 13 afios antes por Montenegro, en 1926 sanos, pues la enfermedad desapareci6 del area geo-
en Brasil, pero usando promastigotes de cultivos de grafica en estudio lo cual impidi6 la formulacion de
leishmanias muertos mediante el tratamiento con conclusiones sobre la eficacia de la vacunacion.
fenol (7,8). En Israel, se realizaron ensayos de Nuevos ensayos de campo de esta vacuna polivalente
vacunacion con parasitos vivos en 1925 (4), 1952 fueron realizados por los mismos autores tanto en
(9) y 1968 (10), obteniendo resultados variables 1981 como en 1983 (18) empleando en estas oportu-
debido aunadisminucidn progresiva en la capacidad nidades, reclutas del ejército brasilefio. En estas
de infeccién de los parasitos en los seres humanos, pruebas se observé una disminucion de 67,3% y
fendmeno que ocurre al mantenerlos por largo tiempo 85,7% en la incidencia de la enfermedad en las
en medios de cultivo in vitro. Este hecho fue demos- personas vacunadas, aunque en el ensayo del afio
trado por Koufman y col. en 1978, al obtener 100% 1983, no hubo diferencias estadisticamente signi-
de infeccion en los pacientes inoculando una cepa ficativas entre el grupo vacunado y el grupo control.
recién aislada del hamster con escasos pasajes endn nuevo ensayo de campo es realizado en 1990
cultivo, mientras que cepas de parasitos con gran administrando la misma vacuna polivalente de pro-
numero de pasajes en cultivo sélo infectaban entre mastigotes muertos unid&arynebacterium parvum
10 y 30% de los seres humanos inoculados (11). como adyuvante, en 475 reclutas del ejército
Los primeros ensayos de vacunacion contra la Prasilefio. Larespuesta inmune celular medida con
leishmaniasis en el continente americano fueron & prueba cutanea oscil6 entre un 40% y un 58% de

realizados en Brasil. Salles Gomes en 1939 (12), positividad en los vacunados, no encontrando dife-
observé en pacientes con leishmaniasis la regresion rencias significativas en presencia o en ausencia del
de las lesiones activas después de lainyeccion intra- @dyuvante. Los individuos vacunados mostraron
venosa de promastigotes muertos. A partir de esta anticuerpos IgM e IgG antileishmania en el suero,
experiencia postuld que los parasitos muertos podrian ¢0n titulos de 1:1024 y 1:256 respectivamente, pero
ser usados para vacunar seres humanos. Esta ide€£0n valores bajos en la reaccion de ELISA, los
fue puesta en practica por Pessoa y Pestana en 194¢cuales oscilaron entre 0,12 y 0,25 unidades de
(13), por Pessoa en 1941 (14,15) y por Curban en densidad 6ptica. El suero de los individuos vacu-
1941 (16), quienes usaron suspensiones de nados precipitdé 8 proteinas radioiodinadas de la
promastigotes de cultivo muertos mediante el superficie del parasito con pesos moleculares de
tratamiento de solucién salina adicionada de fenol. 13,5, 25, 40, 63, 73, 85, 97, y 160 KDa (19).

El Estado de Sao Paulo fue el sitio escogido para la Los estudios experimentales sobre leishmaniasis
prueba de campo de la vacuna, donde después de 20realizados en ratones han revelado que existen cepas
meses de observacion el 3,2% de 527 vacunados y elsuceptibles como la BALB/c y cepas mas resistentes
18% de 600 controles desarrollaron lesiones a la enfermedad como la C57BL/6 (20,21) y que es
leishméanicas. A pesar de resultados tan promete- posible inmunizar animales mediante la inyeccion
dores, estos trabajos se paralizaron por 35 afios y esintravenosa de promastigotes irradiados, pero no
s6lo en 1975, cuando Antunes y col. (17) aplican usando los mismos pardsitos por la via subcutanea,
unavacuna polivalente preparada con promastigotes pues esta Gltima suprime la respuesta inmune en el
de cultivo muertos por sonicacién. Los parasitos animal, al igual que al emplear como agente
pertenecian a 5 cepas distintas de leishmanias, 4 deinmunizante promastigotes muertos por el calor o
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mediante el tratamiento con formol o por intermedio brasiliensis, reconociendo una proteina de 8.000-
de la sonicacion (22). Esta inhibicién de la inmu- 12.000 daltons de peso molecular (30).

nizacion al usar antigenos parasitarios por via  Egp gl caso de la leishmaniasis visceral o Kala-

subcutanea es inducida por una célula T de fenotipo gzar se han purificado de extractos de parasitos, 2
Lyt-1+2-, L3T4+T mediadora de la respuesta de proteinas, una de ellas, la gp70-2 que no protege
sensibilidad retardada y cooperadora en la sintesis ¢ontra la enfermedad, en cambio la proteina dp72, si
de anticuerpos, pero que inhibe la induccion y la jnduce una reduccion de 81% en la cantidad de
proliferacién de células T protectoras (23). La parasitos presentes en el higado de los animales
inmunizacién con extractos solubles de promas- inmunizados y luego infectados candonovani al

tigotes, libres de membranas, uniddda@ynebacte-  compararlos con los controles no vacunados y
rium parvum por via intraperitoneal induce enratones posteriormente infectados con el parasito (31). Otros
89% de proteccion contra la infeccion demajor autores también han purificado una proteina de

(24) y del extracto total de este parasito se han extractos dé. donovani de 80 Kda, la cual en unién
purificado 2 fracciones proteicas una de las cuales 5|c. parvum como adyuvante disminuye la carga de
induce en los ratones supresion de la respuestaparasitos detectables en el higado de los animales
inmune y por ende proliferacion de los parasitos en jnfectados (32). Otros ensayos experimentales han
la lesion cutanea, mientras que la otra fraccion tratado de inmunizar ratones por via oral contra la
genera proteccion contra lainfeccion (25). También |gishmaniasis. Para este fin han transformado una
se ha encontrado proteccion contra la enfermedad, pacteria, la cepa SL3261 Balmonella typhimurium
inmunizando ratones con la proteina gp63 unida al ysada para la vacunacion contra la salmonelosis con
lipofosfoglican, ambas fracciones purificadas de g gen del antigeno gp63 aislado de promastigotes
promastigotes y reconstituidas en un liposoma, el de . major. El producto genémico asi formado,
cual es inyectado por via subcutanea, intraperito- genominado SL3261-gp63, indujo por via oral en
neal o intravenosa. Con este procedimiento no se ratones, proteccion significativa contra la infeccion
observa el aumento de la lesion en los animales por L. major, asi como también la proliferacion de
infectados por la via subcutdnea como se ha cgjylas T del tipo CD4+ secretoras de Interleukina-
demostrado con otros antigenos de leishmanias, eno y de Interferony pero no de Interleukina-4 (33).
especial con los extractos crudos de parasitos (26). También se ha ensayado una vacuna sintética contra
También se ha reportado en ratones, proteccion |a|eishmaniasis en ratones, usando para ello péptidos
contra la infeccién poL. major empleando como (e |a proteina Gp63 sintetizados “in vitro”, encon-
agente inmunizante antigenos entre 67-94 Kda de trando que una muestra de estos antigenosCcon
peso molecular, electroeluidos de geles de paryum, incorporados aun liposomainducen células
polyacrylamida (27). Inyectando estos antigenos TH1 asi como niveles de proteccion significativos

obtenidos de promas-tigotes Heinfantum o deL. contra la infeccién poL. major (34).
major en union al muramyl-dipéptido como

adyuvante, se encontré en ratones, proteccion con-

tra la infeccion al inocularlos cdn mexicana d..

major. Los ratones asi inmu-nizados desarrollaron

anticuerpos capaces de neutralizar la infeccion de

animales sanos inoculados con promastigotes de

cultivos, generaron reacciones de sensibilidad MATERIALES Y METODOS

retardada a los antigenos del parasito y tenian

poblaciones de macréfagos peritoneales capaces decepas de leishmanias

fagocitar y destruir amastigotes de leishmanias (28). . . .
. . . El aislamiento de los parasitos del hamster

También ha sido posible proteger ratones contrauna . I o

. s . o infectado y el mantenimiento de las distintas cepas

infeccion mortal corL. major inmunizandolos con

. - de leishmanias en cultivos seriados in vitro, han
una fraccion protéica de extractos solubles del . . T
L . L sido publicados con anterioridad (35,36). Para
parasito, la cual es capaz de inducir células T

productoras de Interleukina-2 e Interferpr(29). preparar la vacuna usamos las siguientes cepas:

Estos ratones también reacciona-ron con antigenos L. amazonensis (La: IFLA/BR/67/PH8)L.
solubles deL. donovani,L. amazo-nensis L. venezuelensis (Lv: MHOM/VE/80/H16)L.

En este trabajo presentaremos los resultados de
la prueba de campo de una vacuna contra la leishma-
niasis aplicada a seres humanos en laregidon endémica
de Duaca, Estado Lara, Venezuela.
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brasiliensis (Lb: MHOM/VE/75/H-2);L. chagasi min. en una centrifuga Sorvall, lavandose 3 veces
(Ildch: MHOM/BR/74/PP75);L. mexicana (Im: con SST, mediante centrifugaciones sucesivas. Fi-
1112); y L. garnhami (Lg: Scorza y col.; 37). nalmente, se resuspendieron en SST para luego

Las cepas dé. mexicana yL. garnhami fueron sonicarlos por 2 min. a 4°C, determinandose el
donadas por el Instituto de Biomedicina, Universidad contenido proteico por el método de Lowry y col.
Central de Venezuela, mientras que las otras cepas(41). Seguidamente, se resuspendieron en alimina,
de leishmanias nos las suministré el Dr. Bonfante, Utilizando partesiguales de cada unade las cepas de

de la Universidad Centro Occidental Lisandro Ieishmanias ya nombradas, ajustando la con-
Alvarado. centracion de los parasitos a fin de obtener 20

de proteina total en un volumen final de 0,2 ml,
material que fue inyectado al grupo de las personas
a vacunar, en cada una de las 3 dosis por via intra-
muscular. La preparacion de lavacuna fue realizada
bajo estrictos controles de esterilidad, tomando
muestras en cada uno de los pasos de su preparacion,
para descartar el crecimiento bacteriano, usando
medio liquido sintético enriquecido suplementado
con 5% (v/v) de suero fetal bovino e incubado a
37°C por 72 horas. En caso de encontrar contami-
nacién bacteriana o micoética, la preparaciéon era
desechada.

Los distintos parasitos mantenidos en el Labo-
ratorio de Inmunobiologia del I.V.I.C., fueron
cultivados en Medio Sintético Rico (MSR) suple-
mentado con 5% (v/v) de suero fetal bovino (SFB,
GIBCO) e incubados a la temperatura de transfor-
macion de cada cepa en laforma amastigote como ya
se ha publicado (35,36). Para asegurar que los
parasitos en cultivo mantengan su virulencia, cada
mes son inyectados en la almohadilla plantar del
hamster, midiendo semanalmente con un vernier el
crecimiento de la lesién en la pata inoculada. Al
disminuir la infectividad, asi como también la
capacidad de transformacion de los parasitos en Aplicacion de la vacuna
amastigotes, las distintas cepas de leishmania son  Parala prueba piloto se escogio a la poblacion de
aisladas de la lesién de la pata del hamster, donde Duaca (10° 18' Sur y 69° 10' Oeste) situada a 34
son mantenidas “in vivo” en el laboratorio de inmu- kildmetros de la ciudad de Barquisimeto. Estaregion
nobiologia del I.V.I.C., mediante pasajes sucesivos fue seleccionada debido a que en 1989, se presento
cada 1-2 meses. Las cepas aisladas de nuevo, soren ella un brote epidémico con 105 casos de leishma-
cultivadas en MSR como ya hemos explicado. niasis cutanea y mucocutanea.

Preparacion de la vacuna Todos los antigenos tanto para la prueba cutanea

La vacuna fue creada y preparada en el Labo- (Leishmanina) como para la vacunaciéon contra la
ratorio de Inmunobiologia del I.V.1.C., siguiendo enfermedad fueron preparados en el Laboratorio de
los procedimientos ya publicados anteriormente en Inmunobiologiadell.V.I.C.y enviados por via aérea
animales de experimentacién. Los parasitos nom- & Barquisimeto, en una cava pequefia de anime con
brados cultivados en la forma de amastigotes (35, hielo seco.

36), fueron centrifugados a 1.300 xg por 20 min. a La poblacién de Duaca consta de unas 15.000
4°C ylavados 3 veces con solucion salinatamponada personas, de las cuales se seleccionaron 1.209 indi-
(S§ST, 0,01 M PQ 0,15 M NaCl, pH 7,4), mediante  viduos negativos a la intradermoreaccion realizadas
centrifugaciones sucesivas. Posteriormente, se con las mismas proteinas de los parésitos leish-
resuspendieron en Medio Minimo esencial de Eagle manicos usadas en la preparacion de la vacuna. Con
(MEM, GIBCO), suplementado con 150y/ml de este fin se inyectaron por via intracutaneagdde
tosil-L-lisina-clorometil-cetona (TLCK) a 30°C por  antigenos (todas las cepas de leishmania) en 0,1 ml
72 horas, lo cual asegura la muerte de todos los de SSTy se ley6 la formacién de la respectiva papu-
parésitos como hemos publicado con anterioridad la a las 48 horas. Todas las personas con una res-
(38,39). Acto seguido, los parésitos son centrifu- puesta inmunoldgica positiva (>5mm) fueron ex-
gados a 1.300 xg por 20 min. a 4°C y lavados 3 veces cluidas del experimento. Entre el lapso comprendido
con SST mediante centrifugaciones sucesivas entre abrilde 1990y marzo de 1991, se han vacunado
similares e incubados en MEM suplementado con 739 personas, dejando como control 470 personas
0,12% (v/v) de NONIDET-P-40 (NP40, Sigma), por sinvacunar. Los controles, también residentes en la
30 min a 4°C, usando métodos ya publicados (40). misma &rea endémica en estudio, fueron distribuidos
Seguidamente, se centrifugaron a 16.000 xg por 10 en un nimero de 1-2 por casa, viviendo en el mismo
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ambiente junto a las personas vacunadas.

Es dializado vs HO destilada por 48 hrs a 4°C, liofi-

necesario resaltar el hecho de que la transmision de lizado, resuspendido en@ destilada, determinando

la enfermedad en Duaca es intradomiciliaria, ya que

su contenido proteico por el método de Lowry (41);

la poblacién ha construido sus casas de habitacién 4. Proteinas liberadas al sobrenadante de NP40
adyacentes al bosque tropical humedo, donde se después de incubar los parasitos en TLCK, como se

encuentra el insecto vector.

explic6 en la preparacion de la vacuna; 5. El

cutanea negativa, 179 recibieron una sola dosis de Parasitos con TLCK.

vacuna, 89 dos dosis y 471 tres dosis i.m. de@p0

cada una, en 0,2 ml de SST a intervalos de un mes.

Prueba serolégica de ELISA
La técnica de este ensayo fue realizada en el

Un mes después de la dltima dosis se les practicd de| ghoratorio de inmunobiologia del I.V.I.C. y ha

nuevo la intradermoreaccion, la cual fue leida a las
48 horas, tomando como positivos todos aquellos
casos con una papula mayor de 5 mm.

Electroforesis en SDS-poliacrilamida

Esta técnica fue realizada en el Laboratorio de
Inmunobiologia del I.V.I.C. Las proteinas de las

distintas cepas de leishmaniasis, usadas en la pre-

paracion de la vacuna, asi como los extractos

sido publicada con anterioridad (43). Los antigenos
usados en este trabajo, fueron proteinas de las
distintas cepas de leishmania como se detall6 en el
parrafo anterior. Los pozos de las placas de 96
huecos para ELISA (Immulon Il, Dinatech Labora-
tories, Alexandria. VA), se incubaron toda la noche
a 37°C con 5@l de una soluciéon conteniendo 200
ug de cada antigeno por ml de 0,05 M Tris-HCI pH

completos de los parasitos a una concentracion de 19,5 Esto nos asegur6 que una vez evaporada la

x 10° parasitos/ml en solucién de disociacioén, se
dializaron vs 500 ml de solucion de disociacion
(62,5 mM Tris HCL, 2% (p/v) de dodecil sulfato de
sodio (SDS), 1% (v/v) B-mercaptoetanol pH 6,8) por
24 hr a temperatura ambiente, luego de lo cual
fueron calentadas en bafio de Maria por 3 min. a
ebullicion. La electroforesis se realizé segun el mé-
todo de Laemmli (42), usando marcadores de peso
molecular (Sigma SDS64), en una camara de
electroforesis vertical “Mini Protean |1” de Biorad,
coloreando los geles con Coomasie brillante azul.

Preparacion de antigenos para la prueba de
ELISA.

Para realizar esta prueba en el Laboratorio de
Inmunobiologia del I.V.I.C., se usaron como anti-

solucion todos los antigenos quedaran adheridos a
la placa de plastico. Seguidamente las placas se
lavaron con SST conteniendo 0,05% (v/v) de Tween
20 (Sigma) por 3 veces, para luego bloguearlas con
SST suplementado con 1% (p/v) de albimina sérica
bovina (ASB, Fraccion 5 de Cohn, Sigma) por una
hora atemperatura ambiente. Luego se afiadieron en
cada pozo 10Qul de los sueros humanos antes y
después de la vacunacion, diluidas 1:1000 en SST
por duplicado. Las placas se incubaron por una hora
a 37°C. A continuacion, se lavaron con SST-0,05%
Tween 20 y se incubaron con f0de una dilucion
1:1000 de fragmento (Fab’)2-anti-inmunoglobulinas
humanas marcado con peroxidasa de rabano
(Amersham) por toda la noche a 4°C. Después de un
lavado final con SST-Tween 20 se afiadio el substrato

genos: 1. Parasitos completos en la forma amastigote ABTS, incubando por 30 minutos a 37°C, leyéndose

arazonde 1 x Oml resuspendidos en 50 de 0,05

M Tris-HCI pH 9,5; 2. Proteinas de la superficie de
los parasitos con y sin tratamiento con TLCK como
se ha descrito, extraidas con 0,12% (p/v) de NP40
por 30 min a 4°C a razén de 1 x°Igarasitos/ml.
Después de la incubacion en el detergente, se
centrifugaron a 16.000 x g por 10 min, en una centri-
fuga Sorvall y el sobrenadante fue dializado v OH

destilada por 48 hrs a 4°C, determinandose el conte-

nido proteico por el método de Lowry (41); 3.

luego los valores de densidad éptica (D.O.) en cada
pozo, en un lector automatico de ELISA (Titertek
Multiskan Plus). Se considero positivo todo resulta-
do que estuviera 3 desviaciones estandar por encima
del promedio de los controles negativos (n=50).

Prueba cutanea

Fue aplicada por el personal de la Universidad
Centro Occidental Lisandro Alvarado en dosis de
0,1 ml de SST que conteniayg de las proteinas

Proteinas excretadas al medio de cultivo: los Usadasen lavacuna. El antigeno se inocul6 por via
parasitos de las distintas cepas de leishmania cre- intradérmica antes de la vacunaciény un mes después
ciendo en MSR a 26°C, fueron centrifugados a 1.300 de la Gltima dosis de vacuna, evaluandose el tamafio

x g por 15 min a 4°C. El sobrenadante de cultivo fue de la papula 48 horas después de la inyeccién del
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antigeno. El antigeno preparado en el Laboratorio
de Inmunobiologia del I.V.I.C. estaba constituido

por proteinas de parasitos tratados con TLCK y
extraidos con NP40, como ya se ha detallado en
parrafos anteriores al describir la preparaciéon de la
vacuna. La prueba fue leida usando un boligrafo de
puntaroma, corriéndolo en direcciones concéntricas
por la superficie de la piel hasta encontrar la papula.
Una vez delimitada ésta, se colocd un papel mili-

metrado sobre la reaccién dibujada con el boligrafo,
pasandole por la parte posterior un algodén hume-
decido en alcohol etilico, quedando asi impreso en
el papel el tamafo de la reaccion.

RESULTADOS

En 1989-1990, se presentd un brote endémico de

la enfermedad en la regién de Duaca, reportandose
105 casos de leishmaniasis cutanea, con algunos
pacientes que también desarrollaron diseminaciones

mucosas. En una muestra de 1.134 personas resi
dentes en el area, a las cuales se les practico la intra
dermoreaccion con el antigeno usado en la prepa-

racion de la vacuna, se encontr6 que el 7% de éstos

resultaron positivos. Los grupos etarios estudiados

abarcaron edades comprendidas entre 0 y mayores

de 30 afios, presentandose el mayor nimero de caso
de leishmaniasis en este Gltimo grupo, predominando
los hombres (8,9%) sobre las mujeres (5,4%), como
se aprecia en el Cuadro 1.

En el Cuadro 2 se presentan las personas vacu-

nadas con una dosis (179), 2 dosis (89) y 3 dosis
(739) de antigenos, distribuidas por grupo etarios,
siendo aproximadamente igual el nGmero de hombres

ELL J, ET AL.

y mujeres vacunados.

La intradermoreaccién practicada en las perso-
nas vacunadas con 3 dosis, un mes después de la
Gltima dosis de vacuna (en individuos previamente
negativos) se encontr6 positiva (mayor de 5mm) en
el 93,8% de los hombres y el 84,4% de las mujeres,
para un total general de 88,3% (Cuadro 3). ElI 60%
de las personas positivas presentaron una reaccioén
intradérmica entre 5-10 mm vy el 28,1% entre 11-15
mm de tamafio, comprendiendo estos 2 grupos la
mayoria de los casos vacunados. Reacciones intra-
dérmicas con un tamafo entre 16-20 mm, 21-26 mm
y aun mayores de 25 mm se presentaron en el 7,7%,
2,6% y 1,6% de los casos respectivamente (Cuadro
4).

Las personas que presentaron una reaccion
intradérmica menor de 5 mm consideradas negativas
por las pautas internacionales, sin embargo, también
mostraron evidencias de respuesta a los antigenos
de la vacuna, pues el 34,1% tenia una reaccion con

un tamafo entre 4 y 4,99 mm, el 39% entre 2,26 y
2,99 mmy el 26,8% (11 personas) entre 0y 2,25mm
(Cuadro 5). El grupo control de pacientes no vacu-
nados lo conformaron 470 personas, 224 del sexo
masculino y 246 del sexo femenino (Cuadro 6),
quienes presentaron 33 casos de leishmaniasis
Yistribuidos en 17 hombres y 16 mujeres con una
mayor incidencia en el grupo etario mayor de 30
afios, asi como en las personas con edades compren-
didas entrelos 11y 20 afios (Cuadro 7). La profesion
de los individuos pertenecientes al grupo control se
detalla en el Cuadro 8. Llama la atencién que en su
mayoria los pacientes del grupo control con leish-

Cuadro 1

Intradermoreaccién en una m

uestra de personas residentes

en el area endémica de Duaca, Estado Lara, Venezuela.

Grupos Masculino Femenino Total

Etarios N° + % N° + % N° + %
0-5 3 1 33,3 8 0 0,0 11 1 9,1
6-10 44 0 0,0 34 1 2,9 78 1 1,3
11-15 143 12 8,4 175 7 4,0 318 19 6,0
16-20 108 9 8,3 106 6 5,7 214 15 7,0
21-25 45 4 8,9 67 1 2,9 112 5 4,5
26-30 56 2 3,6 60 4 6,7 116 6 5,2
>30 210 26 12,4 275 20 7,3 485 46 9,5
Total 609 54 8,9 725 39 5,4 1134 93 8,2
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Cuadro 2
Personas vacunadas con distintas dosis de antigeno residentes en el area endémica de Duaca
Dosis
Grupos Primera Segunda Tercera Total
Etarios N° M F Ne° M F N° M F Ne° M F
0-5 1 0 1 1 0 1 2 0 2 4 0 4
6-10 5 2 3 3 2 1 20 7 13 28 11 17
11-15 24 11 13 17 9 8 53 24 29 94 44 50
16-20 37 21 16 14 5 9 48 18 30 9 44 55
21-25 27 7 20 13 3 10 33 15 18 73 25 48
26-30 18 8 10 12 8 4 58 26 32 88 42 46
>30 67 29 38 29 12 17 257 116 141 353 157 196
Total 179 78 101 89 39 50 471 206 265 739 323 416
Cuadro 3
Intradermoreaccion post-vacunal en pacientes del area endémica de Duaca
Grupos Masculino Femenino Total
Etarios Ne° + % Ne° + % Ne° + %
0-5 0 0 0 2 2 100,0 2 2 100
6-10 6 6 100 9 6 66,6 16 12 75
11-15 17 17 100 22 17 72,3 39 34 87,2
16-20 14 14 100 25 19 76,0 39 33 84,6
21-25 86 8 100 11 9 81,8 19 17 89,5
26-30 17 15 88,2 20 16 80,0 37 31 83,8
>30 84 17 91,7 116 104 89,7 200 181 90,5
Total 146 137 93,8 205 173 84,4 351 310 88,3
Cuadro 4
Tamafio de la intradermoreaccidn post-vacunal en pacientes del area endémica de Duaca
Diametro de la I.D. en milimetros
Grupos 5-10 11-15 16-20 21-25 >25
Etarios M F T % M F T % M F T % M F T % M F T %
0-5 0 1 1 0,3 0 1 1 0,3 0 O 0O 00 O O 0 00 0 O 0 0,0
6-10 4 3 7 23 1 1 2 0,6 0 1 1 03 1 O 1 03 0 1 1 0,3
11-15 13 11 24 7,7 4 4 8 2,6 0 1 1 03 0 1 1 0,3 0 O 0 0,0
16-20 6 9 15 48 7 5 12 39 1 3 4 13 0 O 0 00 0 2 2 0,6
21-25 4 6 10 32 4 2 6 1,9 0 1 1 03 0 O 0 00 0 O 0 0,0
26-30 12 5 17 55 3 7 10 3,2 0 2 2 06 0 1 1 03 0 1 1 03
>30 48 64 112 36,1 21 27 48 15,5 7 8 15 48 1 4 5 1,6 0 1 1 0,3
Total 87 99 186 60,0 40 47 87 28,1 8 16 24 7,7 2 6 8 26 0 5 5 1,6

M: masculino; F: femenino; T: totales; %: porcentajes; I.D.: intradermoreaccion.
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Cuadro 5

Tamafio de la intradermoreaccién post-vacunal en pacientes que mostraron un diametro < 5 mm.

Diametro de la I.D. en milimetros

Grupos 0-2,25 2,26-3,99 4-4,99
Etarios M F T % M F T % M F T %
0-5 0 0 0 0,0 0 0 0 0,0 0 0 0 0,0
6-10 0 0 0 0,0 0 2 2 4,9 0 1 1 2,4
11-15 0 1 1 2,4 0 3 3 7,3 0 1 1 2,4
16-20 0 2 2 4,9 0 3 3 7,3 0 1 1 2,4
21-25 0 1 1 2,4 0 0 0 0,0 0 1 1 2,4
26-30 0 1 1 2,4 1 3 4 9,8 1 0 1 2,4
>30 3 3 6 14,6 0 4 4 9,8 4 5 9 22,0
Total 3 8 11 26,8 1 15 16 39,0 5 9 14 34,1

M: masculino; F: femenino; T: totales; %: porcentajes; I.D.: intradermoreaccion.

Cuadro 6 Cuadro 8

Pacientes no vacunados pertenecientes al grupo control

Profesion de los pacientes con leishmaniasis
residentes en el area endémica de Duaca.

pertenecientes al grupo control no vacunados,

residentes en el area endémica de Duaca.
Grupos M F T %
Etarios Ocupacién  Masculino Femenino Total
0-5 1 3 4 0,8 Agricultor 4 0 4
6-10 29 17 46 9,8 Preescolar 1 0 1
11-15 86 112 198 42,1 Estudiante 4 1 5
16-20 56 44 100 21,3 Hogar 0 12 12
21-25 13 11 24 5,1 Obrero 4 1 5
26-30 10 8 18 3,8 Empleado 2 2 4
>30 29 51 80 17,0 Comerciante 1 0 1
Ganadero 1 0 1
Total 224 246 470 100,0
Total 17 16 33
Cuadro 7
Incidencia de leishmaniasis en el grupo control no Cuadro 9

vacunado residentes en el area endémica de Duaca. . . . .
Localizacién de las lesiones en los pacientes con

Grupos  Masculino Femenino Total leishmaniasis, pertenecientes al grupo control no
Etarios vacunados, residentes en el area endémica de Duaca.

0-5 0 0 0 Localizacién Masculino Femenino Total
6-10 2 0 2 Tronco 2 0 2
11-15 5 2 7 Extremidades sup. 4 5 9
16-20 4 2 6 Extremidades inf. 8 7 15
21-25 2 2 4 *Multiples 3 4 7
26-30 2 3 5
>30 2 7 9

*Entres casos de lesiones multiples se encontraron Ulceras
en la cara.
Total 17 16 33
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maniasis son amas de casa, lo cual atestigua que lal0).

transmision es intradomiciliaria. De los 33 pacientes La comparacion de las proteinas totales del
con leishmaniasis, 9 presentaron lesiones en las parasito con las proteinas usadas en la vacunacion
inferiores, 7 personas mostraron lesiones multiples gespués del tratamiento con TLCK y la extraccion
(Cuadro 9). En los individuos vacunados se ¢on NP-40, el nimero de bandas disminuye a 10-15
presentaron despues de una sola dosis de vacuna Jyroteinas, en cambio en los parasitos no tratados es

casos de leishmaniasis, todas amas de casa. Elposible distinguir alrededor de 30 bandas de distintos
primero con una Ulcera en el muslo izquierdo de 1,5 pesos moleculares.

cm de diametro que curé espontaneamente en el
lapso de un mes, sin tratamiento. EIl segundo, una
Ulcera en la mano derecha de 2 x 2,5 cm, que al
momento de presentar este trabajo alin no ha curado
después de recibir, en la Divisién de Dermatologia
del M.S.A.S. 10 dosis de inmunoterapia (44). El
tercero, una llceraenlaregion epigastricade 4 x 3,
cm, recibi6é enel M.S.A.S., 6 dosis de inmunoterapia
(44), sin curar y actualmente recibe tratamiento con
Glucantime. Un solo caso de leishmaniasis ha
aparecido en los vacunados con 3 dosis de vacuna en
una paciente ama de casa, con un cuadro varicoso en
ambas piernas, muy pronunciado, que present6 una
Ulcera de 2 cm de diametro en el dorso del pie
derecho. Después de 2 meses de observacionrecibié

una serie de Glucantime y curé totalmente (Cuadro
Cuadro 10

La reaccion de ELISA en personas vacunadas
antes y después de la vacunacion, usando como
antigenos: 1. Sedimentos de parasitos tratados con
TLCKy extraidos con NP-40, es decir, la preparacién
antigénica usada en la vacuna; 2. Sobrenadante de
5 parasitos extraidos con NP-40 previamente tratados
con TLCK; 3. Proteinas excretadas al MEM durante
la incubacion con TLCK; 4. Proteinas excretadas
por promastigotes en MSE a 26°C; 5. Parasitos
completos (promastigotes) crecidos en MSE a 26°C;
6. Sobrenadante de NP-40 de parasitos crecidos
entre 30 y 34°C (amastigotes), se presenta en el
Cuadro 11. Todos los antigenos empleados prove-

Localizacién y evolucidon de los casos de leishmaniasis encontrados en los pacientes vacunados (739) con distintas
dosis de antigeno, residentes en el &rea endémica de Duaca

Nombres Edad Sexo Profesion Dosis de Lesion Evolucién
vacuna
recibida
1.S.S. 23 F Hogar 1 Ulcera en muslo Curé espontaneamente
izquierdo de 1,5 en un mes, sin trata-
cm de diametro miento
2. M.S. 18 F Hogar 1 Ulcera en dorso de  No ha curado. Recibi6
la mano derecha de 10 dosis de inmunote-
2x2,5cms rapia (44) desde Agos-
to de 1990
3. M.de M. 50 F Hogar 1 Ulcera en epigas- No ha curado. Recibi6

trio de 4 x 3,5 cm 6 dosis de inmunotera-
pia. Actualmente recibe

glucantime
4. E.de F. 45 F Hogar 3 Ulcera en pie dere- Después de dos meses
cho. Varices muy de observacion recibié
pronunciadas una serie de glucantime

y cur6 totalmente.

116 Vol. 100, N° 2, junio 1992



O'DALY CARBONELL J, ET AL.

+ & = «— 97
L . . 45

a b 0 b a a b a _h_

L 4L = J ey | EFE— =

Lv Lb Lo Lg Ld ch

Figura 1. Gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio de varias especies de leishmanias. a: extracto total
del parasito; b: parasitos tratados con TLCK y extraidos con Nonidet-P40. La: L. amazonensis; Lv: L.
venezuelensis; Lb: L. brasiliensis; Lch: L. donovani chagasi; Lg: L. garnhami.

nientes de las 4 cepas de leishmanias usadas en lay necesaria, debido a que: 1. La infeccién experi-
vacunacion dieron resultados negativos con los mental o natural induce en seres humanos un estado
sueros de pacientes antes y después de la terceranmune a la reinfeccion con el parasito; 2. A que la
dosis i.m. de vacuna. La comparacién entre la enfermedad aparece en grupos restringidos de
reaccion de ELISA y la prueba intradérmica en poblacion; 3. A que la quimioterapia con anti-

pacientes vacunados, usando los mismos antigenosmoniales pentavalentes puede producir numerosos
de la vacuna (Cuadro 12), muestra la negatividad de efectos secundarios y; 4. A que los transmisores de
los sueros de 124 personas antes y después de seta enfermedad viven en nichos ecolégicos inacce-

vacunadas, mientras que la prueba intradérmica sibles a los insecticidas comunmente usados para
negativa antes de la vacunacion se transformé en controlar la poblaciéon de mosquitos vectores. La
fuertemente positiva un mes después de la ultima leishmanizacion oinduccion adrede de la enfermedad
dosis de vacuna. (3-5,9-11) por infeccion voluntaria del ser humano
con parasitos vivos del cultivo, no es aconsejable y

DISCUSION no es recomendada por la Organizacién Mundial de

la Salud (O.M.S.) ya que se produce una lesion entre

La vacunacién contra la leishmaniasis es posible 5-10 mm de tamafio que dura de 4-6 meses. A pesar
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Cuadro 11

Reaccion de ELISA de 20 sueros de personas antes y después de 3 dosis de vacuna
con diversos antigenos de varias cepas de leishmanias

Ag

La
Lv
Lb
Lch

La
Lv
Lb
Lch

La
Lv
Lb
Lch

Sedimentos parasitos tratados

Densidad 6ptica 405 nm

con TLCKy NP40

Pre-vac

0,37+ 0,11
0,19+ 0,19
0,33+ 0,13
0,20+ 0,10

Post-vac

0,43+ 0,13
0,41+ 0,33
0,34+ 0,30
0,28+ 0,26

Proteinas excretadas

MEM, TLCK
Pre-vac Post-vac
0,16+ 0,05 0,27+ 0,15
0 0,04+ 0,01
0 0,01+ 0,01
0,02+ 0,01 0

Parasitos completos

MSR 26°
Pre-vac Post-vac
0,36+ 0,11 0,41+ 0,12
0,19+ 0,19 0,41+ 0,30
0,37+ 0,07 0,34+ 0,30
0,20+ 0,10 0,28+ 0,27

Sobrenadante NP40 paréasitos
tratados con TLCK

Pre-vac Post-vac
0,18+ 0,02 0,17+ 0,06
0,16+ 0,04 0,30+ 0,16
0,14+ 0,14 0,19+ 0,13
0,30+ 0,07 0,28+ 0,04

Proteinas excretadas

MSR 26°
Pre-vac Post-vac
0,17+ 0,07 0,26+ 0,12
0,03+ 0,02 0,13+ 0,16
0,06+ 0,04 0,10+ 0,09
0,18+ 0,05 0,22+ 0,03
Sobrenadante NP40 parasitos completos
NP40 30-34°
Pre-vac Post-vac
0,25+ 0,05 0,36+ 0,11
0,24+ 0,11 0,24+ 0,08
0,37+ 0,06 0,30+ 0,19
0,24+ 0,07 0,22+ 0,14

Ag : antigenos; TLCK: Tosyl-I-lisina-clorometil-cetona; NP40: Nonidet-P40; Pre-vac: prevacunal;
post-vac: post-vacunal; MEM: medio minimo esencial de Eagle; MSE: medio sintético enriquecido;
La: Leishmania amazonensis; Li: venezuelensis; LbL. brasiliensis; Lchli. donovani chagasi.

Cuadro 12

Comparacion entre la reaccion de ELISA en el suero y la intradermoreaccién (IDR) en el brazo,

usando los mismos antigenos en 124 personas antes y después de la vacunacion.

Ag

La
Lv

Lb
Lch

D.0O. 405 nm
Pre-vac Post-vac
X © X o
0,36+ 0,14 0,36x 0,15
0,26+ 0,13 0,28+ 0,14
0,27+ 0,14 0,28+ 0,14
0,29+ 0,15 0,30+ 0,14

IDR (mm)

Pre-vac

Post-vac

10,73 4,2

Ag: antigenos; LaL. amazonensis; LvL. venezuelensis; LbL. brasiliensis; Lchi. donovani chagasi.
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de ello, tal procedimiento no es totalmente efectivo,
pues el 2,6% de los leishmanizados contrajo de
nuevo la enfermedad y solo el 93% convirtié a una
intradermoreaccion positiva, a pesar de haber desa-
rrollado la lesion leishméanica. En estos individuos
existe el riesgo de diseminacion de la enfermedad a
la mucosa orofaringea y de que la persona leishma-

nizada se convierta en reservorio natural de la enfer- 8.

medad. Los ensayos de vacunacién con parasitos

muertos (12-19) han dado resultados variables con g,

una conversidon a la intradermoreaccion positiva
entre un 50-78% de los casos humanos vacunados,
sin embargo, la efectividad ha sido dificil de evaluar

pues la enfermedad desapareci6 del area en estudioqg.

(17). En voluntarios del ejército del Brasil,
vacunados con promastigotes muertos, se ha visto
reducciones del 67% y 85% en la incidencia de la
enfermedad. En los ultimos ensayos de 1981 y
1983, la conversidn de las personas vacunadas a la
intradermoreaccion positiva fue de 35% y 68%, res-
pectivamente. En nuestro trabajo, la gran mayoria
de las personas vacunadas (84-94%) desarroll6 posi-
tividad a la reaccidn intradérmica, lo cual evidencia
una excelente respuesta de sensibilidad retardada y
por ende el desarrollo de inmunidad celular clave
para la ausencia de inmunosupresion y la defensa
contra la enfermedad. Es de extremo interés el que
los pacientes vacunados no desarrollaron inmunidad

humoral, como se desprende de los datos obtenidos 14

con los sueros en la reaccidon de ELISA, pues ello

quizas es la base para explicar la alta proteccién ob- 15.

tenida en el grupo humano vacunado, donde sélo
aparecieron 4 casos de leishmaniasis, 3 con una sola

dosis de vacuna y una con 3 dosis de vacuna, es 1.

decir, el 99,5% de las personas vacunadas han per-
manecido libres de la enfermedad.

17.
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