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VACUNACION CON LEISHMANIA HERTIGI CONTRA LA INFECCION POSTERIOR 
CON LEISHMANIA MEXICANA V LEISHMANIA BRAZILIENSIS EN HAMSTERS 

Zilka I. TERRIENTES (1) y Rodrigo ZELEDóN (2) 

RESUMEN 

Una vacuna de promastigotos vivos de L. hertigi adicionada de coadyuvante 
completo de Freund sólo produjo una protección parcial en hamsters contra Ia 
infección por L. mexicana o L. braziliensis al retrasar, por períodos variables, la 
aparición de las lesiones. El retraso fue mayor cuando se usaron 3 dosis de Ia 
vacuna en vez de una y más marcado contra L. mexicana que contra L. brazi­
liensis. Un extracto de L. hertigi mezclado con coadyuvante incompleto sí fue 
capaz de producir protección total contra L. mexicana y una sola dosis fue más 
eficaz que tres. El mismo material antigénico sólo ocasioná un retraso en la 
aparición de las lesiones cuando la infección se produjo con L. braziliensis. Las 
pruebas de inmunodifusión e inmunoelectroforesis mostraron al men9s una banda 
en común entre L. hertigi y los dos parásitos humanos, que apàrecen como no 
correspondientes. 

INTRODUCCION 

Existen algunas experiencias, tanto en hu­
manos como en animales, tendientes a obtener 
una vacunación eficaz contra la leishmaniasis 
cutânea americana 13 • Sin embargo, hasta el 
~mento, los resultados no han sido comple· 
tamente satisfactorios. Esto es en parte debi­
dcf a una compleja y variable estructura anti­
génica del parásito 10 y a su forma de evadir 
Ia respuesta inmunológica 9• 

Entre los ensayos de vacunación utilizan­
do animales podemos mencionar los trabajos 
de LAINSON & BRAY 5 en manos Rhesus (Ma­
caca mulatta). Observaron que L. mexicana y 
L. braziliensis protegen específicamente y que 
L. mexicana protege contra la infección pos­
terior com L. braziliensis aunque con ésta úl­
tima no sucede lo contrario. Experimentos 
posteriores 7 utilizando amastigotos para va­
cunar monas americanos ( Cebus apella apella) 
demostraron que ni L. m. mexicana ni L. m. 
amazollensis protegen contra la infección por 
parásitos del complejo "braziliensis", mien-

tras que subespecies de L. braziliensis produ­
cen fuerte resistencia contra L. m. amazonen• 
sis; es decir exactamen~e lo contrario de lo 
que sucedió con los monos asiáticos. BRYCE­
SON et al. 2 inmunizaron cobayos con una me2i­
cla de extracto antigénico soluble e insoluble 
de L. enriettii y obtuvieron protección frente a 
una infección posterior con la misma especie. 
Sin embargo, después de inmunizar cobayos 
con extractos de L. donovani, L. mexicana, y 
L. braziliensis no obtuvieron protección algu­
na contra L. enriettü. PRESTON & DUMON­
DE 12 lograron desarrollar en cobayos una 
fuerte resistencia a una infección con L. en• 
riettii utilizando para vacunarlos un antígeno 
ribosomal de la misma especie. HERRER 4 

inyectó L. braziliensis en hamsters inoculándo• 
los previamente con promastigotos de L. her· 
tigi y no encontró protección alguna. 

SCHNEIDER 14, realizó estudios de inmu· 
nodifusión con seis cepas de L. hertigi y las 
compará con cepas humanas de L. braziliensis 
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y de L. mexicana. Encontrá que las dos prime­
ras daban una débil reacción cruzada mientras 
que L. mexicana presentó más bandas en co­
mún. 

La L. hertigi dei puerco espín mantiene una 
buena relación huésped parãsito, ya que pro­
duce una infección inaparente de larga dura­
ción 4,16. Esta especie produce una intrader­
morreacción de Montenegro positiva, compara­
ble a Ia que producen los antígenos prepara­
dos con especies humanas, en personas infec­
tadas con L. braziliensis (Zeledón, datos no pu­
blicados). 

Este trabajo tiene por objeto buscar la 
inducción de inmunidad protectora mediante el 
uso de L. hertigi en harnsters que fueron luego 
inoculados con L. mexicana y L. braziliensis. 

MATERIAL Y METODOS 

1) Cepas de Leishmania 

L. hertigi (cm-170) proveniente de un cul­
tivo en medio de Senekjie con 80 a 100 sub­
cultivos y aislada de un puerco espín de Costa 
Rica 16; L. braziliensis (HSJD-23) aislada dei ta­
bique nasal de un caso mucoso humano, ino­
culada en hamsters, reaislada en el mismo me­
dio y usada con 2 a 4 subcultivos; L. mexicana 

1nexicana (OCR) de caso humano, reaislada de 
hamster y usada con 4 a 6 subcµltivos. 

2) Disefio Experimental 

Se utilizaron 96 hamsters adultos jóvenes, 
en ocho grupos de 12 cada uno. Para cada ex­
perimento se hicieron cuatro subgrupos de tres 
animales cada uno. 

A) Vacunación con promastigotos vivos de L. 
hertigi 

Se utilizaron. cultives de 7 a 9 dias en me­
dio de Senekjie, lavados y centrifugados tres 
veces por 15 minutos, en soluciõn salina ai 
O. 85% a 800 x g y resuspendidos en la misma 
hasta lograr la concentración requerida de pro­
mastigotos utilizando una cámara de Neubauer 
para contarlos. 

Se procedió a la vacunac1on de acuerdo 
con el Experimento 1 (Cuadro n. El inóculo 
y el coadyuvante se inyectaron separadamente 
en el mismo sitio, siempre por vía subcutánea. 
nasal al menos que se especifique otra cosa. 
Para el Experimento 2 se procedió igual, ex­
cepto que Ia vacuna contenía 108 x 106 flage­
lados por animal y el inóculo de L. braziliensis, 
12 x 106• Para los experimentos 3 y 4 se pro­
cedió de acuerdo con el Cuadro II. 

CUADRO I 

Procedimiento en la vacunación con una dosis de vacuna con promastigotos vivos de L. hertigi e inoculación posterior de 
L, mexicana 
Experimento 1 

Subgrupos: Al A 2 A3 A 4 
Día O: 50 X 10r. promastigotos 

de L. hertigi en O .5 
50 X 106 promastigotos 
de L. hertigi en 0.5 

Sol. salina O . 5 ml 
coadyuvante completo 
de Freund O .2 ml 

Sol. salina O. 5 ml 
Sol. salina O. 2 ml 

ml Sol. salina 
Coadyuvante completo 
de Freund O .2 ml 

ml Sol. salina 
Solución salina O. 2 ml 

Día 35: Inoculación de 15 X 10'; promastigotos de L. mexicana a todos los hamsters en el mismo sitio 

B) Vacunación con extracto de L. hertigi 

Se utiliz6 una suspensión lavada de 200 x 
106 flagelados/mi (74 µg Nitrógeno/mll. La rup­

tura de las células se efectuõ por períodos al­
ternos de congelación a -70ºC y descongela­
ción súbita a 37ºC por diez veces. Se determi-
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nó la concentración de nitrógeno por el mé­
todo de LANG 8• 

Se proceidió a la vacunación de acuerdo con 
los Cuadros III y IV. 

Los hamsters se observaron semanalmente 
para la aparición de signos de la enfermedad 
(nódulos o lesiones tumorales). Se tomaron 
medidas de largo y ancho de Ias lesiones en 
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CUADRO II 

Procedimiento en la vacunación con tres dos1s de vacuna con promastigotos vivos de L. hertigi e inoculación posterior con 
L. mexicana 

Subgrupos: 
D[a O: 

Día 7: 

Día 14: 

Dia 49: 

Cl - D1 
Svbcutáneo nasal 25 X 
10c promastigotos de L. 
hertigi en O .15 ml 
Coadyuvante completo 
de Freund 0.1 ml 

Subcutâneo nasal 25 X 
10n promastigotos de L. 
hertigi en O .15 ml 
Coadyuvante completo 
Freund O .1 ml en la 
planta de la mano de­
recha 

Subcutâneo nasal 50 X 
lQG promastigotos de L. 
hertigi en 0.2 ml 
Coadyuvante completo 
de Freund O . 1 ml en 
la planta de la mano 
izquierda 

Experimentos 3 Y 4 

C2 - D2 

Idem 

Solución salina O .1 ml 

Idem 

Solución salina O .1 ml 
en Ia planta de la ma­
no derecha 

Idem 

Solución salina O .1 ml 
en la planta de Ia ma­
no izquierda 

C3 - D3 
Su.bcutáneo nasal O .15 
ml de solución salina 

Coadyuvante completo 
de Freund 0.1 ml 

Subcutáneo nasal O .15 

ml de solución salina 

Coadyuvante completo 
de Freund O .1 ml en 
la planta de la mano 
derecha 

O. 2 ml de solución sa­
lina 

Coadyuvante completo 
de Freund O .1 ml en la 
planta de Ia mano iz­
quierda 

C4 - D4 
Idem 

Solución salina O .1 ml 

Idem 

Solución salina O .1 ml 
en la planta de la ma­
no derecha 

Idem 

Solución. salina O .1 ml 
en la planta de la ma­
no izquierda 

Subgrupos C: Inoculación de 14 X 106 promastigotos de L. mexicana a todos los hamsters 
Subgrupos D: Inoculación de 12 X 106 promastigotos de L. braziliensis a todos los hamsters 

CU A·D R O III 

Procedimiento en vacunación con una dosis de extracto de L. hertigi, e inoculación posterior con L. mexicana y L. bra­
ziliensis 

Experimentos 5 y 6 

Subgrupos: E2 - F2 

Día O: 

El - Fl 
Emulsión de 0.3 ml de 
extracto de L. hertigi 
(22.2 ;µg N/ml) en 0.3 
m1 de coadyuvante in­
completo de Freund 

O. 3 ml de extracto d~ 
L, hertigi (22.2 µg ::l/ 
ml) en 0.3 ml de so• 
lución salina 

E3 - F3 
Emulsión de O. 3 ml de 
solución salina y D. 3 
ml de coadyuvante in­
completo de Freund 

E4 - F4 
Solución salina O. 6 ml 

Dia 35: Subgrupos E: Inoculacióil de 13 X 106 promastigotos de L. mexicana a todos los hamsters 
Subgrupos F: Inoculación de 12 X 10" promastigotos de L. braziliensis a todos los hamsters 

milímetros utilizando un calibrador con ver­
nier. 

Antes de empezar UI). experimento y antes 
de darlo por terminado se hizo la prueba in­
tradérmica de Montenegro, con O .1 ml de una 
suspensión de promastigotos de L. hertigi con 
14 µg N /mi y O. 5% de fenol. 

C) Determinación de antígenos comunes 

Para extraer los antígenos y preparar los 
antisueros en conejos se seguió el método de 
BRAY & LAINSON 1. 

Para el método de Ouchterlony se usaron 
7 ml de agarosa al O. 75% en solución salina 
tamponada com fosfatos O .15 M (pH 7. 2) con 
azida de sadio ( 1/5000) en lâminas de vidrio 
de 7. 5 x 3. 9 cm, que tenían una base de agar 
al 0.5%. Los antígenos se usaron a una con­
centración de 10 mg/ml (74 µg N/ml) para L. 

hertigi, 20 mg/ml (156 µg N/ml) para L. brazi­
liensis y 20 mg/ml (168 µg N /mi) para L. me­
xicana. Los antisueros se usaron sin diluir. 
Se dejaron reaccionar por 48 horas a tempe­
ratura ambiente en câmara húmeda. 
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CUADRO IV 

Pmcedimiento en Ia vacunación con tres dosis de extracto de L. hertigi e inoculación posterior con L, mexicana y L. bra­
ziliensis 

Experimentos 7 y 8 

Gl - Hl G2 - H2 G3 - H3 G4 - H4 Subgrupos: 
ma O: Emulsión de O .1 ml de 0.1 ml de extracto de Emulsión de 0.1 ml de Solución salina 0.2 ml 

extracto de L. hertlgi L. hertigi (7.4 µg N/ solución salina y ().1 

(7.4 µg N/ml) en 0.1 m!J en 0.1 ml de ,o- ml de coadyuvante in-
mi de coactyuvante in- lución salina completo de Freund 
completo de Freund 

Día 7: Idem Idem Idem Idem 

Dia 14: Idem Idem Idem Idem 

Día 49: Subgrupos G: Inoculación de 13 X 10° promastigotos de L, mexicana a todos los hamsters 
Subgrupos H: Inoculación de 13 X 106 promastigotos de L. braziliensis a todos los hamsters 

Para el método de inmunoelectroforesis se 
usaron láminas de vidrio de 2. 5 x 7 .5 cm con 
7 ml de agarosa en forma similar a las anterio­
res. Se usó solución tampon de barbituratos 
de fuerza iónica O. 05 y pH 8. 2. La electrofore­
sis de cada antígeno se dejó correr por 2 horas 
y 30 minutos con una intensidad de corriente 
de 8 miliamperios por lámina, según el niéto­
do de CROWLE 3• Una vez finalizada la elec­
trof oresis se adicioná el antisuero correspon­
diente y se dejó reaccionar por dos días en 
cámara húmeda. 

Las láminas se lavaron por dos días en 
salina tamponada y una noche en agua desti­
lada. Se tifí.eron 5 minutos en "Amido Black" 
y se aclararon con ácido acético al 5%. 

RESULTADOS 

Los resultados obtenidos con promastigotos 
vivos de L. hertigi contra la infección con L. 
mexicana sólo mostraron un retraso de 12 se­
manas el Ia aparición de las lesiones cuando 
los hamsters recibieron la vacuna con coaçlyu­
vante. También hubo un retraso, aunque me­
nor (8 semanas), cuando recibieron sólo coa­
dyuvante. En los hamsters que recibieron tres 
dosis de vacuna más coadyuvante las lesiones 
fue:i;on menores que en los que recibieron una 
dosis. 

Cuando se usaron promastigotos vivos de 
L. hertigi contra la infección posterior con L. 
braziliensis, el retraso fue aún menor (6 sema· 
nas) sin mucha diferencia entre los anim~les 
con vacuna y coadyuvante y los controles con­
sólo coadyuvante. 
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El uso de una dosis de extracto de L. her­
tigi y coadyuvante incompleto de Freund, con­
tra la infección posterior con L. mexicana pro­
dujo una protección completa en los hams­
ters ai no presentar lesiones ni parásitos de­
mostrables por cultivos, frotis o cortes de te­
jidos, después de ser observados por 24 se­
manas. Ni el extracto ni el coadyuvante por 
separado indujeron esta protección, aunque e1 
coadyuvante solo, produjo un retraso (de unas 
10 semanas) en el abultamiento de la lesión. 

Cuando se usaron tres dosis de extracto de 
L. hertigi y coadyuvante incompleto de Freund 
se obtuvo una protección parcial, ya que se ob­
servó una pequefía área depilada y engrosada 
en el dorso de la nariz con un retraso de 18 
semanas. En este caso, se observaron amasti­
gotos en los frotis y cortes histológicos así co­
mo promastigotos en el cultivo. El coadyu­
vante solo, si bien produjo um retraso de 10 
semanas en el abultamiento de las lesiones, las 
mismas fueron claramente mayores y levanta­
das. 

EI extracto de L. hertigi junto con coadyu­
vante incompleto contra la inoculación poste­
rior con L. brazüiensis sólo produjo un retra­
so en la manifestación de Ias lesiones pero 
luego no hubo mucha diferencia en el tamafio 
con los animales controles. En cuatro animales 
de experimentos diferentes se observaron me­
tástasis en las patas y/o rabo_. Dos de ellos 
inoculados con L. mexicana y los otros dos con 
L. braziliensis, correspondiendo en este último 
caso a animales que recibieron tres inyeccio­
nes de coadyuvante completo. 
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Todas las pruebas intradérmicas de Mon­
tenegro fueron positivas en todos los grupos, 
20 semanas después de efectuada la infección 
aún en el grupo en el que las lesiones nunca 
se manifestaron. 

En las pruebas de inmunodifusión se ob­
servá un arco en común entre L. hertigi y L. 
braziliensis, cuando se usó antisuero contra L. 
hertigi, asimismo entre L. mexicana y L. hertigi 
cuando se usó un antisuero contra L. mexicana. 
Esas bandas en común son diferentes para ca­
da caso, tanto por inmunodifusión como por 
inmunoelectroforesis. 

DISCUSION 

La respuesta a la inmunización en nues• 
tros experimentos, demostró que un extracto 
de promastigotos de L. bertigi fue eficaz cuan­
do se usó con coadyuvante incompleto de 
Freund y el organismo infectante fue L. mexi­
cana. Este fue el único caso en que la pro­
tección fue completa, ya que no hubo lesión 
aparente ni presencia de parásitos. El extrac­
to sin coadyuvante pasa sin dejar huella por­
que no permanece y no da tiempo para que 
se desarrolle la respuesta inmune. PRESTON 
& DUMONDE 13 sugieren que los parásitos in­
fectantes son destruídos por la interacción de 
linfocitos y macrófagos mientras que el anti­
cuerpo tiene un papel cooperativo en el ani­
mal irimune. BRYCESON et al.2 obtuvieron 
una protección total en cobayos cuando inyec­
taron en las plantas de las patas una mezcla 
de extracto soluble e insoluble de L. enriettii 
y coadyuvante incompleto de Freund y una pro­
tección parcial, una pequefia úlcera a las seis 
semanas que curó espontáneamente, con extrac­
to soluble e insoluble de L. enriettii y coadyu­
vante incompleto de Freund. 

En nuestros experimentos se observó una 
protección parcial manifestada por una lesión 
menor o discreta inducida por tres dosis de 
extracto y coad,yuvante incompleto, frente a 
una infección posterior con L. mexicana. En 
este caso el desarrollo de la respuesta humo­
ral pudo ocurrir primero con la subsecuente 
depresión parcial de la respuesta celular. Con 
promastigotos vivos de L. hertigi los resultados 
fueron diferentes. En los experimentos reali­
zados tratando de inmunizar con una y tres 
dosis de promastigotos vivos y coadyuvante 
completo de Freund, contra una infección pos-

terior con L. mexicana, no se obtuvo grau di­
ferencia. Las lesiones sufrieron apenas un reM 
traso similar en ambos casos, así como tam­
bién cuando se usó el coadyuvante solo, lo cual 
puede ser atribuído al efecto inespecífico de 
éste por sí mismo. 

En los experimentos en que se utilizá L. 
braziliensis para producir una infección no hu­
bo diferencias importantes en el uso de una 
o de tres dosis de vacuna, ya fuera con pro­
mastigotos vivos o, con extracto. 

El hecho de que en nuestros experimentos 
los hamsters infectados con L. braziliensis pre­
sentaran lesiones metastásic'as comprobadas 
paraSitológicamente, podría ser expl~cado co­
mo un efecto producido por el co,adyuvante 
completo de Freund, probablemente porque de­
primió la respuesta del huésped, quizás por 
exceso de dosis 11. La falta de diseminación de 
los miembros del complejo "braziliensis" con 
la consecuente producción de metástasis en 
contraste con los del complejo "mexicana", es 
un hecho generalmente aceptado6,t5_ 

El hecho de que la prueba intradérmica de 
Montenegro fuera positiva también en el gru­
po en que se obtuvo una protección completa 
sefiala que algunos parásitos de L. mexicana 
logran sensibilizar linfocitos específicos capa­
ces de producir una reacción de hipersensibi­
Iidad retardada. 

Los resultados obtenidos por inmunodifu­
sión demuestran la presencia de una banda en 
común entre L. hertigi y L. mexicana aunque 
también existe otra banda en común, ·que se 
muestra diferente, entre L. bertigi y L .. brazi­
liensis. SCHNEIDER 14 encontró por inmuno­
difusión que L. hertigi presenta mayor rela­
ción y reacciones más intensas con L. mexica­
na que con L. braziliensis. HERRER 4 no obtu­
vo protección con L. hertigi contra L. brazilien­
sis y consideró que se debía a una auSencia de 
relación inmunológica entre ellas. No obstante, 
una relación inmunológica demostrada in vitro 
o aún in vivo, como la prueba cruzada de Mon­
tenegro, no nos indica que los antígenos co­
munes en juego son los mismos que intervienen 
en el proceso inmunitario que rechaza la in­
fección. 

Nuestro trabajo confirma la necesidad de 
realizar más estudios inmunológicos y parasito­
lógicos en la búsqueda de una vacuna eficaz 
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contra la leishmaniasis. El hecho de que en 
nuestro Continente Ias diferentes cepas o subes­
pecies muestran variadas características, difi­
culta más aún este propósito. 

SUMMARY 

Vaccination of hamsters with Leishmania herti­
gi against subsequent infection by L. mexicana 

and L. braziliensis 

A vaccine of live Leishmania hertigi pro­
mastigotes, with Freund's complete adjuvant, 
produced only partia! immunity in hamsters 
inóculated with L. mexicana and L. brazilien­
sis (retardation in the appearance of the le­
siQns) .. On the other hand, an extract of L. 
he_:ttigi with inco:rp.plete adjuvant produced to­
tal immunity against L. mexicana and one dose 
was more affective than three; there was 
only a retardation in the appearance of the le­
sions in the case of L. braziliensis. Immuno­
diffusion and immunoelectrophoresis showed 
that there was at least one common band bet­
ween L. hertigi and the two human parasites. 
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