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RESUMEN 

La leishmaniasis cutánea es una enfermedad producida por parásitos intracelulares del 

género Leishmania sp, los cuales tienen una distribución endémica en las provincias de 

Bocas del Toro, Panamá Oeste, Veraguas, Coclé y Darién, provincias en las cuales se han 

reportado la presencia de   L. panamensis, L. guyanensis, L. braziliensis, L. naiffi, L.  

amazonensis y L. mexicana, así mismo, se considera a los insectos del género Lutzomyia, 

Lu. panamensis, Lu. lephitelor, Lu gomezi y Lu. trapidoi como los vectores implicados en 

la transmisión de la enfermedad zoonótica   que afecta entre 2000 a 3000 personas por año, 

según cifras de la Guía para el Abordaje Integral de la Leishmaniasis del año 2015 en 

Panamá, respaldado por el Ministerio de Salud (1,2). 

 

Con la finalidad de desarrollar técnicas moleculares que permitan la discriminación de 

especie, detección y determinación de carga parasitaria directo de muestras clínicas se 

desarrolló un estudio observacional de tipo experimental en donde se reclutaron en un 

periodo de dos años 65 individuos que asistieron a la Unidad Clínica del Instituto 

Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) con sospecha de leishmaniasis y 

accedieron a participar voluntariamente en el estudio. Las muestras se obtuvieron mediante 

raspado directo de las lesiones cutáneas utilizando cepillos citológicos (cytology brush).   

Para determinar las especies de Leishmania directo de las muestras clínicas se desarrolló 

una PCR anidada que amplificó un segmento de 1364 pb del gen  HSP70 en el cromosoma 

28,  que codifica para una proteína de resistencia al antimonio. El  segmento amplificado 

demostró tener  un límite de detección de 100 fg equivalente a aproximadamente un 

parásito en condiciones experimentales. El segmento obtenido mediante esta metodología 

demostró tener suficientes polimorfismos de un simple nucleótido que facilitan la 

discriminación de especies del género Leishmania mediante amplificación por PCR y 

secuenciación seguido de análisis filogenético para la asignación de especie. La aplicación 

de esta técnica permitió la identificación de L. panamensis (83%), una especie del complejo 

guyanensis relacionada filogenéticamente a L. shawi (16%) y la determinación de la 

presencia de L. braziliensis (1%) en las muestras estudiadas. 

Para la detección y determinación de carga parasitaria directo de muestras clínicas se 

implementó una técnica de PCR en tiempo real (qPCR) basada en sondas taqman que tiene 

como blanco molecular el ADN mitocondrial del parásito (kDNA). Esta metodología 

permitió la detección y estimación de la carga parasitaria de las muestras clínicas reunidas 

en el estudio utilizando un qPCR duplex que adicionalmente utiliza el gen de RNase P 

humano como control interno de amplificación y normalizador de la carga. La 

determinación de la carga nos permitió relacionar esta variable con otras variables como 

tamaño de la lesión, especie de Leishmania, sexo, edad y tiempo de evolución de la lesión. 

El desarrollo e implementación de estas técnicas moleculares permitirá la detección, 

discriminación de especie y determinación de carga parasitaria directo de muestras clínicas 

lo que a su vez facilitará la realización de estudios futuros para evaluar la respuesta a las 

diferentes alternativas terapeúticas para la enfermedad de leishmaniasis.   



 

vi  

SUMMARY 

Cutaneous leishmaniasis is a disease caused by intracellular parasites of the genus 

Leishmania sp, which has an endemic distribution in the Panamanian provinces of Bocas 

del Toro, Panama Oeste, Veraguas, Coclé and Darién, where it have been reported the 

presence of L. panamensis, L. guyanensis, L. braziliensis, L. naiffi, L.  amazonensis, and 

L. mexicana.  At the same time, insects from Lutzomyia gender such as Lu. panamensis, 

Lu. lephytelor, Lu gomezi and Lu. trapidoi, phlebotomins are considered the vectors linked 

to the transmission of this zoonotic disease (1)   that has affected about 2000-3000 people 

per year according to figures from the Guía para el Abordaje Integral de la Leishmaniasis 

en Panamá (2) 

 

In order to develop molecular techniques that allow species discrimination, parasite 

detection and determination of parasite load direct from clinical samples we carried out an 

observational and experimental study in which it was enrolled 65 individuals that came to 

the clinical unit of the Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud to ruled 

out leishmaniasis and agreed to participate in the study. Clinical samples were obtained by 

direct collection from cutaneous lesion using a cytology brush. 

To determine the Leishmania species directly from the clinical samples,  a nested PCR was 

developed that amplifies a 1364 bp segment of the HSP70 gene on chromosome 28, which 

codes for an antimony resistance protein.  The amplified segment was shown to have a 

detection limit of 100 phentograms equivalent to approximatelly one parasite under 

experimental conditions.  The segment obtained through this methodology demonstrated 

to have sufficient single nucleotide polymorphisms that facilitate the discrimination of 

species of the Leishmania genus through PCR amplification and sequencing followed by 

phylogenetic análisis for species assignment.  The application of this technique  allowed 

the identification of L. panamensis (83%), a species of the guyanensis complex 

phylogenetically related to L. shawi (16%) and the determination of the presence of L. 

braziliensis in the studied samples. 

 

In order to detect and determinate parasites load direct from clinical samples, we 

implemented a taqman real time PCR based upon the amplification of the mitochondrial 

DNA of Leishmania parasites (kDNA). This methodology allowed us to detect Leishmania 

parasites and assess parasite load in the samples obtained in this study using a multiplex 

qPCR that also amplify the human RNAse P gene as internal control and parasite load 

normalizer. The determination of parasite load aided us to establish the relation between 

parasite load and other variables such as lesion size, sex, age, Leishmania species and time 

of evolution of cutaneous lesions. 

Our nested PCR method combined with standardized Real-Time qPCR strengthens the 

detection and quantification of Leishmania parasite load directly from clinical samples and 

the capacity to develop future studies to monitor response to leishmaniasis therapy in 

Panama.  
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1.0 INTRODUCCIÓN 

La leishmaniasis es una infección producida por un protozoario del género Leishmania 

sp.  el cual es transmitido por la picadura de un pequeño díptero hematófago de la familia 

Psychodidae, lo que puede causar leishmaniasis visceral, leishmaniasis cutánea o 

leishmaniasis mucocutánea. La leishmaniasis es una enfermedad zoonótica que puede 

comprometer la piel, las mucosas y las vísceras y donde la interacción entre reservorios y 

parásitos es compleja, multifactorial, circunstancial y dinámica por lo que constituye una 

unidad biológica que puede variar en función de los cambios del medio ambiente (3,4). 

En la India antes del año 1900, la enfermedad conocida como kala azar (hoy día 

conocida como leishmaniasis visceral) se consideró en aquella época como  una forma 

virulenta de malaria,  y no fue hasta 1903   que el investigador  Leishman W. B  describió  

el protozoario causante de la enfermedad,  el cual fue recuperado por un frotis con tinción 

tipo Romanowsky, del bazo de un hombre que murió por esa supuesta virulenta malaria 

(128).  La búsqueda del vector se realizó por muchos años, hasta que en 1921,  los hermanos 

Edouard y Etienne Sergent demostraron la existencia del flebótomo que estaría implicado 

en la transmisión de la enfermedad (5). 

Más del 90% de los casos globales de leishmania visceral ocurren en la India, 

Bangladesh, Sudán, Etiopía y Brazil. En América Latina la leishmaniasis visceral es 

causada por la especie Leishmania infantum o Leishmania chagasi y los vectores asociados 

son Lutzomya longipalpis y Lutzomya evansi, y la mayoría de los casos reportados están 

en Brazil, Paraguay, Colombia, Argentina y México. La leishmaniasis tegumentaria ( 

cutánea o mucocutánea) se encuentra más ampliamente distribuida que la leishmaniasis 

visceral y ocurre en las regiones de América, cuenca del Mediterráneo y Asia Occidental.  

A nivel global los 10 países con mayoría de casos de leishmaniasis tegumentaria son 

Afganistán, Argelia, Colombía, Brazil, Irán, Siria, Etiopía, Sudán del Norte, Costa Rica y 

Perú  (6,7). 

La identificación del parásito que causa la leishmaniasis se hacía tradicionalmente por 

métodos parasitológicos, ya sea observando los frotis teñidos de las lesiones cutáneas, 
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cultivando los parásitos en medios de cultivo o en pruebas con base en la respuesta inmune 

de las personas como la prueba de Montenegro (8,9). 

  Durante los años 90 se utilizaban perfiles de isoenzimas para realizar fonogramas que 

ayudaban en la taxonomía de los parásitos del género Leishmania  (10).    Sin embargo, 

con el desarrollo de las técnicas de la biología molecular se fue recomendando e 

implementando cada vez más el uso de esta herramienta demostrando una mayor 

sensibilidad y precisión en la detección del parásito, comparada a los medios tradicionales 

de la época (11,12).  La leishmaniasis tegumentaria es una enfermedad condicionada a 

regiones montañosas y a mamíferos reservorios silvestres que portan y mantienen la 

estructura poblacional del parásito que puede de una u otra forma alcanzar los ambientes 

domésticos/peridomésticos. La distribución geográfica a través de los escenarios del 

cambio climático global actual proporciona una nueva panorámica sobre la interacción de 

las especies, los vectores y los reservorios del parásito y su influencia en la problemática 

corriente de la enfermedad   (13). 

Dentro de este escenario global, las condiciones climáticas se han relacionado con la 

abundancia del vector y a su vez con la dinámica de los ciclos de leishmaniasis 

tegumentaria en Panamá (14).  No existen reportes en Panamá de casos de leishmaniasis 

visceral aunque Lutzomya longipalpis, principal vector de leishmaniasis visceral en 

América ha sido definido como una especie críptica en Altos de Campana y la isla de Bona 

en Panamá (2,15) En cuanto a informes de leishmaniasis mucocutánea, los reportes 

describen afectaciones leves de la mucosa y en bajos porcentajes entre los pacientes 

afectados por leishmaniasis en Panamá (16). 

En Panamá Este, a lo largo de la carretera Interamericana encontramos reportes de 

leishmaniasis en comunidades como San Miguel, Tortí, Santa Fé, Boca de Sábalo y Metetí 

(1).  En Panamá Oeste, está el caso particular de Trinidad de las Minas donde la alta 

incidencia del vector se asocia a la alta incidencia y endemicidad de leishmaniasis cutánea 

en ese corregimiento del distrito de Capira (17,18) La deforestación y el crecimiento de la 

población que migra a regiones selváticas, podrían ser factores significativos del aumento 

de la incidencia de casos de leishmaniasis en Panamá durante los últimos 30 años  (19).  
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Así pues, se hace necesario promover esfuerzos conjuntos entre el gobierno, la población 

y las instituciones de salud encaminado a la educación ambiental, el control de vectores, la 

detección eficiente del parásito y tratamientos adecuados, en un abordaje integral para 

disminuir las afectaciones a la población en áreas geográficas vulnerables. 

 Por otro lado, generar información, investigación y métodos estandarizados y 

reproducibles en la identificación, detección y caracterización molecular del parásito 

resulta esencial para el abordaje integral del problema y coloca a Panamá y a sus 

instituciones de salud en el camino hacia la solución de la problemática. Como una 

contribución en ese sentido, se estandarizó una PCR anidada para un segmento interno del 

gen HSP70(Heat Shock Protein), gen que  codifica para una proteína de 657 aminoácidos  

de la cual se sugiere que  le confiere al parásito resistencia al antimonio  pentavalente, el 

principio activo en los medicamentos contra la leishmaniasis (20). Dicho gen se encuentra 

en el cromosoma 28 del genoma del parásito.  Se utilizaron para esa PCR anidada, 

cebadores internos especialmente diseñados para los fines de este estudio en el 

departamento de Investigación en Parasitología del Instituto Conmemorativo Gorgas de 

Estudios de la Salud. El blanco molecular que se utilizó  para identificar las diferentes 

especies de Leishmania sp.  fue un segmento de 1364 pb del gen HSP70, el cual se 

amplificó mediante una PCR anidada. Esta PCR anidada nos permitió obtener la secuencia 

consenso del parásito, para determinar la especie de Leishmania proveniente  de la lesión 

cutánea de cada individuo que decidió participar voluntariamente en este estudio. 

  Además, se estandarizó un método qPCR, utilizando el biomarcador kDNA cuya 

molécula posee un gran número de copias por genoma mitocondrial dentro de la cual 

encontramos una región corta conservada de 784 pb lo que hace este blanco molecular ideal 

para amplificar debido a su alta sensibilidad y sus regiones conservadas.  El ensayo duplex 

llevó un control interno de RNAseP y utilizamos  sondas Taqman para la evaluación de la 

cantidad de copias del gen kDNA y cuantificar   así, la carga parasitaria en las lesiones 

cutáneas de las personas. 

Nuestra población de estudio corresponde a muestras  de las lesiones cutáneas, tomadas 

adecuadamente con un cepillo citológico (citology brush) a personas de diferentes lugares 
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de Panamá, que acudieron voluntariamente al Instituto Conmemorativo Gorgas por 

sospecha de leishmaniasis. Las colectas se realizaron entre enero del 2019 a junio del 2021 

y nuestra metodología corresponde con un estudio observacional de tipo experimental en 

el cual se identificaron  las especies de Leishmania sp.  obtenidas de las lesiones cutáneas 

y se cuantificó la carga parasitaria expresada como DNA equivalente parásitos  por 

microgramos de células humanas.    

1.1. Generalidades de la leishmaniasis y del parásito que la causa. 

  La leishmaniasis cutánea es una enfermedad producida por parásitos intracelulares 

del género Leishmania sp, los cuales tienen una distribución endémica en las provincias de 

Bocas del Toro, Panamá Oeste, Veraguas, Panamá, Coclé y Darién, produciendo 

leishmaniasis cutánea a más de 33000 personas en todo el territorio panameño 

contemplando solamente el período de tiempo entre 2000 y 2014 y considerando, además, 

un alto grado de subregistro (2). 

La leishmaniasis cutánea es un problema emergente en la salud pública y en Panamá se 

limita a la detección y tratamiento de los casos humanos, donde un número significativo 

de estos casos ocurre en áreas rurales donde el diagnóstico de laboratorio es limitado (21). 

La leishmaniasis afecta principalmente a países de bajos ingresos en regiones tropicales y 

subtropicales del mundo para lo cual se necesitan métodos simples y de bajo costo para 

detectar especies patógenas (22).   La enfermedad ocurre como resultado de la interacción 

compleja, multifactorial,  circunstancial y dinámica entre animales que funcionan como 

reservorios del parásito, el insecto vector y los hospederos humanos (4). 

 El hallazgo más antiguo de interacción entre el parásito y el flebotomino se remonta a la 

era Cretácica, pues en Birmania se rescató la evidencia de un ámbar de aproximadamente 

100 millones de años,   donde se encontró en la probóscide de un flebotomíneo una especie 

fósil de Leishmania llamada Paleoleishmania proterus  (23). En República Dominicana, 

se encontró otro registro fósil en ámbar de 10-30 millones de años atrás, en el cual había 

un ejemplar de la extinta Lutzomya adiketi parasitada con la especie Paleoleishmania 

neotropicum, y quizás,  los hospederos de esta especie de Leishmania fueron mamíferos 

primitivos (24). 
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En escritos antiguos de Europa que datan de 2500 años A.C se encontraron 

descripciones de lesiones compatibles con leishmaniasis.  En América, las evidencias más 

antiguas de la enfermedad datan de hace 2000 años A.C, tiempo que se le adjudica a la 

momia de una niña de aproximadamente 6 años, encontrada en Perú, con lesiones 

compatibles con la enfermedad. Durante la colonización de América, los conquistadores 

detallaron hallazgos de lesiones en la piel en los trabajadores de plantaciones de coca en 

los Andes Peruanos (25,26). 

En cuanto a la leishmaniasis visceral, se piensa que tiene un origen muy antiguo 

pero los primeros reportes se remontan al siglo XIX en India (26).  En América, los 

primeros reportes de leishmaniasis visceral datan de principios del siglo XX, 

específicamente en 1934, cuando se encontró el parásito Leishmania sp en el hígado de 

algunas personas que se pensaba habían muerto de fiebre amarilla en una localidad rural 

de Brazil (27). 

La leishmaniasis está catalogada como una de las diez enfermedades desatendidas 

más importantes en el mundo, al igual que la enfermedad de Chagas y la esquistosomiasis 

(28).  

1.2. Taxonomia de Leishmania sp. 

Leishmania sp. es un parásito del reino Protozoa o Protista, phylum Euglenozoa, 

clase Kinetoplastea o Cinetoplastea, orden Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, 

subfamilia Leishmanilinae, género Leishmania, donde este género se subdivide a su vez en 

los subgéneros L. Leishmania y L. Viannia (25,29).  Inicialmente la creación y descripción 

del género Leishmania sp. fue  realizada por Ross en 1903, pero luego se utilizaron criterios 

tales como la biología del flebótomo, manifestación clínica de la enfermedad, factores 

epidemiológicos, lugar donde se aisló el parásito por primera vez, etc, para determinar el 

nombre de subgéneros y especies.  La creación del subgénero Leishmania y Viannia se 

determinó de acuerdo al lugar de desarrollo del parásito en el intestino del vector, así pues, 

el subgénero Leishmania se desarrolla en el intestino anterior del vector y el subgénero 

Viannia se desarrolla en el intestino posterior del flebótomo vector (27,30). 
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Las especies del género Leishmania que pueden ser patógenas para el hombre se 

encuentran en dos subgéneros: Leishmania (Leishmania) y Leishmania (Viannia) (ver 

figura 1), siendo este último subgénero con su especie Leishmania panamensis la que causa 

predominantemente leishmaniasis tegumentaria en Mesoamérica y Sudamérica, 

incluyendo Panamá (31). 

 
Figura 1. Taxonomía del género Leishmania sp. 

 Fuente: Manual de Procedimientos para la Vigilancia y el Control de la Leishmaniasis en la 

Región de las Américas. Organización Panamericana de la Salud- Organización Mundial de la 

Salud, 2019. 
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1.3. Ciclo de vida del parásito 

Los vectores naturales del parásito son las hembras de los flebótomos.  Existen unas 70 

especies de animales que funcionan como reservorios de las especies de Leishmania 

incluyendo roedores, perros y otros mamíferos y existen unas 20 especies de Leishmania 

que pueden actuar como agentes etiológicos de la enfermedad (32). Existe una interacción 

con barreras para el desarrollo del parásito dentro del intestino medio del insecto vector y 

adaptaciones moleculares que le permiten al parásito proseguir su desarrollo.  El insecto 

vector se infecta cuando obtiene la sangre de un mamífero infectado con el parásito.  El 

vector al chupar la sangre del mamífero infectado,  le inyecta una proteína vasodilatora 

conocida como maxodilan la cual reduce el calcio intracelular en el huésped en el sitio de 

la herida causando dilatación arterial. En el vector, el parásito evoluciona su etapa 

infecciosa por un período de 7 a 15 días y se transforma a la fase metacíclica flagelada. El 

parásito se transforma a la fase promastigote metacíclico con un flagelo largo y móvil en 

el tracto intestinal del vector, mediada por moléculas galectinas y lipofosfoglicina del 

vector. El parásito se protege de la actividad proteolítica en el intestino del vector por la 

secreción de fosfolípidos en su superficie celular. El flagelo le confiere al parásito 

motilidad, lo que le permite colonizar la válvula estomodal del vector flebótomo y de esta 

manera migrar desde el intestino hacia las piezas bucales (33,34). 

La etapa promastigote metacíclica se inyecta al huésped mamífero junto con las 

secreciones salivales del flebótomo (ver figura 2). Después de la inyección de los 

promastigotes hay una infiltración de neutrófilos en la piel. Los promastigotes en la matríz 

extracelular del sitio de la picadura se adhieren allí ayudados por el lipofosfoglucano. Los 

promastigotes se unen a los glóbulos rojos o plaquetas y quedan engullidos por células 

dendríticas o macrófagos.  Leishmania sp. es capaz de evitar la digestión de los macrófagos 

y diferenciarse en amastigotes para comenzar la fase intracelular de su ciclo de vida. Los 

amastigotes se dividen dentro de su célula huésped y pueden permanecer en el sitio de 

inyección dando como resultado la leishmaniasis cutánea o pueden ser llevados a los tejidos 

reticuloendoteliales dando lugar a leishmaniasis mucocutánea o visceral respectivamente 

(35). 
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 Figura 2. Ciclo de vida del parásito Leishmania sp. Imagen tomada del Manual de Procedimientos Para 

La Vigilancia y Control de Las Leishmaniasis, OPS/OMS, 2019. 

         
 

  
Figura 3.  Forma promastigote del parásito. Figura 4.  Forma amastigote del parásito. 

 Imágenes tomadas del Manual de Procedimientos Para La Vigilancia y Control de Las 

Leishmaniasis, OPS/OMS, 2019. 
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1.4. Morfología de Leishmania sp  

 

Una célula del parásito Leishmania tiene dos formas principales, la forma amastigote 

en el huésped mamífero y la forma promastigote en el vector flebótomo.  Las células con 

forma amastigote y promastigote se ven diferentes, pero tienen una disposición básica 

donde el cinetoplasto se encuentra anterior al núcleo y existe un flagelo que se extiende 

desde el cuerpo basal y le confiere motilidad al parásito contribuyendo a una transmisión 

exitosa del parásito hacia el huésped mamífero.  La división de los promastigotes en los 

flebótomos se realiza principalmente por fisión binaria, primeramente, se produce el 

flagelo, luego hay una división del cinetoplasto y una posterior separación de dos 

individuos mediante una fisión longitudinal. En la parte anterior del intestino del flebótomo 

la forma morfológica más común es el paramastigote, que se diferencia del promastigote 

por tener el cinetoplasto al lado del núcleo.  Existen relaciones específicas entre el vector 

y el parásito por lo cual algunas especies de flebótomos pueden transmitir una o solo un 

número limitado de especies de Leishmanias (34,36).  

   La forma promastigote se observa en el intestino del vector como un organismo 

móvil y delgado que mide de 10 a 15 µm de longitud y tiene un único flagelo anterior (ver 

figura 3).   La forma amastigote es pequeña (ver figura 4), redonda u ovalada, incoloro y 

con un citoplasma homogéneo y mide aproximadamente 3-5 µm, carece de flagelo y se 

observa solamente en los macrófagos de huéspedes vertebrados infectados (34). 
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1.5   Biología del Vector 

Los flebótomos son pequeños dípteros hematófagos (Diptera: Psychodidae) con 

importancia en salud pública como vectores de leishmaniasis (ver figura 5). El grupo está 

compuesto de seis géneros, pero de esos seis géneros pertenecientes a la subfamilia 

Phlebotomus, solo Lutzomya y Phlebotomus son vectores de leishmaniasis.  Lutzomya sp. 

se encuentra restringido al Nuevo Mundo donde existen diversas especies descritas 

mientras que Phlebotomus se encuentra en el Viejo Mundo. En el Nuevo Mundo, Lutzomya 

longipalpis es considerado como el principal vector de la leishmaniasis visceral (37). 

El insecto se caracteriza por la venación del ala y la presencia de densos pelos en las 

alas y el tórax. Tienen una metamorfosis completa pasando por el estadio de huevo, larva, 

pupa y adulto.  Los adultos miden menos de 5 milímetros de longitud, tiene patas largas, 

alas lanceoladas, tórax giboso y cuerpo revestido de pelos largos y finos (4). 

Los adultos de ambos sexos necesitan carbohidratos para obtener energía, pueden 

ingerir néctar de flores, y otros jugos de plantas. Las hembras requieren sangre para 

madurar sus huevos entre los ciclos de oviposición. Algunas especies se alimentan de 

murciélagos y roedores, armadillos, otras pueden alimentarse de reptiles y anfibios y otras 

son oportunistas y se alimentan de una variedad de mamíferos dependiendo de la 

disponibilidad. Las especies antropofílicas que se alimentan de sangre humana tienen 

actividad al anochecer y durante la noche, cuando son atraídos por las luces de las casas. 

Su rango de vuelo medio es de 57 metros y sus lugares de descanso varían según la 

disponibilidad del microhábitat, cantidad de humedad en el ambiente y la especie de 

flebótomo. Pueden encontrarse en grietas de rocas, cuevas, suelo del bosque, envés de las 

hojas de pequeños arbustos y plantas, tronco de árboles y nidos de mamíferos. Las especies 

antropofílicas que entran a los hogares pueden reposar en paredes interiores. Las piezas 

bucales de los flebótomos hembras producen un sonido agudo y dolor cuando perfora la 

piel y los componentes salivales antigénicos se suman a la irritación y el rascado agresivo 

desgasta la piel. Los flebótomos del género Lutzomya son insectos de picadura nocturna en 

zonas neotropicales desde zonas de bosques de tierras bajas en la Amazonía hasta sitios sin 

árboles en las montañas de los Andes. Su notoriedad como vectores de enfermedades es 

debido a sus hábitos de picaduras a los humanos y la ocurrencia de transmisión de 

patógenos en especial de Leishmania sp. (38). 
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En Panamá estos insectos son conocidos como “chitras” y las principales especies 

identificadas como vectores de leishmaniasis son Lutzomya ylephiletor, Lutzomya 

sanguinaria, Lutzomya panamensis, Lutzomya trapidoi, y Lutzomya gomezi entre las 74 

especies que se encuentran distribuidas en zonas boscosas del territorio panameño (39,40). 

 

 
 
Figura 5. Flebotomo vector de leishmaniasis. Foto CDC/ Frank Collins. James Gattany.  Imagen disponible 

en internet. 
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1.6   Epidemiología y Transmisión de la Leishmaniasis 

La leishmaniasis es una enfermedad zoonótica que ocurre en diferentes ambientes 

desde desiertos y estepas semiáridas del Viejo Mundo hasta bosques tropicales lluviosos 

del Nuevo Mundo.  Es una enfermedad endémica en 82 países alrededor del mundo, 10 

desarrollados y 72 en vías de desarrollo (41). Por otro lado, la OMS reporta endemicidad 

de la leishmaniasis en 102 países distribuidos en cinco continentes. En las Américas, la 

forma de promastigote es transmitida a los mamíferos susceptibles, entre ellos los humanos, 

a través de la picadura de insectos vectores del género Lutzomya.  Existen registros de casos 

humanos de leishmaniasis desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina, 

exceptuando a Chile, y donde Uruguay registró su primer caso humano en diciembre de 

2018. Durante el período de 2001 a 2017 se registraron 940.396 casos de leishmaniasis 

cutánea y mucocutánea con promedio anual de 55,317 casos (4). 

 

       Figura 6. Países endémicos de América mostrando proporción de casos según forma clínica en el 

año 2020.  Imagen tomada de:   Informe Epidemiológico de las Américas Nº 10. OPS/OMS 2021 
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El país que ha registrado el mayor número de casos es Brazil (17,526), seguido por 

Colombia (7,764) y Perú (6,631) (ver figura 6).  Se reporta que la enfermedad también es 

endémica y de importancia epidemiológica en Nicaragua (4,343), Venezuela (2,326), 

Bolivia (2,283), Costa Rica (2,224), Honduras (1,854), Panamá (ver figura 7),  Ecuador, 

México, Guatemala, Argentina y Paraguay (4). 

 Se ha correlacionado significativamente la abundancia de vectores de la 

enfermedad con la precipitación y la humedad (42). Los factores ambientales, 

microambientales y los aspectos demográficos, influencia de factores estacionales y 

climáticos, calentamiento global y migraciones de población son aspectos fundamentales 

en la epidemiología de la enfermedad (43). 

Además de Leishmania panamensis, se ha reportado en Panamá la presencia de  

Leishmania amazonensis, Leishmania mexicana,  Leishmania colombiensis, L. guyanensis, 

L. braziliensis y L. naiffi, a la vez que se considera a Lu. panamensis, Lu. lephitelor, Lu 

gomezi y Lu. trapidoi, flebotominos del género Lutzomia como los vectores predominantes 

en la transmisión de la leishmaniasis en Panamá (1,44).  De ellos, se ha considerado a Lu 

trapidoi y a Lu gomezi como los transmisores más abundantes y probables de leishmaniasis 

en Panamá (45,46).  Nueve mamíferos silvestres del territorio panameño se consideran 

reservorios del parásito, entre los cuales el perezoso de dos uñas Choloepus hoffmanni se 

clasifica como uno de los hospederos principales (18,47). 

El parásito se desarrolla de la forma amastigote hacia la forma de promastigote 

dentro del tubo digestivo del flebótomo vector, después que este se alimenta de sangre 

infectada.  El vector a su vez transmite los promastigotes al alimentarse de la sangre de una 

persona sana.  Componentes en la saliva del vector y secreciones del parásito son factores 

que condicionan o facilitan el éxito y el establecimiento del parásito en el huésped (48). 

Leishmania es un parásito intracelular obligado.  Después de ser inoculado en la piel, los 

parásitos de Leishmania se localizan en los macrófagos.  Si se multiplican en los 

macrófagos de la piel provocan leishmaniasis cutánea, si se multiplican en los macrófagos 

del hígado, causan leishmaniasis visceral dando lugar a los síntomas clínicos (49).   
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La leishmaniasis visceral es una enfermedad común en países menos desarrollados, 

con hasta 500,000 casos cada año y desde que apareció el virus VIH, la coinfección con 

leishmaniasis visceral es también una enfermedad preocupante en el suroeste de Europa, 

en España, Francia, Italia y Portugal ya que el VIH puede reactivar la enfermedad latente, 

aumentar los niveles de transmisión de humano a humano y facilitar la transmisión artificial 

por el uso de agujas y jeringas contaminadas (50). 

 
Figura 7. Mapa de Panamá mostrando sitios de transmisión de leishmaniasis.  

Imagen tomada de Miranda et al., 2021 (106). 
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1.7 Características clínicas de la Leishmaniasis 

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades que presentan diferentes formas 

clínicas. Si los microorganismos llegan a las membranas mucosas y causan daño local se 

presenta como leishmaniasis mucocutánea, si los microorganismos se   diseminan al 

sistema reticuloendotelial se produce la leishmaniasis visceral (51).  Dependiendo de la 

especie del parásito la infección puede presentarse como lesiones cutáneas (leishmaniasis 

cutánea).  Cuando se observan lesiones con nódulos se le conoce como leishmaniasis 

cutánea difusa (ver figura 8) y cuando se observan muchas lesiones diseminadas en todo el 

cuerpo y con apariencia de lesiones de acné (ver figura 9), se le conoce como leishmaniasis 

cutánea diseminada (52). 

La leishmaniasis mucocutánea reportada en América implica el 4.0 % de los casos 

totales de leishmaniasis.  Es una forma clínica de leishmaniasis que depende de la especie 

de Leishmania, la genética y los mecanismos de defensa del hospedero. La especie 

comúnmente implicada es Leishmania braziliensis, pero también puede haber casos 

debidos a Leishmania panamensis y Leishmania guyanensis. La sintomatología es 

obstrucción nasal, prurito, dolor, costras cero-hemáticas, eritema, edemas e infiltración que 

aumentan el volumen de la punta de la nariz y puede extenderse hacia las mejillas. El 

proceso puede extenderse al paladar y en casos graves el estado general del enfermo se 

altera y hay importante pérdida de peso pudiendo llegar a casos fatales donde se observa 

neumonía por broncoaspiración (4). 

La leishmaniasis visceral puede tener síntomas clínicos comunes a otras 

enfermedades febriles como malaria, fiebre tifoidea, esquistosomiasis y otras infecciones 

sistémicas.  Por lo general se produce una fiebre baja y prolongada, agrandamiento del 

hígado y del bazo, pérdida de peso y pancitopenia. Puede ocurrir diarrea por parasitación 

y ulceración del intestino. La función del hígado puede verse alterada y en casos no tratados 

puede haber caquexia severa, sangrados y hemorragia mucosa que puede provocar la 

muerte (53). 

La leishmaniasis cutánea tiene dos formas en su cuadro clínico: la leishmaniasis 

difusa y la leishmaniasis diseminada. En la leishmaniasis diseminada hay lesiones 

múltiples con apariencia de acné por todo el cuerpo con pápulas inflamatorias y lesiones 

acneiformes en gran cantidad en diferentes partes del cuerpo.   En la leishmaniasis difusa 
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las lesiones son de tipo nodular y en casos graves se asemejan a la lepra lepromatosa en las 

cuales por efecto directo del parásito o por condiciones inmunológicas hay impedimento 

para que el hospedero responda ante la infección (54). La enfermedad tiene síndromes 

clínicos variados y su tratamiento abarca desde tratamiento locales de las lesiones cutáneas 

hasta tratamientos sistémicos para diversas formas de leishmaniasis los cuales pueden 

llegar a ser tóxicos (52,55). 

  

La leishmaniasis cutánea, comienza como una pequeña zona de eritema en el lugar 

de la picadura del vector, la cual evoluciona a pápula y aumenta de tamaño. Después, la 

lesión puede presentar una  forma característica, ulcerada  en el centro y presentar bordes 

sobreelevados bien definidos e hiperpigmentados, que pueden estar secos o con exudado o 

evolucionar a una forma nodular (ver figura 10).  Generalmente las lesiones son indoloras 

a menos que se presente una infección secundaria, pero pueden aparecer adenopatías 

regionales. Las lesiones pueden variar de gravedad, tiempo de duración, pueden variar en 

tamaño, pero rara vez superan los 10 cm de diámetro.   La ulceración rara vez penetra en 

los tejidos subcutáneos, excepto el cartílago del pabellón de la oreja, se afecta 

frecuentemente la mucosa nasal, pero las lesiones pueden extenderse hacia la laringe y 

puede afectarse el cartílago y las cuerdas vocales. Las lesiones ulceradas pueden ser 

desfigurantes (56–58). 

 

Durante la enfermedad las células T o macrógafos son estimuladas para secretar IFN-

γ, esta sustancia junto con otras citocinas elaboradas por las células T conduce a la 

activación local de macrófagos para matar amastigotes, aunque estas mismas células 

inducidas por parásitos también pueden determinar la susceptibilidad a la infección.   La 

patogénesis de la enfermedad depende de interacciones entre macrófagos, neutrófilos, 

células asesinas naturales, células dendríticas y donde los factores parasitarios y las 

respuestas inmunoinflamatorias del huésped, median la expresión de la enfermedad lo que 

puede resultar en infecciones asintomáticas, lesiones localizadas cutáneas, hasta 

infecciones diseminadas ya sean cutáneas, mucosas o viscerales (56, 59) 
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Figura 8.  Leishmaniasis cutánea difusa. 

Imagen tomada de Hashiguchi et al, 2016. 

Tropical Medicine and Health (2016) 44:2. 

Figura 9.   Leishmaniasis cutánea diseminada. 

Imagen tomada de Hashiguchi et al, 2016. 

Tropical Medicine and Health (2016) 44:2. 

                      

 

                                                            
     

 
Figura 10.   Lesión única de leishmaniasis. 

Imagen tomada de Cantanhêde et al., 2019 
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1.8 Métodos de diagnóstico y tratamientos 

 

1.8.1 Diagnóstico 

Los métodos de diagnóstico más comunes han sido hasta ahora los métodos 

parasitológicos directo e indirecto.  En el método directo se observan los amastigotes 

directamente en un frotis de la lesión teñido con Giemsa o tinción de Panóptico.  Esta 

detección de amastigotes se hace a partir de material extraído de raspado, aspirado de 

lesiones o ganglios linfáticos. Es un método fácil y económico.  En el método indirecto se 

cultivan los parásitos en medio NNN suplementado con sangre de conejo y luego de 5 días 

se observan los promastigotes (60). 

   Otro método de diagnóstico es la prueba de hipersensibilidad de Montenegro, el 

cual es un método basado en la respuesta inmune innata de la persona, el cual, aunque es 

un método muy sensible y específico, no permite diferenciar entre una infección previa y 

actual.   En este método, un antígeno obtenido de un cultivo de Leishmania se administra 

por medio de un adyuvante en una sección del antebrazo y luego se espera un período de 

48 a 72  horas para observar el desarrollo de la inmunidad celular y establecer los criterios 

de positividad, de acuerdo a la formación de una induración en el área de la piel donde se 

administró el antígeno (61).  

Las pruebas de anticuerpos fluorescentes, el ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzimas (ELISA), y pruebas de aglutinación directa también han sido métodos utilizados 

para el diagnóstico del parásito, pero es un método poco utilizado ya que no se encuentra 

como método de rutina en los servicios públicos (62,63). 

Al tiempo presente se ha implementado el método de diagnóstico molecular donde 

se han logrado estandarizar diferentes marcadores para la detección, identificación, 

discriminación, cuantificación y tipificación de las diferentes especies de Leishmania (64). 

Biomarcadores tales como los minicírculos kDNA(DNA del cinetoplasto), los 

espaciadores intergénicos ITS ,  el gen 7SL RNA que tienen muchas repeticiones en tándem 

por genoma,   el gen 18s rDNA que tiene entre 50 y 200 copias por genoma lo cual le hace 

una excelente elección para ensayos de detección  y la proteína de choque térmico HSP70 



 

19  

(HEAT SHOCK PROTEIN), entre otros,   son muy utilizados para el diagnóstico molecular 

(65-72). 

1.8.2 Tratamiento 

Para el tratamiento de la leishmaniasis cutánea, los antimoniales pentavalentes son 

los más utilizados desde 1912, después que en 1904 se reconociera al parásito Leishmania 

como causante de la enfermedad.  Los antimoniales pentavalentes se han utilizado por más 

de 60 años y los medicamentos con ese principio activo, tales como Pentostan 

(desarrollado en Londres) y el Glucantime (desarrollado en Francia) se han reconocido 

como altamente eficaces y han sido el pilar de la terapia por muchos años, aunque también 

se ha encontrado aislamientos resistentes y muchos efectos secundarios.  Para la 

leishmaniasis visceral de la India y de Kenia se ha demostrado eficacia en dosis de 20 

mg/kg de peso por día, administrado por un tiempo desde 28 a 40 días. Para la leishmaniasis 

cutánea y mucocutánea se utilizan dosis de 20 mg/Kg de peso por día, por un período de 

tiempo desde 20 a 28 días. Sin embargo, estudios realizados en pacientes peruanos tratados 

con Pentostan, reportan porcentajes de efectos secundarios tales como mialgias, artralgias, 

dolor de cabeza, elevación de los niveles de la enzima aspartato aminotransferasa hasta tres 

veces el límite superior de lo normal, elevación de los niveles séricos de amilasas o lipasas 

(pancreatitis química). Otros efectos secundarios reportados de la terapia con antimoniales 

pentavalentes son disminución de los elementos que forman la sangre tales como 

eritrocitos, plaquetas y leucocitos. Se añaden además efectos secundarios tales como 

neuropatías periféricas reversibles, dolor musculoesquelético y cardiotoxicidad que puede 

ser causa de muerte súbita (73,74). 

Las dificultades para la administración y el incremento en frecuencia y severidad de 

los efectos secundarios de los antimoniales pentavalentes ha forzado la búsqueda de otros 

tratamientos, como es el caso de la milefosina. En los últimos años en el caso de 

leishmaniasis cutánea producida por L. guyanensis y L. panamensis se recomienda la 

miltefosina y en el caso de la ocurrencia conjunta de L. mexicana y L. panamensis se 

recomienda el uso alternativo de ketoconazol.  Solamente en caso de falla terapéutica de 

esos medicamentos o en situaciones especiales se recomienda el uso conjunto de isetionato 

de pentamidina, ketoconazol, miltefosina, anfotericina B liposomal o de la anfotericina B 
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desoxicolato. La anfotericina B liposomal administrada por vía intravenosa está aprobada 

para la leishmaniasis visceral, y no para leishmaniasis cutánea o mucosa.  La miltefosina 

oral está aprobada desde 2014 por la FDA para la leishmaniasis cutánea, mucosa y visceral 

causada por especies particulares de Leishmania sp. Es recomendable el uso de 

termoterapia y antimoniales intralesionales cuando no esté recomendado el tratamiento 

sistémico y se requiera hacer tratamiento local de la leishmaniasis cutánea (4). 

Alquilfosfolípidos como edilfosina, ilmofosina, perifosina son también alternativas 

de tratamiento.  Sitamaquina es de uso común en Africa pero los efectos sobre los riñones 

deben ser mejor evaluados.  Paromomicina es otro antibiótico con actividad antileshmania 

y es usado contra las formas cutánea y visceral de la enfermedad.  Por otro lado, al menos 

25 familias de plantas en sus extractos, componentes y aceites esenciales se han evaluado 

para uso en tratamiento contra la leishmaniasis.  Plantas como Aloe nyeriensis (sábila), 

Himatanthus sucuuba, Anthemis auriculata, Annona coriacea, Ginkgo biloba, Solanaceae, 

entre otras han sido probadas para observar la inhibición que causan sobre las células de 

Leishmania sp. (75). 
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1.9 Marcadores moleculares utilizados para la detección y cuantificación de 

Leishmania sp. 

 

A nivel global existen 21 especies de Leishmania con una distribución endémica en 

algunas áreas   bien conocidas, para los cuales se han utilizado biomarcadores derivados 

del DNA cromosómico y del DNA no cromosómico (cinetoplasto) del parásito y que 

utilizan diferentes metodologías moleculares para tratar de mejorar los programas de 

control de infecciones (76).  El parásito tiene un genoma que varía entre 29 a 33 Mb de 

tamaño organizado en un rango de 34 a 36 cromosomas y es un genoma con alto grado de 

conservación, el cual se mantiene a pesar de las diferencias biológicas entre las diferentes 

especies (77,78). 

Un biomarcador de DNA de origen no cromosómico es el kDNA procedente de las 

mitocondrias, el cual tiene muchas copias por célula (79,80) y ha sido utilizado en PCR 

convencional (81).  El genoma mitocondrial kDNA de Leishmania está organizado en mini 

círculos de 0.8 a 1.0 kb cada uno y varias docenas de maxi círculos aproximadamente de 

23Kb cada uno unidos en red concatenada.  Los mini círculos de kDNA (ver figura 11) 

representan aproximadamente el 95% del DNA del cinetoplasto y codifican pequeños RNA 

guías necesarios para la edición de RNA de las transcripciones codificadas por maxi 

círculos.  Estos mini círculos están presentes en miles de copias por células lo que los hace 

altamente sensibles para la detección (82). 

Utilizando algunos pares de cebadores específicos dirigidos al mini círculo de copias 

múltiples del kDNA se ha logrado identificar y cuantificar organismos que pertenecen al 

género Leishmania y también discriminar entre especies observando la curva de 

disociación del producto amplificado (83). El kDNA ha sido utilizado para detección y 

cuantificación de Leishmania (Viannia) spp en biopsias de lesiones lográndose buena 

sensibilidad y especificidad (84).   

Por otro lado, también se ha evaluado un motivo conservado del kDNA mediante 

PCR en tiempo real basado en SYBR green para la identificación de subgéneros de 

Leishmania (85).  Otro método basado en qPCR anidada y SYBR green como fluoroforo 

genera productos más cortos que permiten discriminar entre los subgéneros de Leshmania 
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y   Viannia aplicando un análisis de curva de disociación de alta resolución HRM (86).  

Mediante qPCR dirigida al kDNA se ha logrado diferenciar entre subgéneros Leishmania 

y Viannia y distinguir algunas especies para apoyar el diagnóstico rápido y al estudio de 

distribución de especies (87). 

  La mayoría de los biomarcadores para detectar Leishmania sp. son de origen 

cromosómico y ya hemos citado  autores que han trabajado con estos marcadores, como  

las regiones altamente conservadas entre especies denominados espaciadores intergénicos 

ITS1 (67);  el gen 7SL RNA que tienen muchas repeticiones en tándem por genoma(68);   

el gen 18s rDNA que tiene entre 50 y 200 copias por genoma lo cual le hace una excelente 

elección para ensayos de detección (69) y la proteína de choque térmico HSP70 (HEAT 

SHOCK PROTEIN) (70).  También se han evaluado los genes multicopias de la cisteína 

proteasa b (cpb) implicados en la interacción hospedero parásito (88).   Los biomarcadores 

HSP70,  kDNA, 18s rDNA  y el ITS han sido evaluados en conjunto ya sea con PCR 

convencional o con qPCR  y se ha considerado el kDNA como el más sensitivo (89). 

El gen 18s rDNA es un biomarcador que tiene múltiples copias y codifica para un 

rRNA de la subunidad pequeña, región altamente conservada del ADN ribosómico ubicada 

en el cromosoma 27 y que ha sido utilizada en ensayos para la detección de Leishmania 

(90). El gen 18s rDNA ha sido evaluado por qPCR utilizando cepillo citológico (citology 

brush) en la toma de muestra como un método con buena eficacia (98%) y especificidad 

(84%) para el diagnóstico de la leishmaniasis cutánea en América, comparado con la 

detección en frotis o aislamiento del parásito que es considerado el estándar de oro (91). 

Los genes kDNA y 18S rDNA han sido evaluados en conjunto mediante qPCR, 

observándose concordancia entre los dos marcadores para la detección de parásitos en 

lesiones cutáneas, aunque el kDNA se ha considerado como más eficiente para detección 

de parásitos en muestra de mucosa que el 18S rDNA (92). 

HSP70 es un gen de 1959 pb que parece estar implicado en la sobrevivencia y 

adaptación de la célula al calor y a los factores de stress (93). Este gen codifica para una 

proteína de 657 aminoácidos que parece conferirle al parásito tolerancia al antimonio (20). 

Se ha estudiado también la existencia de un cósmido de expresión codificador de una 
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proteína rica en leucina que le confiere al parásito resistencia al antimonio en algunas áreas 

endémicas (94).   HSP70 es un gen del cual se ha sugerido que existen en las diferentes 

especies de Leishmania desde 1 a 7   copias organizadas en tándem con secuencias de 

codificación idénticas que son fácilmente comparable en todas las especies de Leishmania 

porque no hay variación en tamaño y tiene buen poder discriminatorio en ambos 

subgéneros L. Viannia y L. Leishmania y su grado de conservación impide amplificación 

de otros miembros de la misma familia de genes (72, 95, 96).        

Mediante PCR,  el marcador molecular HSP70 ha sido utilizado como gen blanco 

para detección de géneros y tipificación de especies variando la manera de obtención de 

las muestras  para medir sensibilidad, donde se ha obtenido  éxito con las muestras de 

biopsia(97) a diferencia de otros estudios que reportan que el método de muestreo de las 

lesiones con cepillo de citología y el raspado con lanceta  han proporcionado de manera 

independiente cada uno, mejor rendimiento en la recuperación del ADN del parásito 

durante la extracción (98,99). 

HSP70 se ha utilizado junto con la técnica de perfiles de fragmentos de restricción 

(RFLP) como gen blanco para la caracterización de especies de  Leishmania sp. ya sea   del 

Viejo Mundo o  del Nuevo Mundo y ha sido utilizado junto a los resultados de otros genes 

y proteínas para construir la taxonomía del género (71, 72, 100, 101).  

HSP70 ha sido utilizado en Panamá, junto con el perfil de fragmentos de restricción 

para identificar las especies predominantes en el país, tales como L. panamensis, L. 

guyanenis y L. brazilienzis (44).  Sin embargo, últimos estudios reflejan la imposibilidad 

de este método ampliamente utilizado, para distinguir L.guyanensis de L. linderbergi en 

áreas de Brasil donde esta última es endémica, mediante el ensayo PCR-RFLP (102).  

Mini exon es un gen presente únicamente en el genoma de los protozoarios.  Pueden 

encontrarse copias en tandem de entre 100 a 200 copias por genoma y está implicado en la 

edición del mARN nuclear.  El gen mini exon consta de un exón altamente conservado de 

39 pb, un intrón medianamente conservado de entre 55 a 101 pb y una región espaciadora, 

no transcrita y muy variable en longitud, la cual hace que este gen sea muy utilizado para 

genotipificación de especies (103,104). 
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Desde los primeros ensayos del desarrollo de la técnica de qPCR (105), hasta los días 

presentes, podemos observar que no existe una técnica de qPCR validada consenso para la 

cuantificación de carga parasitaria de parásitos del género Leishmania sp.  Los marcadores 

que mayormente se han utilizado son el kDNA (ver figura 11) y el 18S rDNA para 

cuantificar la carga parasitaria de Leishmania y en menor grado otros marcadores como, 

GP63, G6PD, GPI, CPB, entre otros (82,84, 106). 

 

Figura 11.  Minicírculo de kDNA  de Leishmania sp. y sus componentes.  

                   Gen utilizado como biomarcador para detección y cuantificación de Leishmania sp.  

                   Fuente:  Akoundi, 2017 (76). 
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2.0 JUSTIFICACIÓN 

En nuestro país como en otros países latinoamericanos en los cuales la leishmaniasis 

está ampliamente distribuida existe la necesidad del desarrollo de métodos moleculares 

capaces de detectar de una manera sensible y específica cualquier especie circulante y sus 

variantes además de determinar la carga parasitaria a nivel de muestras clínicas de modo 

que se evite utilizar métodos que requieran la amplificación del parásito en cultivo que 

tiende a favorecer a la población del parásito más apta para la proliferación en este tipo de 

medios,  evitando la detección de otras poblaciones con características biológicas 

inherentes que las hacen relevante desde el punto de vista de salud pública. Además, el 

desarrollo de técnicas que detecten y determinen carga parasitaria al mismo tiempo es de 

suma importancia para el desarrollo de estudios futuros que busquen monitorear la 

respuesta terapéutica a las diferentes alternativas existentes contra la enfermedad de 

leishmaniasis. Es importante recalcar que no existe una técnica consenso para la detección 

y cuantificación de carga parasitaria de Leishmania actualmente y la existencia de 

variación geográfica en composición de especies y variantes locales de Leishmania 

ameritan iniciativas para el desenvolvimiento y validación local de técnicas que funcionen 

para esta finalidad.  Del mismo modo, es necesario el desarrollo de técnicas moleculares a 

nivel local que discriminen las especies circulantes en los diferentes escenarios 

epidemiológicos del país, debido a que la implementación de técnicas previamente 

publicadas en nuestro país y en otros países de la región han fallado en la discriminación 

de especies del subgénero Viannia las cuales son los agentes causativos de la leishmaniasis 

tegumentaria en nuestro país. 

En respuesta a esta necesidad creemos que el desarrollo y utilización de una PCR 

anidada utilizando cebadores internos para el gen HSP70, especialmente diseñados en el 

ICGES, y la implementación de un método de PCR en tiempo real mediante la evaluación 

del marcador kDNA y el control endógeno RNAse P, permitió la detección de parásitos de 

Leishmania sp. con su respectiva carga parasitaria en muestras clínicas de pacientes de 

leishmaniasis cutánea en Panamá, por lo cual hemos fortalecido el diagnostico de 

leishmaniasis en nuestro país y la capacidad de desarrollar estudios futuros para monitorear 
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la respuesta a la terapia contra Leishmania y responder preguntas sobre la historia natural 

de la infección humana con parásitos de Leishmania sp.  

Nuestro estudio apoya un futuro monitoreo de respuesta al tratamiento que ayudaría al 

manejo del paciente y también a evaluar el desarrollo del parásito correlacionando la carga 

con la respuesta inmunológica en modelos animales. 

 

 

3.0  OBJETIVOS Y PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

3.1   Objetivo General: 

Desarrollar un protocolo de PCR anidada para la discriminación de especies de Leishmania 

sp. e implementar una qPCR para detectar y cuantificar carga parasitaria directo de 

muestras clínicas. 

 

3.2   Objetivos Específicos: 

● Identificar las especies de Leishmania sp. en lesiones cutáneas utilizando 

un PCR anidada para el biomarcador HSP70. 

●         Cuantificar carga parasitaria de Leishmania sp. mediante qPCR basado en 

el kDNA del parásito. 

● Determinar la relación entre la carga parasitaria de Leishmania sp. y el 

tamaño de la lesión. 
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3.3    Pregunta de Investigación e Hipótesis 

 

Pregunta de investigación:  

 

¿Existe diferencia significativa en el promedio del tamaño de la lesión en la piel y el 

promedio de la carga parasitaria en esa misma lesión en la piel de las personas afectadas 

por leishmaniasis? 

Hipótesis: 

Ho:  No existe diferencia significativa entre el promedio del tamaño de la lesión en la 

piel y el promedio de la carga parasitaria en esa misma lesión en   las personas afectadas 

por leishmaniasis. 

Ho = M1 = M2 

 

Ha:  Existe diferencia significativa entre el promedio del tamaño de la lesión en la piel 

y el promedio de la carga parasitaria en esa misma lesión en las personas afectadas por 

leishmaniasis. 

Ha = M1 ≠ M2 
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4.0 METODOLOGÍA 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

29  

4.1 Extracción de ADN de las muestras de lesiones cutáneas. 

El ADN se extrajo a partir de las muestras tomadas de lesiones cutáneas utilizando 

un cepillo citológico en los pacientes que acudieron al Instituto Conmemorativo Gorgas 

para control de las lesiones, previo consentimiento del paciente para la utilización de su 

muestra. El ADN fue extraído utilizando el kit comercial High Pure PCR Preparation Kit 

(Roche), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

(https://www.sigmaaldrich.cn/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/223/567/1

1796828001.pdf) 

 

4.2 PCR anidada o nested, PCR externa y PCR interna. 

El ADN extraído de las muestras de lesiones cutáneas fue sometido a una PCR 

externa utilizando cebadores que amplificaron un segmento de 1964 pb que codifica para 

la proteína HSP70 o proteína de choque térmico.   Los cebadores HSP70 utilizados por 

García y colaboradores en el año 2004 (71) nos permitieron amplificar ese segmento de 

1964 pb correspondiente al gen HSP70.   Para esto mezclamos 5.0 µL de buffer 5x DNA 

buffer Phusium, 0.5 µl de DNTP´s, 0.25 de DNA polimerasa Fusium Hight Fidelity 

(ThermoScientific, # catálogo F-530XL), 1.75 µl de cebador directo, 1.75 µl de cebador 

reverso y 10.75 de agua destilada libre de DNAsas y RNAasas y 5µl de ADN genómico 

para hacer un volumen de 25 µl en cada tubo de PCR para cada una de las muestras. Todos 

los tubos de PCR conteniendo 25µl de mezcla de reacción, se sometieron al termociclador 

Bio Rad T100 bajo las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 95 ºC por 5 

minutos, seguida de 34 ciclos desnaturalización a 95 ºC por 1 minuto, hibridación de los 

cebadores a 55ºC por 1 minuto, extensión a 72 ºC por 2 minutos, más una extensión final 

a 72 ºC por 7 minutos. Los amplicones procedentes de esta PCR externa de las muestras 

en    estudio, se utilizaron para una posterior PCR anidada. 

La PCR anidada utilizando cebadores diseñados en el Instituto Conmemorativo 

Gorgas, Seq Leish Fw (5´- GATGGTGCTGCTGAAGATGA-3´) y Seq Leish Rv (5´- 

GGTCATGATCGGGTTTGCATA-3´) nos permitió amplificar un segmento interno de 

1364 pb del gen que codifica para la proteína HSP70.  Preparamos una mezcla 10 µl de  

5X DNA Buffer Phussium, 1.0 µl de DNTP´s,  0.5 de DNA  Polimerasa Phusion High 

Fidelity (ThermoScientific, # catálogo F-530XL),  1.0 µl de cebador Seq-Leish Fw,   1.0 µl 

https://www.sigmaaldrich.cn/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/223/567/11796828001.pdf
https://www.sigmaaldrich.cn/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/223/567/11796828001.pdf
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cebadores Seq- Leish Rv y 34.5 µl de agua destilada libre de DNAasas y de RNAasas  y 2 

µl del amplicón procedente de la PCR externa para hacer un volumen final por tubo de 50 

µl  por cada tubo de PCR.  Esta PCR anidada se realizó en un termociclador Bio Rad T100 

aplicando una desnaturalización inicial a 96 ºC por 3 minutos, seguida de 34 ciclos de 

hibridación de los cebadores a 62 ºC por 0.30 segundos, extensión a 72 ºC por 1 minuto y 

una extensión final a 72 ºC por 5 minutos. 

 

4.3 Límite de detección de los cebadores internos en la  técnica de PCR anidada. 

Se realizaron cultivos de parásitos de Leishmania de diferentes cepas de referencias 

en medio NNN suplementado con sangre de conejo para realizar posterior extracción de 

ADN, para medir la sensibilidad de los cebadores internos.  Para realizar la extracción de 

ADN del cultivo celular se utilizó el kit de extracción Wizard HMW de Promega, siguiendo 

las instrucciones del fabricante (https://worldwide.promega.com/es-es/products/nucleic-

acid-extraction/genomic-dna/high-molecular-weight-dna-extraction-

kit/?catNum=A2920#protocols). 

Del ADN extraído del cultivo celular de las diferentes cepas de referencias, medimos 

la concentración en ng/µl utilizando el fluorímetro Qubit 4 (Invitrogen, referencia Q33226) 

según instrucciones del fabricante.  A partir de la concentración de cada muestra original 

preparamos diluciones a una concentración de 10 ng/µl.    De la solución a 10ng / µl 

procedimos a preparar diluciones seriadas desde 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, y 1 fg.   

Todas las diluciones de las diferentes cepas cultivadas, desde los 100 pg hasta 1 fg fueron 

sometidas a una PCR utilizando los cebadores previamente diseñados en el Instituto 

Conmemorativo Gorgas para amplificar un segmento interno del gen HSP70 y realizar así 

una estandarización para las diferentes cepas de referencia. 

La mezcla con los reactivos para probar la sensibilidad de los cebadores diseñados 

en el ICGES contenía 0.5 µl de Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (ThermoScientific 

Catálogo # F-530XL), 10 µl de 5X DNA Buffer Phusion, 1.0 µl de DNTP´s, 1.0 µl de Seq 

Leish Fw (5-GATGGTGCTGCTGAAGATGA-3), 1.0 µl de Seq Leish Rv  (5-

GGTCATGATCGGGTTGCATA-3); 34.5 µl de agua libre de DNAsa y RNAsa y 2 µl de la 

dilución seriada del cultivo celular para obtener un volumen final  de 50 µl en la reacción. 
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Todos los tubos con las diferentes diluciones seriadas de Leishmania sp. fueron 

sometidas a una PCR bajo las siguientes condiciones:  desnaturalización inicial a 96 ºC por 

3 minutos, seguida de 34 ciclos a 95 ºC por 0.30 segundos, hibridación a 62 ºC por 0.30 

segundos, una extensión a 72 ºC por 1 minuto, posteriormente una extensión final a 72 ºC 

por 5 minutos.  Se utilizó un termociclador Bio Rad T100. 

                                                                        

4.4 Electroforesis en gel de agarosa 

 La amplificación del segmento interno del gen HSP70, se verificó por una 

electroforesis en gel de agarosa para observar las bandas de 1364 pb del segmento interno 

del gen HSP70.    Para preparar el gel de agarosa utilizamos 1.2 gr. de agarosa, 60 ml de 

agua destilada, 5.0 ml de buffer TBE, y 35 ml de Oil Red.  Para realizar la corrida del gel 

se utilizó 5 µl del amplicón mezclado con 2µl de buffer de carga.  Para comparar los 

amplicones utilizamos un marcador de peso molecular de 1 kb. La corrida electroforética 

se realizó en una cámara de electroforesis Bio Rad por un tiempo de 1 hora, a 85 Voltios y 

500 miliAmperios. 

 

4.5 Purificación de Amplicones 

 

Para purificar los amplicones obtenidos de la PCR anidada, utilizamos el kit 

ChargeSwitch PCR Clean-UP de Invitrogen (ver figura 12), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante (https://www.fishersci.fi/shop/products/invitrogen-

chargeswitch-pcr-clean-up-kit-2/p-4926415).  Los amplicones purificados se almacenaron  

a -20ºC hasta su utilización para medir la concentración de ADN antes de la secuenciación. 

  

 

https://www.fishersci.fi/shop/products/invitrogen-chargeswitch-pcr-clean-up-kit-2/p-4926415
https://www.fishersci.fi/shop/products/invitrogen-chargeswitch-pcr-clean-up-kit-2/p-4926415
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Figura 12.   Kit con perlas magnéticas para purificación del ADN de amplicones. Las perlas 

magnéticas atrapan los ácidos nucleicos eliminando material no deseado, luego de lo cual se eluye 

el ADN de las perlas en un tampón bajo en sal. 

 

 

4.6 Reacción de Secuenciación, planeación y purificación del plato de 

secuenciación 

Para la PCR de secuenciación separamos las muestras de acuerdo a la concentración 

de ADN de los amplicones.  Para las muestras con más de 20 ng/µl de ADN utilizamos 1 

µl de ADN en la reacción de secuenciación.  Para las muestras con menos de 20 ng/µl de 

ADN utilizamos 2 µl de ese ADN para un total de 10 µl en la reacción de secuenciación.  

Se preparó mezclas por separado para cada cebador.  Así, para la mezcla que llevaría el 

ADN con más de 20 ng/µl agregamos 2 µl de Big Dye 2.5X, 1 µl de Byg Dye Terminator 

5X Secuencing Buffer (# de catálogo 4337449), 1 µl de cebador, 5µl de agua libre de 

nucleasa y 1µl del amplicón para hacer un volumen final de 10 µl.  

El plato de secuenciación contenía una mezcla de un control positivo con un plásmido, esta 

mezcla la colocamos en el pocillo final del extremo derecho del plato de secuenciación.   

La mezcla contenía 2.0 µl de Big Dye Rx 2.5X, 1.0 µl del plásmido PGem Control 32f(†),  

2.0 µl de cebador directo  M13(-21),   1.0 µl de Big Dye buffer terminator secuencing 5x y  

4.0 µl de agua libre de nucleasa haciendo un volumen final de 10 µl en el pocillo. 

Utilizamos para la reacción de secuenciación todos los reactivos del  kit BigDye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Applied Biosystems, siguiendo las instrucciones del 

fabricante (https://www.fishersci.com/shop/products/bigdye-terminator-v3-1-cycle-

sequencing-kit-6/4337455).   Para realizar la reacción de secuenciación se usaron las 

https://www.fishersci.com/shop/products/bigdye-terminator-v3-1-cycle-sequencing-kit-6/4337455
https://www.fishersci.com/shop/products/bigdye-terminator-v3-1-cycle-sequencing-kit-6/4337455
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siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 96°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos 

de desnaturalización a 96°C por 10 segundos, hibridación de los cebadores a 56°C por 5 

segundos y una extensión a 60°C por 4 minutos. La reacción de secuenciación se realizó 

en un termociclador Mini Amp (Applied BioSystem, número de catálogo A37834) con 

protocolo previamente establecido para la secuenciación del segmento interno de 1364 pb  

del gen HSP70. 

Para realizar la purificación del plato de secuenciación utilizamos el kit Big Dye X 

Terminator Purification kit (Applied Biosystems, # catálogo 4376487) siguiendo las 

instrucciones del fabricante (https://www.fishersci.es/shop/products/bigdye-xterminator-

purification-kit-4/15899816).  Luego de la purificación,  el plato de secuenciación fue 

enviado a  la Unidad de Genómica  del Instituto Conmemorativo Gorgas donde procedieron 

a realizar   la electroforesis capilar que nos permitió separar los productos de la 

secuenciación y  obtener las secuencias en los dos sentidos (directo y reverso) para cada 

una de las especies de Leishmania sp en las muestras de las personas que participaron 

voluntariamente en este estudio. Las secuencias obtenidas mediante esta metodología 

fueron posteriormente editadas mediante el programa informático UGENE, sometidas a un 

BLAST en el portal de internet NCBI y a un análisis Bayesiano, mediante el programa 

informático Mr Bayes 3.2.7 lo que permitió separar los clados y discriminar las especies 

de Leishmania sp. en cada una de las muestras  de  lesiones cutáneas. 

 

4.7 Determinación de Carga Parasitaria e implementación de la metodología de 

PCR en tiempo Real (qPCR) para uso del blanco molecular kDNA 

La carga parasitaria fue estimada por cuantificación absoluta mediante un ensayo en 

tiempo real utilizando sondas Taqman en   una qPCR duplex junto con el kit TaqMan 

RNAsaP Control Reagents kit (VIC/TAMRA, Applied Biosystems) el cual es utilizado para 

la cuantificación de ADN humano, control interno de amplificación y subsecuente 

normalización de cada muestra. La carga parasitaria es expresada como equivalentes de 

parásitos/µg de DNA humano. Se utilizaron las secuencias de oligonucleótidos utilizados 

por López y colaboradores en el año 1993 (107) y las sondas específicas LzTq diseñadas 

en el Instituto Oswaldo Cruz de Brazil, para los genes kDNA. Utilizamos en paralelo un 

control de calidad exógeno para la extracción del ADN y del ensayo de qPCR. El control 

https://www.fishersci.es/shop/products/bigdye-xterminator-purification-kit-4/15899816
https://www.fishersci.es/shop/products/bigdye-xterminator-purification-kit-4/15899816
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exógeno sintético de ADN se adicionó a cada muestra antes de la extracción y la curva 

estándar se preparó mediante la dilución de DNA de Leishmania sp. de acuerdo a resultados 

de la estandarización y validación analítica del método.  

Nuestro estudio observacional de tipo experimental evalúo la metodología de PCR 

en tiempo real para cuantificar el número de parásitos de Leishmania sp. en muestras   de 

lesiones cutáneas de leishmaniasis en los individuos que participaron voluntariamente en 

este estudio. 

Las cepas de referencia utilizadas para normalizar la curva estándar en este estudio 

pertenecen al banco de parasitología del Instituto Conmemorativo Gorgas (Cuadro 1). 

 

 

               Cuadro 1. Cepas de referencia utilizadas en este estudio.  

                                 Cepas pertenecientes al Instituto Conmemorativo Gorgas  

                                 (ICGES) 

 

ESPECIE CÓDIGO 

Leishmania panamensis CP 008 

Leishmania braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 

Leishmania guyanensis MHOM/BR/1975/M4147 

 

Las cepas de referencia descritas anteriormente fueron cultivadas en medio BHI 

(Brain heart infusium) suplementado con suero fetal bobino (20%) e incubadas a 25ºC. Se 

hizo un cultivo masivo de promastigotes en varios frascos de cultivo. Se monitoreo el 

crecimiento exponencial de los parásitos utilizando la cámara de Neubauer buscando 

parásitos viables en forma de promastigotes y realizando el recuento de parásitos desde el 

primer día de cultivo hasta el día octavo.  

Para realizar el recuento de parásitos cada día se tomaron 10 µl del cultivo de parásitos y 

se realizó una dilución con factor de 1/10 con agua libre de DNAsas y RNAsas.   De esta 

dilución se tomó una muestra de 10 µl y se colocó en la cámara de Neubauer para realizar 

el conteo.   Con el lente objetivo de 40X se contaron las formas promastigotes en la Cámara 

de Neubauer y se determinó el número de parásitos teniendo como referencia 1 millón de 
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parásitos por mililitro según protocolos establecidos (https://mural.uv.es/basgaros/Conteo-

Camara-Neubauer.pdf). La fórmula utilizada para el conteo de parásitos en el cultivo 

original de cada día es la siguiente: 

 

Concentración de células ═     Total de células contadas      × 10000 

                                                   ---------------------------- 

                                                     Número de cuadrantes   

 

El cultivo que presentó un recuento de un millón de parásitos fue entonces utilizado 

para preparar la curva estándar.   Para extraer el ADN del cultivo de parásitos se utilizó el 

kit Wizard HMW DNA Extraction (Promega, # de catálogo A2920) siguiendo las 

instrucciones del fabricante (https://worldwide.promega.com/es-es/products/nucleic-acid-

extraction/genomic-dna/high-molecular-weight-dna-extraction-kit/?catNum=A2920). De 

acuerdo a dichas instrucciones las células se lavan y se resuspenden en PBS (pH 2).   

Posteriormente se les agrega Proteínasa K para digerir las proteínas y facilitar la separación 

del DNA genómico. La integridad del DNA se evalúa mediante gel de agarosa 0.8% y se 

cuantifica mediante el equipo Fluorímetro Qubit™ 4 (Invitrogen, # catálogo Q33226). 

Nuestro ensayo es dirigido al blanco kDNA, así que para la amplificación del gen 

kDNA utilizamos el par de cebadores específicos utilizados por López y colaboradores en 

el año 1993 (107), y una sonda específica para una región conservada del cinetoplasto 

diseñada en el Instituto Oswaldo Cruz de Brazil, denominada LzTq. La curva estándar se 

preparó mediante la dilución de DNA de Leishmania de acuerdo con resultados de la 

estandarización y validación analítica del método. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://mural.uv.es/basgaros/Conteo-Camara-Neubauer.pdf
https://mural.uv.es/basgaros/Conteo-Camara-Neubauer.pdf
https://worldwide.promega.com/es-es/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/high-molecular-weight-dna-extraction-kit/?catNum=A2920
https://worldwide.promega.com/es-es/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/high-molecular-weight-dna-extraction-kit/?catNum=A2920
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4.8 Generación de la curva estándar. 

Utilizamos DNA genómico de Leishmania panamensis CP008 obtenido en su fase 

exponencial de crecimiento para la estandarización de las curvas y el posterior ensayo de 

kDNA (ver figura 13).   Del ADN eludido del cultivo celular de la cepa CP008, que 

presentó recuento de 1 millón de parásitos (1.0 x 106) realizamos diluciones seriadas de 

base 10 con una extensión dinámica que oscilaba entre 105 y 10-1 parásitos 

equivalentes/reacción para hacer los ensayos q PCR duplex.  Además de la dilución seriada 

del ADN del cultivo del parásito, se realizó una dilución seriada desde 4.5 x 101 ng/ µl 

hasta 4.5 x 10-5 ng/ µl del gen RNAsaP (concentración 10ng/µl). De esta manera logramos 

obtener muestras en la cual conocemos la cantidad de ADN del parásito y la cantidad de 

ADN humano por reacción (ver figura 14). 

                   
Figura 13.  Curva estándar de Leishmania panamensis CP008. El valor medio CT se traza con base en 

los duplicados probados de ADN diluída desde 1.0 × 105 hasta 1.0 × 10-1 por reacción.  Cada punto es el Ct 

de una muestra con la gráfica de valores de Ct y el parásito equivalente ajustando una función linear. 

 

 

 

                     

Figura 14.  Curva estándar de Leishmania panamensis (rojo) y de ADN humano (azul).  El valor medio 

CT se traza con base en los duplicados probados de ADN diluída desde 1.0 × 105 hasta 1.0 × 10-1 por reacción.  

Cada punto es el Ct de una muestra con la gráfica de valores de Ct y el parásito equivalente ajustando una 

función linear. 
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4.9 Preparación de la mezcla de reacción para realizar la PCR Tiempo Real 

(qPCR). 

Se incluyó en el mismo plato de reacción qPCR una mezcla de cada una de las 

concentraciones de ADN del cultivo celular previamente estandarizado (figura 13) con 

concentraciones desde 1,000,000 parásitos hasta 0.1 parásito por reacción, en duplicado 

igual que todas las muestras a analizar. También se incluyó una curva estándar con 

concentraciones de ADN humano (RNAasa P) desde 4.5 x 101 ng/µl hasta   4.5 x 10-5 ng/ 

µl (figura 14).  Para cada corrida se hizo una reacción con control negativo con agua grado 

molecular.  Cada muestra de ADN se evaluó por duplicado y las muestras con un Ct menor 

de 40 se consideraron como amplificación negativa. La preparación de la mezcla para 

qPCR consistió de 5ul de DNA de cada muestra en estudio y 1x de la mezcla de PCR.   Se 

utilizaron los reactivos del kit TaqMan RNAsaP Control Reagents kit (VIC/TAMRA, 

Applied Biosystems) siguiendo instrucciones del fabricante ( 

https://laboshop.ae/product/applied-biosystems-taqman-rnase-p-control-reagents-kit788 ) 

El volumen final de la reacción de qPCR fue de 15 µl  incluyendo   los cebadores 

específicos (114) para el biomarcador kDNA y la sonda Taqman LzTq utilizados en la 

reacción qPCR.  Utilizamos 7.5 µl de 2x iTaq Universal Probes One Step (nro de catálogo 

10031816, BIORAD), 0.22 µl de cebador directo, 0.45 µl de cebador reverso, 0.30 µl de la 

sonda LzTq , 1 µl de 20x Rnase P Prim Probe, 5 µl de ADN del parásito de cada una de las 

diluciones seriadas mezcladas con ADN humano y agua libre de nucleasas para completar 

la mezcla. 

La reacción qPCR se corrió en un termociclador CFX96 Real Time System  (Bio 

Rad) y las condiciones para el termociclador fueron las siguientes: temperatura inicial de 

desnaturalización a  95°C por 10 minutos, seguido de 39 ciclos de desnaturalización a 95°C 

por 15 segundos, hibridación y extensión a  60 °C por 1 minuto y la captura de la 

fluorescencia se hizo al final de cada fase de extensión.  

         La carga es determinada por la interpolación en la curva estándar y los datos de carga 

parasitaria de cada individuo que participó en este estudio y obtenidos de la qPCR, son 

normalizados para expresarlos en parásitos equivalentes. Para normalizar la carga de 

parásitos equivalentes para células humanas cuantificamos en paralelo el gen RNAseP 

humano.  

https://laboshop.ae/product/applied-biosystems-taqman-rnase-p-control-reagents-kit788
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 El número de copias de ADN de Leishmania en cada muestra se calculó así: 

   [ DNA equivalentes parásitos (por Reacción) /    Cantidad de masa de DNA humano (por Reacción ]  x 103                                   

La carga parasitaria fue expresada como número de parásitos equivalentes por µg de DNA 

humano (Cuadro 5).   

Se utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribución de las 

variables estudiadas tales como carga parasitaria, tamaño de la lesión, edad y tiempo de 

evolución de la lesión.  Se utilizó   el test de Mann y Whitney para realizar la prueba de 

hipótesis, mediante el programa estadístico BioEstat Versión 5.3.  Para generar las gráficas 

de los datos de carga parasitaria se utilizó el programa Jump Pro v17 (JMP® Pro-17.0.0).   
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5.0 RESULTADOS 
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5.1 Descripción de hallazgos de PCR anidada y secuenciación 

Las muestras tomadas con cepillo citológico fueron sometidas inmediatamente al proceso 

de extracción de ADN, el cual fue guardado a -20ºC.  Posteriormente procedimos a realizar 

la PCR externa, la PCR anidada y  la respectiva electroforesis en gel de agarosa para 

verificar la presencia del amplicón específico de 1364 pb  (figuras 15 y 16). 

 

Figura 15.  Electroforesis en gel de agarosa para el gen HSP70. Visualización de amplicones de la PCR 

anidada del segmento de 1364 pb del gen HSP70, aislado de muestras de lesiones de leishmaniasis cutánea 

en la piel de 15 individuos que participaron voluntariamente en este estudio.  

 

 

Figura16.   Electroforesis en gel de agarosa de la PCR anidada del gen HSP70. Visualización del 

segmento de 1364 pb del gen HSP70 aislado de muestras de lesiones de leishmaniasis cutánea en la piel de 

18 pacientes que participaron voluntariamente en este estudio.    Las últimas 4 bandas visibles entre bandas 

de marcador de peso molecular son amplicones purificados de la PCR interna del segmento de 1364 pb del 

gen HSP70, aislado de muestras de lesiones de leishmaniasis cutánea en la piel de 4 individuos que 

participaron voluntariamente en este estudio.    
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Los amplicones se purificaron utilizando el kit de perlas magnéticas (Invitrogen) descrito 

en nuestra metodología y luego de la purificación se guardaron a -20ºC.  Posteriormente   

se realizó una electroforesis en gel de agarosa (figura 17) y se midió la concentración de 

ADN utilizando un fluorómetro Qubit (Invitrogen) (Cuadro 2).   Los amplicones que 

presentaron una concentración de más de 10ng/µl se utilizaron para correr la reacción de 

secuenciación descrita en nuestra metodología.  Posteriormente el plato de secuenciación 

fue enviado a la Unidad de Genómica del   Instituto Conmemorativo Gorgas para la 

realización de la electroforesis capilar y determinar las secuencias en directo y en reverso 

de ADN del parásito en la herida de leishmaniasis de cada persona que participó en este 

estudio. 

  

 
Figura 17.  Electroforesis en gel de agarosa de amplicones purificados.Visualización del segmento de 

1364 pb del gen HSP70 en los amplicones de la PCR interna de muestras obtenidas de las lesiones de la piel 

de 9 individuos que participaron voluntariamente en este estudio. 

 

Las secuencias en forma de electroferogramas nos llegaron posteriormente por 

correo electrónico en tres tipos de formatos, ABI, SEQ y File explorer, para cada secuencia 

en ambos sentidos, las cuales fueron entonces editadas para proceder con los análisis 

bioinformáticos. 

 

 
 
 
 

           

  



 

 

 

                                                Cuadro 2. Concentración de ADN de los amplicones purificados. 

La concentración de ADN se obtuvo con el equipo fluorómetro Qubit 4 (Invitrogen). 

 

 

 

Muestra n1 n2 n3 n4 n5 Promedio Muestra n1 n2 n3 n4 n5 Promedio 

Amplicón ng/µl ng/µl ng/µl ng/µl ng/µl ng/µl Amplicón ng/µl ng/µl ng/µl ng/µl ng/µl ng/µl 

cp 01 50 48.9 48.1 49.1 49.3 49.08 cp 34 51 49.4 49.3 51 49.1 49.96 

cp 02 36.9 36.8 36.8 36.6 36.6 36.74 cp 35 22.4 22.1 21.2 21.3 21.8 21.76 

cp 03 11.7 11.6 11.8 11.8 11.7 11.72 cp 36 39.4 38.4 38.2 37.7 38.2 38.38 

cp 04 45.5 46.2 44.5 44.3 44.6 45.02 cp 37 31.7 31.5 31.2 30.7 30.9 31.2 

cp 05 51 50 48.9 48.4 48.4 49.34 cp 38 34.3 34 33.2 32.9 33.3 33.54 

cp 06 58 57 57 56 55 56.6 cp 39 29.4 28.7 28.5 28.4 28.4 28.68 

cp 07 47.6 47.4 47.2 45.9 45.5 46.72 cp 40 32.1 32.1 32 32 32.1 32.06 

cp 08 43 44 44 44.4 43.8 43.84 cp 41 45.1 45.3 45.4 45.1 45.3 45.24 

cp 09 24.6 24.3 24.8 24.7 24.6 24.6 cp 42 36.1 36.2 36.1 35.9 36 36.06 

cp 10 36 35.5 34.3 34.6 34 34.88 cp 43 40.2 40.1 40.3 40.1 40.2 40.18 

cp 11 37.7 34.7 34.1 34 35 35.1 cp 44 39.1 39.2 39.2 39.1 39.1 39.14 

cp 12 40.3 40.5 41.3 40.8 40.9 40.76 cp 45 52.3 52.5 52.4 52.5 52.4 52.42 

cp 13 37.7 34.1 34.7 34 35 35.1 cp 46 47.4 47.6 47.5 47.5 47.6 47.52 

cp 14 47 46.2 46 45.8 46.1 46.22 cp 47 45.6 45.5 45.5 45.6 45.4 45.52 

cp 15 43.7 42.4 41.9 42 42.5 42.5 cp 48 48.3 48.5 48.1 48.3 48 48.24 

cp 16 51 50 49.6 49.4 49.9 49.98 cp 49 52.9 53.1 53.6 53.3 53.2 53.22 

cp 17 56 56 55 55 55.4 55.48 cp 50 50.9 51.2 50.3 50.9 50.9 50.84 

cp 18 18.4 18.1 17.7 17.9 18 18.02 cp 51 53 53 52 53 52 52.6 

4
2
 



 

 

cp 19 54 54 54 54 52.8 53.76 cp 52 58.2 58.2 58.3 58.1 58.5 58.26 

cp 20 33.6 54 32.9 33.2 33.1 37.36 cp 53 43.7 42.9 44.4 42.2 44 43.44 

cp 21 30.3 32.8 29.9 29.4 29.8 30.44 cp 54 47.9 47.6 47.7 47.8 47.7 47.74 

cp 22 31 30 31.2 31.1 30.7 30.8 cp 55 49.3 49.4 49 49.4 49 49.22 

cp 23 24.8 25.4 24.8 24.4 24.8 24.84 cp 56 43.9 43.7 43.8 43.8 43.8 43.8 

cp 24 31.8 31.5 31.9 31 31.6 31.56 cp 57 51 49.5 50 50 50 50.1 

cp 25 8.95 8.58 8.65 8.66 8.7 8.708 cp 58 42.9 42.9 42.8 42.4 42.9 42.78 

cp 26 44.6 44.1 40.8 41.2 42.3 42.6 cp 59 43.9 43.8 43.7 43 43.1 43.5 

cp 27 14.1 13.7 13.8 13.6 13.8 13.8 cp 60 53 51 52 50 51 51.4 

cp 28 53 53 52 53 52 52.6 cp 61 42.3 42.5 42.4 42.5 42.4 42.42 

cp 29 31.6 31.3 31.2 30.6 30.6 31.06 cp 62 44.6 44.8 44.6 44.8 44.7 44.7 

cp 30 35.5 34.5 34.8 34.7 35.4 34.98 cp 63 34.1 34.2 34.1 34.2 34.1 34.14 

cp 31 41.6 42.3 41.5 41.1 40.5 41.4 cp 64 59.1 59 59 59 59 59.02 

cp 32 43.3 42.9 41.9 42.2 41.3 42.32 cp 65 41.3 41.5 41.2 41.5 41.3 41.36 

cp 33 52 50 50 51 51 50.8        

 

4
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5.2 Inferencia Bayesiana 

  La amplificación del segmento interno del gen HSP70 se realizó en la PCR anidada 

para las 57 muestras de los individuos que participaron en este estudio.   Las secuencias 

obtenidas mediante las metodologías descritas, que posteriormente recibimos en forma de 

electroferogramas nos permitieron asignar las secuencias a una especie de Leishmania 

específica mediante métodos filogenéticos.  Cada uno de los electroferogramas de las 57 

secuencias obtenidas en este estudio fueron editadas mediante el programa bioinformático 

UGENE para obtener una secuencia consenso de cada individuo, utilizando como 

secuencia de referencia la secuencia XM_010702330.1 que pertenece a Leishmania 

panamensis del banco de datos NCBI en su portal de internet. 

Utilizando 36 secuencias de referencia extraídas del GenBank (NCBI), las cuales 

engloban a 22 especies de Leishmania del Viejo y del Nuevo Mundo (cuadro 3), además 

de las 57 secuencias  obtenidas en este estudio, montamos un alineamiento final de 93 

secuencias incluyendo la secuencia consenso XM_010702330. 

Las secuencias consenso adquiridas de cada uno de los individuos que participan 

voluntariamente en este estudio fueron sometidas a un alineamiento local (BLAST) en el 

portal de internet NCBI para determinar el porcentaje de similaridad de cada una de las 

secuencias obtenidas con las secuencias establecidas en la base de datos de NCBI (ver 

Cuadro 4).   Mediante el BLAST observamos que la mayoría de las secuencias tenían   una 

coincidencia de 100% para L. panamensis, pero también observamos que al menos 10 

secuencias eran secuencias variantes que parecían tener similaridad con L. guyanensis y L. 

panamensis.  

 Posteriormente las 57 secuencias en estudio más las 36 secuencias de referencia 

son sometidas al método filogenético de Inferencia Bayesiana (IB) mediante el programa 

informático Mr Bayes 3.2.7.  El IB realiza una simulación empleando el algoritmo 

conocido como Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para inferir la relación evolutiva 

entre las secuencias y acomodar la incertidumbre sobre el árbol filogenético y los 

parámetros del modelo (108). El análisis filogenético aplicado, separó los clados de 

Viannia y de Leishmania e identificamos inicialmente tres especies de Leishmania: 

Leishmania panamensis (83%), Leishmania shawi, putativa (16%) y Leishmania 

braziliensis (1%) (figura 18).   
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                  Cuadro 3. Secuencias de referencia utilizadas para alineamiento. 

Secuencias pertenecientes a GenBank utilizadas para el alineamiento en este estudio. 

 
Código GenBank Especie Código GenBank Especie 

PSC_1 L. panamensis CL_SL L. donovani 

AONDO1000161 L. panamensis BPK282A1 L. donovani 

MHOM_COL_81-L13 L. panamensis MCER_BR_1981_M6445 L. chagasi 

M4147 L. guyanensis LinJ28 L. infantum 

CDC204_365 L. guyanensis Friedlin L. major 

MCEB_BR_1984_M8408 L. shawi SD75 L. major 

M2908 L. braziliensis LV39c5 L. major 

IOC_L_3564 L. braziliensis LEM3045 L. enriettii 

MHOM_PE_03_LH2864 L. peruviana CUR178 L. enriettii 

MDAS_BR_78_M5210 L. naiffi LSCM1 L. martiniquensis 

MDAS_BR_79_M5533 L. naiffi Parrot_Tar_II L. tarentolae 

CDC216_34 L. lainsoni L590 L. tropica 

MHOM_BO_95_CUM71 L. lainsoni CDC209_622 L. aethiopica 

U1103 L. mexicana LEM1108 L. arabica 

CDC215_49 L. mexicana LEM452 L. gerbilli 

M2269 L. amazonensis LEM452_1 L. gerbilli 

CDC210_660 L. amazonensis LEM423 L. turanica 

LdHV3.28 L. donovani LSCM4 L. orientalis 
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Figura 18.   Árbol filogenético bayesiano basado en un segmento interno del gen HSP70. Este árbol de 

consenso bayesiano fue creado con el programa Mr. Bayes 3.2.7 después de 8 000, 000 ciclos de la cadena 

de Markov Monte Carlo.  Los valores de credibilidad del clado se muestran como valores en cada nodo del 

clado.  Los códigos de las secuencias de referencia aparecen en color negro y los códigos de las secuencias 

en estudio aparecen en color rojo.  
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Figura 19.  Árbol filogenético Bayesiano basado en las secuencias de proteínas codificadas 

por el segmento del gen HSP70 en estudio. (Programa Mr. Bayes). En el análisis de las secuencias de 

proteínas codificadas por HSP70, las 10 secuencias variantes relacionadas evolutivamente con L. shawi, 

ahora son clasificadas como variantes de L. panamenis. 
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Cuadro 4. Identificación de especies de Leishmania sp. en las heridas cutáneas.  
Especies de Leishmania identificada en las heridas cutáneas de las personas que 

participaron voluntariamente en este estudio, obtenidas mediante el método de Inferencia 

Bayesiana. 

 

Individuo % Concordancia Especie determinada Lugar Código asignado 

  BLAST-NCBI 

por Inferencia 

Bayesiana de procedencia por GenBank 

CP01 100 % L. panamensis L. panamensis Chilibre, Panamá BankIt2781325 CP01      PP068057 

CP02 100 % L. panamensis L. panamensis Portobello, Colón BankIt2781325 CP02      PP068058 

CP03 100 % L. panamensis L. panamensis Portobello, Colón BankIt2781325 CP03      PP068059 

CP04 100 % L. panamensis L. panamensis 
Ernesto Córdoba, 

Pma BankIt2781325 CP04      PP068060 

CP05 

No determinado por 
BLAST L. braziliensis Buena Vista, Colón BankIt2781325 CP05      PP068061 

CP06 100 % L. panamensis L. panamensis Guadalupe, Chorrera BankIt2781325 CP06      PP068062 

CP07 100 % L. panamensis L. panamensis Las Cumbres, Panamá BankIt2781325 CP07      PP068063 

CP09 100 % L. panamensis L. panamensis El Cacao, Pmá Oeste BankIt2781325 CP09      PP068064 

CP10 100 % L. panamensis L. panamensis Pedregal, ,Pmá BankIt2781325 CP10      PP068065 

CP11 99.56% L. panamensis   L. shawi * 24 de Dic, Pmá BankIt2781325 CP11      PP068066 

  y             L. guyanensis       

CP12 100 % L. panamensis L. panamensis Barú, Chiriqui BankIt2781325 CP12      PP068067 

CP13 99.56% L. panamensis   L. shawi * 24 de Dic, Panamá BankIt2781325 CP13      PP068068 

  y             L. guyanensis       

CP14 100 % L. panamensis L. panamensis Atalaya, Veraguas BankIt2781325 CP14      PP068069 

CP15 100 % L. panamensis L. panamensis Burunga, Pmá Oeste BankIt2781325 CP15      PP068070 

CP16 100 % L. panamensis L. panamensis 24 de Dic, Pmá BankIt2781325 CP16      PP068071 

CP17 100 % L. panamensis L. panamensis Nuevo Emperador BankIt2781325 CP17      PP068072 

CP18 100 % L. panamensis L. panamensis 
Demóstenes 

Arosemena BankIt2781325 CP18      PP068073 

CP19 100 % L. panamensis L. panamensis Cali, Colombia BankIt2781325 CP19      PP068074 

CP20 99.56% L. panamensis   L. shawi * Las Cumbres BankIt2781325 CP20      PP068075 

  y             L. guyanensis       

CP21 100 % L. panamensis L. panamensis Las Cumbres BankIt2781325 CP21      PP068076 

CP22 99.56% L. panamensis   L. shawi * Chilibre BankIt2781325 CP22      PP068077 

  y             L. guyanensis       

CP23 99.56% L. panamensis   L. shawi * Chilibre BankIt2781325 CP23      PP068078 

  y             L. guyanensis       

CP24 100 % L. panamensis L. panamensis Buena Vista, Colón BankIt2781325 CP24      PP068079 

CP25 99.56% L. panamensis   L. shawi * Santa Clara BankIt2781325 CP25      PP068080 

  y             L. guyanensis       

CP27 100 % L. panamensis L. panamensis Tocumen BankIt2781325 CP27      PP068081 

CP28 100 % L. panamensis L. panamensis Chilibre BankIt2781325 CP28      PP068082 

CP29 100 % L. panamensis L. panamensis Santa Clara BankIt2781325 CP29      PP068083 

CP30 100 % L. panamensis L. panamensis Pedregal, Panamá BankIt2781325 CP30      PP068084 

CP31 100 % L. panamensis L. panamensis Barrio Colón BankIt2781325 CP31      PP068085 
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CP33 100 % L. panamensis L. panamensis 24 de Diciembre BankIt2781325 CP33      PP068087 

CP34 100 % L. panamensis L. panamensis Chilibre BankIt2781325 CP34      PP068088 

CP35 100 % L. panamensis L. panamensis Suadeb, Comarcas BankIt2781325 CP35      PP068089 

CP36 100 % L. panamensis L. panamensis 24 de diciembre BankIt2781325 CP36      PP068090 

CP38 100 % L. panamensis L. panamensis Escobal, Colón BankIt2781325 CP38      PP068091 

CP39 100 % L. panamensis L. panamensis Veracruz, Panamá BankIt2781325 CP39      PP068092 

CP40 100 % L. panamensis L. panamensis Chilibre BankIt2781325 CP40      PP068093 

CP41 100 % L. panamensis L. panamensis Sabanitas, Colón BankIt2781325 CP41      PP068094 

CP42 100 % L. panamensis L. panamensis San Martín, La Mesa BankIt2781325 CP42      PP068095 

CP43 100 % L. panamensis L. panamensis Guadalupe, Chorrera BankIt2781325 CP43      PP068096 

CP44 100 % L. panamensis L. panamensis Santa Clara, Arraiján BankIt2781325 CP44      PP068097 

CP45 99.56% L. panamensis   L. shawi * 24 de Diciembre BankIt2781325 CP45      PP068098 

  y             L. guyanensis       

CP47 100 % L. panamensis L. panamensis Chorrera BankIt2781325 CP47      PP068099 

CP49 100 % L. panamensis L. panamensis 
Los Llanitos de San 

Carlos BankIt2781325 CP49      PP068100 

CP50 100 % L. panamensis L. panamensis Las Margaritas Chepo BankIt2781325 CP50      PP068101 

CP51 99.56% L. panamensis   L. shawi * Chilibre BankIt2781325 CP51      PP068102 

  y             L. guyanensis       

CP52 100 % L. panamensis L. panamensis 
Belisario Porras, San 

Miguelito BankIt2781325 CP52      PP068103 

CP53 100 % L. panamensis L. panamensis Las Cumbres BankIt2781325 CP53      PP068104 

CP54 100 % L. panamensis L. panamensis Santa Clara, Arraiján BankIt2781325 CP54      PP068105 

CP56 100 % L. panamensis L. panamensis 
El Chumical de 

Arraiján BankIt2781325 CP56      PP068106 

CP57 99.56% L. panamensis   L. shawi * Pedregal,  BankIt2781325 CP57      PP068107 

  y             L. guyanensis   Panamá   

CP58 100 % L. panamensis L. panamensis Caimitillo BankIt2781325 CP58      PP068108 

CP59 100 % L. panamensis L. panamensis Santa Clara, Arraiján BankIt2781325 CP59      PP068109 

CP60 99.56% L. panamensis   L.shawi * Buena Vista, BankIt2781325 CP60      PP068110 

  y             L. guyanensis   Colón   

CP61 100 % L. panamensis L. panamensis 
Las Cumbres, Villa 

Grecia BankIt2781325 CP61      PP068111 

CP63 100 % L. panamensis L. panamensis Villa Rosario, Capira BankIt2781325 CP63      PP068114 

CP64 100 % L. panamensis L. panamensis Santa Fe, Daríén BankIt2781325 CP64      PP068112 

CP65 

No determinado por 
BLAST L. braziliensis Cerro Azul BankIt2781325 CP65      PP068113 

 

*Especie relacionada evolutivamente con L. shawi.  Para resolver el estatus de esta 

especie dentro del complejo guyanensis es necesario el aislamiento y posterior uso de 

un conjuntos de otros marcadores moleculares o incluso el uso de genomas completos, 

características biológicas y epedemiológicas  que ayuden a aplicar el concepto 

filogenético de especie para identificar definitivamente esta especie de Leishmania. 
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5.3 Hallazgos, detección de polimorfismos y mutaciones no sinónimas que producen 

cambios en los aminoácidos resultantes en la secuencia en estudio. 

La longitud del gen HSP70 es de 1965 pb y la longitud del segmento interno 

secuenciado es de 1364 pb.  Con respecto a la frecuencia de las bases, la frecuencia de la 

base A osciló entre 0.205 a 0.220, la frecuencia de la base T osciló entre 0.08 a 0.150, la 

frecuencia de la base G osciló entre 0.350 a 0.365 y la frecuencia de la base C oscila entre 

0.320 a 0.346. El segmento interno secuenciado del gen HSP70 es rico en guanina y 

citocina. 

  Realizamos un alineamiento de 36 cepas de referencias de Leishmania (cuadro 3) 

obtenidas de Genbank (NCBI) además de la secuencia consenso y las 57 secuencias en 

estudio.  Observamos 52.2 % de sitios invariables y 47.8 % de sitios variables.  Nuestra 

secuencia interna en estudio abarcó desde la posición 430 del gen HSP70 hasta la posición 

1751 de dicho gen.  Observamos un total de 738 sitios polimórficos y 76 singletones en 

esta secuencia, que nos ayudaron a separar a los miembros del complejo Viannia y del 

complejo Leishmania.   De los 738 polimorfismos, 429 son transversiones y 309 son 

transiciones a lo largo del alineamiento (ver cuadro de polimorfismos en Anexos). 

 El análisis de la secuencia de nucleótidos y posteriormente la secuencia de 

aminoácidos, nos permite detectar mutaciones que afectan la secuencia proteica resultante. 

El gen HSP70 tiene un marco de lectura completo de 1965 pb y la secuencia interna en 

nuestro estudio después de la edición abarcó 1321 pb.  Partiendo del codón de inicio GTG 

en la posición 432 del alineamiento de nucleótidos y buscando en la posición 154 en la 

traducción de aminoácidos observamos la primera mutación no sinónima que produce un 

cambio de aminoácido que distingue a L. arabica y L. gerbilli dentro del Complejo 

Leishmania.  Por otro lado, en las posiciones 166, 255, 262 y 292 de la secuencia proteica 

encontramos cambios de aminoácidos que distinguen a L. mexicana y L. amazonensis 

dentro del Complejo Leishmania.  Así mismo encontramos además 221 mutaciones no 

sinónimas que producen cambios de aminoácidos en la secuencia proteica resultante dentro 

del Complejo Leishmania, lo que permiten distinguir distintas especies dentro de este 

complejo (ver Cuadro de Aminoácidos en Anexos).   
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     Dentro del Complejo Viannia detectamos 22 mutaciones no sinónimas en las diferentes 

posiciones de alineamiento de los aminoácidos resultantes. Así, en la posición 244 de 

aminoácidos resultantes detectamos la primera mutación no sinónima donde se produce un 

cambio del aminoácido serina por una treonina debido a una transversión (GxC) en la 

posición 731 de nucleótidos en la secuencia codificante, que distinguen a L. braziliensis, 

L. peruviana, L. naifi y L. lansoni dentro de ese complejo.  A sí mismo en la posición 298 

y 544 de aminoácidos se encuentra una mutación no sinónima que distingue a L. lansoni 

del resto de las especies del subgénero Viannia; en las posiciones 526, 530, 531, 534, 537 

encontramos respectivamente los aminoácidos serina, glutamina, alanina, metionina y 

ácido glutámico que distinguen a todos los miembros del complejo Viannia.        En la 

posición 544 de aminoácidos resultantes una mutación no sinónima que distingue a L. 

lansoni, y en las posiciones 556 y 557, se encuentran mutaciones no sinónimas que 

distinguen a L. braziliensis, a L. peruviana y a L. naiffi dentro del complejo Viannia.  

También observamos cambios de aminoácidos en las posiciones 567 y 568 que afectan a 

todo el complejo.  Además, en las posiciones 572, 573, 575 y 580 de aminoácidos 

resultantes observamos que hay mutaciones no sinónimas que discriminan a L. shawi, L. 

braziliensis, L. peruviana, L. guyanensis y a L. naiffi dentro del Complejo Viannia. 

En la posición 572 de aminoácidos una mutación no sinónima distingue a L. shawi de L. 

panamensis de L. guyanensis y de L. braziliensis respectivamente.  En la posición 573 y 

580 de aminoácidos resultantes observamos que hay mutaciones no sinónimas que 

discriminan a L. guyanensis y a L. shawi de L. panamensis y de L. braziliensis dentro del 

Complejo Viannia.   

Observamos en las secuencias en estudio varias mutaciones de un solo nucleótido 

que se pueden utilizar para distinguir especies dentro del género ya que producen cambio 

de aminoácidos en la secuencia proteica resultante. 

   En un análisis de las 10 secuencias de nuestro estudio que parecen estar  relacionadas 

evolutivamente con   L. shawi observamos que tienen una   mutación sinónima en la 

posición 1173 de la región codificante que no produce cambios en la secuencia de 

aminoácidos.  Sin embargo, en la posición 1576 de la región codificante se produce una 

mutación no sinónima (cambio de G X T) que si produce un cambio del aminoácido alanina 

por una serina en la secuencia proteica resultante.  Así mismo en las posiciones 1600, 1679 
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y 1737 de la región codificante se presentan mutaciones no sinónimas que producen 

cambios de metionina a valina, de asparagina a serina y de ácido aspártico a ácido 

glutámico respectivamente en la secuencia proteica resultante que parece estar relacionada 

evolutivamente con L. shawi.   Al realizar el análisis de las secuencias de aminoácidos 

codificadas por el segmento de ADN secuenciado encontramos que  estas 10 secuencias 

variantes que anteriormente  hemos relacionado evolutivamente con L. shawi, son ahora  

clasificadas como variantes de L. panamensis (figura 19), pero otros estudios deben ser 

realizados para ubicar esta variante dentro del subgénero Viannia, pues aunque hay 

similaridad en la expresión con cepas de referencia de L.panamensis, sabemos que hay  

información a nivel nucleotídico que amerita realizar nuevos estudios. 

En cuanto a las secuencias identificadas como L. braziliensis en este estudio, 

observamos dos mutaciones sinónimas, una en la posición 504 y la otra en la posición 1632 

de la región codificante que no producen cambios de aminoácidos.  A diferencia, en las 

posiciones 1666 y 1669 de la región codificante del genoma de L. braziliensis se producen 

cambios de nucleótidos que resultan en un cambio del aminoácido isoleucina por valina y 

de alanina por serina respectivamente, que permiten diferenciar esta especie dentro del 

Complejo Viannia.  Las cepas ubicadas como L. braziliensis en este estudio, nos queda 

claro que hay diferencias a nivel de aminoácidos que la ubican cercana al complejo, pero 

tienen diferencias particulares de ella misma. 

Por otro lado, encontramos una gran distancia genética que va desde 0.86 a 1.0 entre 

las secuencias del gen HSP70 del Complejo Viannia como son L. shawi, L. guyanensis, L. 

braziliensis, L peruviana, L. naiffi y L. lainsoni contra las secuencias L. amazonensis, L. 

donovani, L. major, L. aethiopica, L. tarentolae, L. enrietti, L. orientalis y L. 

martiniquensis, que pertenecen al Complejo Leishmania.  Esto demuestra que el segmento 

interno secuenciado de 1321 pb, seleccionado del gen HSP70 para realizar este estudio, 

puede discriminar especies entre los Complejos de Leishmania del Nuevo Mundo. 
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       Cuadro 5. Determinación de la carga parasitaria de  Leishmania sp. en las heridas         

                           cutáneas por qPCR 

Individuo 
Especie determinada por 

Inferencia Bayesiana 

Lesión en 

mm2 piel 

Nro Equivalente parásitos 

/µg DNA 

CP01 Leishmania panamensis 30 1.397545000E+09 

CP02 Leishmania panamensis 30 5.160000000E+05 

CP03 Leishmania panamensis 130 2.518530000E+08 

CP04 Leishmania panamensis 180 3.000000000E+03 

CP05 Leishmania braziliensis 160 4.100000000E+04 

CP06 Leishmania panamensis 143 5.928744180E+11 

CP07 Leishmania panamensis 55 2.796406300E+10 

CP08 Leishmania panamensis 42 6.132885074E+12 

CP09 Leishmania panamensis 176 1.816733860E+14 

CP10 Leishmania panamensis 450 1.066000000E+06 

CP11 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
270 5.297980513E+17 

CP12 Leishmania panamensis 84 8.814668797E+12 

CP13 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
180 1.000000000E-02 

CP14 Leishmania panamensis 714 3.861122663E+15 

CP15 Leishmania panamensis 36 1.000000000E-02 

CP16 Leishmania panamensis 575 8.634670455E+23 

CP17 Leishmania panamensis 238 3.979194849E+12 

CP18 Leishmania panamensis 154 1.952451000E+09 

CP19 Leishmania panamensis 66 2.596942517E+13 

CP20 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
1200 1.040000000E+05 

CP21 Leishmania panamensis 207 3.282830000E+08 

CP22 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
120 2.072311646E+14 

CP23 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
63 1.000000000E-02 

CP24 Leishmania panamensis 77 5.838086000E+09 

CP25 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
77 1.000000000E-02 

CP26 Leishmania panamensis 18 1.009000000E+06 

CP27 Leishmania panamensis 225 5.036670000E+08 

CP28 Leishmania panamensis 40 2.872891667E+13 

CP29 Leishmania panamensis 4.8 7.823065000E+09 

CP30 Leishmania panamensis 4.5 1.000000000E-02 

CP31 Leishmania panamensis 4.32 8.486000000E+06 

CP32 Leishmania panamensis 0.4 1.970898936E+13 

CP33 Leishmania panamensis 53.3 5.060000000E+05 

CP34 Leishmania panamensis 150 6.000000000E+04 

CP35 Leishmania panamensis 28.8 1.000000000E-02 

CP36 Leishmania panamensis 165 1.000000000E+03 

CP37 Leishmania panamensis 1744.08 1.029000000E+06 

          CP38 Leishmania panamensis 124 
1.180000000E+05 

 

CP39 Leishmania panamensis 132.5 3.013300000E+07 

CP40 Leishmania panamensis 35.04 4.300000000E+04 

CP41 Leishmania panamensis 37.8 3.275197500E+10 

CP42 Leishmania panamensis 121 4.000000000E+03 

CP43 Leishmania panamensis 43.77 2.042498540E+12 
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CP44 Leishmania panamensis 326.83 1.177700000E+07 

    

CP45 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
403.68 1.013800000E+07 

CP46 Leishmania panamensis 80.75 7.000000000E+04 

CP47 Leishmania panamensis 67.15 4.270000000E+05 

CP48 Leishmania panamensis 400 1.113633160E+11 

CP49 Leishmania panamensis 12 1.000000000E-02 

CP50 Leishmania panamensis 1722 2.870200000E+07 

CP51 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
50 1.000000000E+03 

CP52 Leishmania panamensis 85.56 3.165900000E+07 

CP53 Leishmania panamensis 130 2.434140000E+08 

CP54 Leishmania panamensis 120 5.767000000E+06 

CP55 Leishmania panamensis 52.78 
4.104000000E+06 

 

CP56 Leishmania panamensis 173.81 4.016020000E+08 

CP57 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
8.75 1.782035750E+11 

CP58 Leishmania panamensis 100 3.298000000E+06 

CP59 Leishmania panamensis 540 1.915075000E+09 

CP60 
Especie relacionada 

evolutivamente a L. shawi 
490 1.681880000E+08 

CP61 Leishmania panamensis 17.68 1.142840477E+19 

CP62 Leishmania panamensis 180 2.827720597E+12 
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5.4 Determinación de la distribución de las variables por la prueba de Kolmogorov-

Smirnov 

Para evaluar la distribución de las variables a considerar en este estudio procedemos 

a realizar una prueba de Kolmogorov-Smirnov utilizando el programa informático BioEstat 

Versión 5.3 para determinar si cada una de esas variables sigue una distribución normal o 

no.  

Variable evaluada: tamaño de la lesión /Test  Kolmogorov-Smirnov  

Programa BioEstat 5.3 

 - tamaño de lesión- 

Tamaño de la muestra = 62 

Desvío máximo = 0.2988 

Valor crítico unilateral (0.05) = 0.1549 

Valor crítico unilateral (0.01) = 0.193 

p(valor) unilateral < 0.01 

Valor crítico bilateral (0.05) = 0.1727 

Valor crítico bilateral (0.01) = 0.207 

Resultado: P value= P<0.01. Los datos del tamaño de la lesión en la piel,  

 no siguen una distribución normal o no son paramétricos.   

Variable evaluada: carga parasitaria/ Test  Kolmogorov-Smirnov 

Programa BioEstat 5.3 

 

 

 

 

 

 

 

   Resultado: P value= P<0.01. Los datos de la carga parasitaria,   

   no siguen una distribución normal o no son paramétricos.   

 - carga parasitaria - 

Tamaño de la muestra = 62 

Desvío máximo = 0.5344 

Valor crítico unilateral (0.05) = 0.1549 

Valor crítico unilateral (0.01) = 0.193 

p(valor) unilateral < 0.01 

Valor crítico bilateral (0.05) = 0.1727 

Valor crítico bilateral (0.01) = 0.207 

p(valor) bilateral < 0.01 
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Variable evaluada: edad / Test  Kolmogorov-Smirnov  

BioEstat 5.3 

 - edad - 

Tamaño de la muestra = 62 

Desvío máximo = 0.0702 

Valor crítico unilateral (0.05) = 0.1549 

Valor crítico unilateral (0.01) = 0.193 

p(valor) unilateral ns 

Valor crítico bilateral (0.05) = 0.1727 

Valor crítico bilateral (0.01) = 0.207 

p(valor) bilateral ns 

  

 Resultado: P value = no es significativo.  Los datos de la edad de los individuos,  

 siguen una distribución normal,  son paramétricos. 

 

 

Variable evaluada: Tiempo de evolución de la herida (en días)  

Test  Kolmogorov-Smirnov  

BioEstat 5.3 

 Kolmogorov-Smirnov 

Tamaño de la muestra = 62 

Desvío máximo = 0.2834 

Valor crítico unilateral (0.05) = 0.1549 

Valor crítico unilateral (0.01) = 0.193 

p(valor) unilateral < 0.01 

Valor crítico bilateral (0.05) = 0.1727 

Valor crítico bilateral (0.01) = 0.207 

p(valor) bilateral < 0.01 

 

Resultado: P value= P<0.01.  Los datos de tiempo de evolución de la herida,  

 no siguen una distribución normal o no son paramétricos.    

 

Al determinar que las variables no siguen una distribución normal procedemos 

entonces a realizar un test U de Mann y Whitney  mediante el programa informático 

BioEstat 5.3 para hacer comparación entre las variables. 
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5.5  Pruebas de Hipótesis por la prueba U de Mann y Whitney. 

 
Prueba de hipótesis para comparar el tamaño de la lesión en dos poblaciones con 

cargas parasitaria mayor de 10,000 y menor de 10,000 

 

Tamaño de lesión en individuos con carga parasitaria > de 10,000 Nro. eq par/ µg DNA 

humano 

vs 

Tamaño de lesión en individuos con carga parasitaria <   de 10,000 Nro. eq par/ µg DNA 

humano 

 

Test U de Mann Whitney 

BioEstat 5.3 

Resultado Lesión en carga >10 000 Lesión en carga <10 000 

Tamaño de la muestra 51 11 

Suma de rangos (Ri) 1689.5 263.5 

Mediana = 124 63 
   

U = 197.5  

Z(U) = 1.5294  

p-valor (unilateral) = 0.0631  

 

Resultado:  P valor═ 0.06.  

 

No hay diferencia significativa en el tamaño de la lesión debido a la carga parasitaria. 

Por tal motivo debemos aceptar la hipótesis nula Ho = M1 = M2,  y asumimos que el tamaño 

de la lesión en la piel de las personas afectadas con leishmaniasis es  independiente de la  

carga parasitaria. 
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Prueba de hipótesis para comparar la carga parasitaria en ambos sexos. 

 

Carga parasitaria en masculinos 

vs 

Carga parasitaria en femeninas 

 

Test U de Mann Whitney 

BioEstat 5.3 

Resultado 
Carga parasitaria en 

Masculinos 

Carga parasitaria 

en Femeninas 

Tamaño de la muestra 36 15 

Suma de rangos(Ri) 978 348 

Mediana = 899573500 328283000 
   

U = 228  

Z(U) = 0.8682  

p-valor (unilateral) = 0.1926  

p-valor (bilateral) = 0.3853  

   

 
Resultado:  P valor ═ 0.38.  

No hay diferencia significativa en la media de la carga parasitaria entre ambos sexos. 

Aceptamos que la carga parasitaria es independiente del sexo de los individuos. 
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Prueba de hipótesis para comparar la carga parasitaria entre individuos 

con lesiones con tiempo de evolución > 90 días e individuos con lesiones 

con tiempo de evolución < 90 DÍAS. 

 

Carga parasitaria en individuos con lesiones de menos de 90 días 

Vs 

Carga parasitaria en individuos con lesiones de más de 90 días 

 

Test U de Mann Whitney 

 

BioEstat 5.3 

Resultado Carga en lesión >90 días Carga en lesión < 90 días 

Tamaño de la 

muestra 
58 4 

Suma de rangos (Ri) 1842 111 

Mediana = 99923500 3701000 

 101  

U =   

Z(U) = 0.4298  

p-valor (unilateral) = 0.3337  

p-valor (bilateral) = 0.6673  

            Resultado:  P valor: 0.66.   

No hay diferencias significativas en la media de las cargas parasitarias entre individuos con 

heridas con un tiempo de evolución de menos de 90 días e individuos con un tiempo de 

evolución de la lesión de más de 90 días. 

Aceptamos que en nuestro caso,  la carga parasitaria de los individuos es independiente del 

tiempo de evolución de la herida, aunque tambien aceptamos que la mayoría de nuestras 

muestras eran de menos de 5 meses de evolución y no pudimos encontrar individuos con 

heridas de más de 6 meses de evolución. 
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Prueba de hipótesis para comparar la carga parasitaria entre individuos menores de 

18 años e individuos mayores de 18 años. 

 

Carga parasitaria en individuos menores de 18 

vs 

Carga parasitaria en individuos mayores de 18 

 

Test U de Mann Whitney 

BioEstat 5.3 

Resultado Carga en > 18 años Carga en < de 18 años 

Tamaño de la muestra 54 8 

Suma de rangos(Ri) 1730.5 222.5 

Mediana = 99923500 3097000 

   

U = 186.5  

Z(U) = 0.6194  

p-valor (unilateral) = 0.2678  

p-valor (bilateral) = 0.5356  

 

Resultado: P valor= 0.53.   

No hay diferencias significativas en la carga parasitaria entre los individuos menores de 18 

años y mayores de 18 años. 

Aceptamos que la carga parasitaria es independiente de la edad de los individuos. 
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Prueba de hipótesis para comparar la carga parasitaria entre individuos infestados 

con L. panamensis e individuos infestados con L. shawi (putativa). 

 

Carga parasitaria en individuos infestados con L. panamensis 

vs 

Carga parasitaria en individuos infestados con L. shawi(putativa) 

 

Test U de Mann Whitney 

BioEstat 5.3 

 

 

 

 

 

 

 

 
Resultado: P valor= 0.29.  

No hay diferencias significativas en la carga parasitaria entre los individuos debido a la 

especie de Leishmania.   

Aceptamos que la carga parasitaria de los individuos es independiente de la especie de 

Leishmania encontrada en la herida, en nuestro caso L. panamensis y L. shawi(putativa). 

Resultado 
Carga parasitaria de 

L. panamensis 

Carga parasitaria de 

L. shawi(putativa) 

Tamaño de la 

muestra 
51 10 

Suma de 

rangos(Ri) 
1634.5 256.5 

Mediana = 243414000 5121000 
   

U = 201.5  

Z(U) = 1.0422  

p-valor 

(unilateral) = 
0.1487  

   

p-valor (bilateral) = 0.2973  
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Figura 20.  Tamaño de la lesión en individuos con diferente carga parasitaria. 

No se observa diferencias en la media del tamaño de la lesión con respecto a la carga parasitaria  

(JMP 14.0). 

 

 

         
Figura 21. Carga parasitaria (en log) en individuos de ambos sexos. 

No se observan diferencias en la media de la carga parasitaria con respecto al sexo del individuo. 

(JMP 14.0). 
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Figura 22. Tamaño de la lesión con respecto al tiempo de evolución de la lesión. 

No se observan diferencias en la media del tamaño de la lesión con respecto al tiempo de evolución de la 

lesión.  (JMP 14.0). 

 

 

 

 

 

5.6 Resultados de la prueba de límite de detección de los cebadores internos para el 

gen HSP70, diseñados en el Instituto Conmemorativo Gorgas. 

Se realizaron cultivos de parásitos de Leishmania sp. de diferentes cepas de referencias en 

medio bifásico NNN para realizar posterior extracción de DNA, para medir la sensibilidad 

de los cebadores internos utilizados en este estudio, según detalles en nuestra metodología.  

La cepas CP-008, CP-565 y CP-566 perteneciente a Leishmania panamensis,  Leishmania 

guyanensis y Leishmania braziliensis respectivamente mostraron bandas de captación  del 

gen HSP70 hasta una concentración de 100 fentogramos al correr en gel de agarosa según 

la técnica descrita en nuestra metodología (figuras 23,24 y 25). 

 

 

 



 

64 

 

 
Figura 23.  Cepa 566.  Leishmania braziliensis. 

Estudio de sensibilidad para los cebadores internos.   

Se utilizó un marcador de peso molecular (PM) de 1000 KB en gel de agarosa y se observan en (1) la banda 

correspondiente a 100 pg. en (2) la banda correspondiente a 10 pg. en (3) la banda correspondiente a 1 pg. y 

en (4) la banda correspondiente a 100 fg,  respectivamente 

 

 

 
Figura 24. Cepa Leishmania panamensis. 

Estudio de sensibilidad para los cebadores internos.   

Se utilizó un marcador de peso molecular (PM) de 1000 KB en gel de agarosa y se observan en (1) la banda 

correspondiente a 100 pg. en (2) la banda correspondiente a  10 pg. en (3) la banda correspondiente a 1 pg. 

y en (4) la banda correspondiente a 100 fg. respectivamente 

 

 

 
Figura 25.  Cepa 565.  Leishmania guyanensis. 

                                                 Estudio de sensibilidad para los cebadores internos.   

Se utilizó un marcador de peso molecular (PM) de 1000 KB en gel de agarosa y se observan en (1) la banda 

correspondiente a 100 pg. en (2) la banda correspondiente a 10 pg. en (3) la banda correspondiente a 1 pg.y 

en (4) la banda correspondiente a 100 fg. respectivamente 
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HSP70 es un gen de 1959 pares de bases que está implicado en la adaptación de la 

célula a los factores de stress y codifica para una proteína de 657 aminoácidos que parece 

conferirle  al parásito tolerancia al antimonio (20,93).   El gen ha sido utilizado   junto con 

el perfil de patrones  de restricción (RFLP) como un gen blanco para la caracterización de 

Leishmania del Viejo Mundo  y del Nuevo Mundo y ha presentado buenos resultados 

utilizado con otros genes y proteínas para construir taxonomía y apoyo genético para todo 

el género (71,72,100,101). Sin embargo, últimos estudios reflejan la imposibilidad de este 

método, ampliamente utilizado, para distinguir L.guyanensis de L. panamensis en 

Panamá(44) y L. guyanensis de L. linderbergi en áreas de Brasil donde esta última es 

endémica (102). 

Se han utilizado diferentes técnicas para el análisis del gen de HSP70 como por 

ejemplo el análisis de la curva de disociación de alta resolución de los amplicones o  el 

perfil de los patrones de restricción del mismo (RFLP) (109–111).  Sin embargo muchas 

de estas técnicas no son aplicables en muestras clínicas. Tomando en cuenta este hecho 

decidimos determinar  la secuencia de nucleótidos de un fragmento de 1364 pb del gen 

HSP70 y realizar un análisis filogenético con 36 secuencias de referencia obtenidas del 

GenBank(NCBI),  que engloban 22 especies que causan leishmaniasis en el Viejo y Nuevo 

Mundo pertenecientes a los  subgéneros Leishmania y Viannia. A nivel de la secuencia 

completa de este fragmento del gen de HSP70 encontramos  738 polimorfismos de un 

simple nucleotido y 76 singletones.  De los 738 polimorfismos encontrados,  429 

corresponden a transversiones y 309 son transciciones.   De estas mutaciones, 226 SNPs 

corresponden a mutaciones no sinónimas que llevan a cambios de aminoacidos en la 

proteína final destacando la amplia variabilidad genética a nivel nucleotidico y 

aminoacidico de este segmento genético. Esta variabilidad genética a nivel de los 1464 pb 

evaluados es respaldada por la gran distancia genética encontrada entre las especies de 

ambos subgeneros que osciló entre 0.86 a 1.0 dependiendo de las especies comparadas. En 

resumen, el análisis completo de este segmento genético nos permitió identificar una 

cantidad substancial de polimorfismos que sugieren que este fragmento del gen de HSP70 

tiene un alto potencial para la discriminación de especies del genero Leishmania.  De 

hecho, nosostros encontramos diferentes polimorfismos en el segmento de 1364 pb que 

diferencian las especies de Leishmania de los subgeneros Leishmania y Viannia y que junto 
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a la distancia genética encontrada sustentan su capacidad para utilizar este marcador 

molecular en la discriminación de especies de ambos subgenéros. Nosotros encontramos 

221 mutaciones no sinónimas que producen cambios en la secuencia proteica resultante 

dentro del Complejo Leishmania, lo que permiten distinguir distintas especies dentro de 

este complejo tales como L. donovani, L infantum, L. aethiopica y L.tropica, del Viejo 

Mundo.   Dentro del Complejo Viannia detectamos 22 mutaciones no sinónimas en las 

diferentes posiciones de alineamiento de los aminoácidos. Fue posible distinguir a L. 

braziliensis, L. peruviana, L. naifi y L. lansoni dentro de ese complejo.   Además, logramos 

detectar mutaciones no sinónimas en el segmento de gen HSP70 estudiado que alteran la 

secuencia de aminoácidos resultantes y que discriminan a L. shawi, L. braziliensis, L. 

peruviana, L. guyanensis y a L. naiffi dentro del Complejo Viannia.  Nuestras 

observaciones son compatibles con Montalvo y colaboradores (72) aunque ellos 

manifiestan limitaciones para distinguir L. naiffi de L. panamensis y L. chagasi de L. 

infantum. 

El primer reporte del uso del gen del HSP70 para la determinación de especies del genero 

Leishmania fue hecho por Garcia y colaboradores en el año 2004 utilizando 59 secuencias   

de referencia (71), seis años después este sistema de PCR fue evaluado adicionalmente con 

un conjunto de 45 cepas de referencia del Viejo y del  Nuevo mundo y un conjunto de 

enzimas de restricción que ayudan en la discriminación de especies del género Leishmania 

resultando en un protocolo ampliamente utilizado actualmente para la discriminación de 

especies de Leishmania  sp. (72). Durante la elaboración de este protocolo también se 

describio un grupo de SNPs que conforman sitios de restricción específicos para las 

enzimas mencionadas, sin embargo, no se describe minuciosamente otros polimorfismos 

que podrian tener suficiente señal filogenético para la asignación de especie utilizando el 

concepto filogenético de especie el cual es aplicado en organismos como Leishmania que 

no cumple a cabalidad con el concepto biológico de especie. Debido a la falta de evaluación 

de esta metodologia con un grupo mayor de secuencias de referencia representativas de la 

variabilidad genética encontrada en el gen HSP70 han surgido problemas en la asignación 

de especie por PCR-RFLP como es el caso de L. lindenbergi y L. guyanensis circulando en 

el bioma amázonico en Brasil (102) o en la discriminación de L. guyanensis y L. 

panamensis en Panamá aplicando esta metodología (44). 
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Además, se han reportado variantes  de este gen con propiedades medicas relevantes  con 

diferencias en el numero de sitios de restrición debido a mutaciones puntuales que 

modifican estos sitios y que desafian la discriminación de especie por PCR-RFLP (112) 

Otro aspecto importante que hay que tomar en cuenta en el uso de este gen para el 

diagnóstico molecular y determinación de especie directo de muestras clínicas es su falta 

de sensibilidad. Esta falta de sensibilidad recae en el limitado número de copias de este gen 

lo que hace la detección de parásitos del género Leishmania en muestras clínicas con baja 

parasitemia,  un desafio. En la descripción original del gen HSP70 en L. major, L. 

amazonensis y L. infantum se destaca la organización en arreglos consecutivos de 6 a 8  

copias de este gen  (113). Este bajo número de copias hace necesario el uso de metodologías 

más sensibles para la detección y determinación de  especies,  usando este gen directo en 

muestras clínicas como lo son el PCR en tiempo real o el PCR anidado. Debido a la 

necesidad de disponer de herramientas moleculares locales sensibles y específicas para la 

detección y determinación de especie desarrollamos un PCR anidado para la 

discriminación de especie e implementamos un qPCR para la detección y determinación 

de carga de parásitos del genero Leishmania directo de muestras clínicas. 

Un PCR anidado similar al nuestro, fue inicialmente publicado por Kato y colaboradores 

en el año 2019 y aunque no fue reportada su limite de detección fue utilizado con éxito en 

la discriminación de especie por PCR-RFLP directo de muestras clínicas de pacientes 

ecuatorianos (114).  Sin embargo, los fragmentos externo e interno obtenidos por este 

método tienen un tamaño de 847 pb y 468 pb respectivamente,  lo que posiblemente sea un 

problema para la discriminación de especies de Leishmania sp. utilizando el concepto 

filogenético de especie. Por tal motivo decidimos diseñar un conjunto de cebadores 

internos que amplifican un fragmento mayor (1364 pb) del gen HSP70,  el cual mostró con 

un conjunto de 36 muestras de referencia su potencial para discriminar especies del género 

Leishmania. Utilizando  dos grupos de cebadores en el PCR anidado conseguimos obtener 

un limite de detección de 100 fentogramos utilizando L. panamensis, L. braziliensis y L. 

guyanensis,  lo que equivale a al menos un parásito y sugiere que la técnica es capaz de 

detectar el parásito en muestras clínicas con carga parasitaria baja y determinar la especie 

por métodos filogenéticos. El PCR anidado presentado en este trabajo mostró tener un 

limite de detección similar a otros métodos basados en el mismo gen y utilizados en 
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muestras clínicas con excepción de L. braziliensis en la cual el limite de detección fue 

inferior a 100 fentogramos (115,116). La sensibilidad observada en especies del subgénero 

Viannia con el método empleado en este estudio y la abundancia en polimorfismos a lo 

largo del fragmento amplificado el cual es mayor que los previamente reportados para este 

gen, sugiere la utilidad del mismo para identificar molecularmente las especies del 

subgenero Viannia que circulan en aréas endémicas de Panamá. 

Para corroborar la capacidad del PCR anidado para discriminar especies de 

Leishmania directo de muestras clínicas aplicamos esta metodología a 65 muestras clínicas 

confirmado por el Laboratorio de Referencia de leishmaniasis del Instituto Conmemorativo 

Gorgas de estudios de la Salud como positivas para leishmaniasis. Con la metodologia 

desarrollada en el estudio pudimos amplificar el 100% de las muestras clínicas y 

discriminar la especie por PCR anidada, secuenciación del fragmento amplificado y 

análisis filogenético. Las secuencias del gen  HSP70 de cincuenta y siete muestras  

evaluadas (83%) agruparon en el árbol junto a las cepas de referencia de L. panamensis lo 

que confirma que la mayoria de las muestras clínicas pertenecen a esta especie de 

Leishmania. Este resultado era esperado ya que estudios previos muestran que el 80% de 

los casos de leishmaniasis tegumentaria en el país son causadas por esta especie de 

Leishmania (1,16). 

  Además de L. panamensis, encontramos en 10 personas que participan  del estudio 

(16%) una especie de Leishmania del subgénero Viannia que se ubicó en  el árbol 

filogenético dentro de las especies del complejo guyanensis,  agrupando especificamente 

con una cepa de referencia de L. shawi. Sin embargo, encontramos cinco SNPs que separan 

las secuencias de esta especie de la de la cepa de referencia de L. shawi que es un numero 

de polimorfismos mayor que los que separan a  L. panamensis de L. guyanensis con esta 

metodología,  los cuales son solamente dos. Para resolver el estatus de esta especie dentro 

del complejo guyanensis es necesario el aislamiento y posterior uso de un conjuntos de 

otros marcadores moleculares o incluso el uso de genomas completos, además de las 

características biológicas y epidemiológicas que ayuden a aplicar el concepto filogenético 

de especie para identificar definitivamente esta especie de Leishmania. Por otro lado, la 

secuencias de HSP70 de dos  de las muestras clínicas obtenidas en nuestro estudio 
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agruparon  con secuencias de referencia de L. braziliensis en el árbol filogenético. Un 

estudio previo utilizando un fragmento menor del gen de HSP70 para la discriminación de 

especies de Leishmania reportó la presencia en baja frecuencia de L. braziliensis en algunos 

lugares endémicos de nuestro país además de L.naifi y L. guyanensis (117). No cabe duda 

de que cambios ecológicos relacionados a actividades y movimiento poblacional con 

cambios demográficos subsecuentes han facilitado la participación de especies del 

subgenero Viannia  eminentemente silvestres en ciclos de transmisión 

doméstico/peridoméstico de la enfermedad. Este cambio amerita el desarrollo de técnicas 

sensibles como las técnicas moleculares desarrolladas en este estudio que ayuden al sistema 

de vigilancia epidemiológico a identificar las espécies locales de Leishmania y conocer su 

distribución en el país. 

El advento de la biología molecular y el desarrollo de nuevos métodos de 

secuenciación masiva,  además de la disponibilidad actual de equipos biomédicos avanzado 

ha permitido el desarrollo de métodos moleculares sensibles y específicos que facilitan el 

estudio de agentes etiológicos de importancia médica. Este es el caso del qPCR, la 

evolución actual del PCR convencional, el cual permite el monitoreo en tiempo real de la 

amplificación de blancos moleculares, la cuantificación de la carga y estudios de la 

expresión genética de agentes etiológicos específicos. La sensibilidad de esta técnica se 

estima ser de 10 a 100 veces superior a la del PCR convencional y como se detecta la 

emisión de fluorescencia durante la acumulación del producto amplificado en el mismo 

tubo de PCR,  se evita etapas posteriores que aumentan las probabilidades de 

contaminación en el laboratorio. Al día de hoy, no existe un método y flujo de trabajo 

consenso utilizando técnicas  altamente sensibles y específicos como el qPCR  para la 

detección de parásitos del género Leishmania y determinación de su carga directo de 

muestras clínicas que ayuden en el manejo del paciente con la enfermedad.  El desarrollo 

del flujo de trabajo de esta técnica debe implicar el uso de controles externos  e internos y 

de amplificación que faciliten la detección confiable del parásito y eviten el reporte de 

falsos positivos y negativos en los laboratorios de las redes de diagnóstico de leishmaniasis 

en las Américas. 
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Los marcadores mayormente empleados en la detección y determinación de carga 

parasitaria directo de muestras clínicas de Leishmania sp. en la actualidad son segmentos 

específicos de los genes kDNA y 18s rDNA .   Estos dos marcadores debido a su alto 

número de cópias, 200 a 400 en el caso del 18S rDNA y 10,000 a 20,000 en el caso del 

kDNA han demostrado un limite de detección y de determinación de carga de DNA 

equivalente a 1.0 x 10-1 parásitos/mililitro y 1 x 10-2 parásitos/mililitro para los marcadores 

18S rDNA y kDNA, respectivamente (118,119). 

Protocolos qPCR basados en estos dos marcadores han demostrado la capacidad de 

detectar bajas cargas parasitarias de parásitos del genero Leishmania en muestras clínicas 

por lo que  son considerados excelentes candidatos para su implementación como métodos 

de elección para detectar y determinar  carga parasitaria del  género Leishmania en 

muestras clínicas.  

La implementación de técnicas sensibles, específicas y que ayuden en la detección 

del agente causal y en el manejo del paciente sobretodo en enfermedades negligenciadas 

es de suma importancia para los programas de vigilancia y control locales y regionales. La 

enfermedad de leishmaniasis es considerada una enfermedad desatendida la cual 

actualmente no cuenta con un flujo de trabajo común para la detección molecular de 

parásitos del género Leishmania en las Américas. Esto quiere decir que no existe un 

consenso en los protocolos para la detección del parásito en los países latinoamericanos y 

la mayoria de estas metodologías establecidas difieren en aspectos importantes como lo 

son el tipo de marcador molecular empleado, los métodos de extracción, controles de 

calidad interno y externo y los métodos moleculares empleados para la detección. Esto 

lleva a los laboratorios de investigación y de la red diagnóstica de países endémicos a 

establecer protocolos con marcadores moleculares cuyo desempeño ya haya sido evaluado 

en estudios científicos.  En este sentido, los marcadores más utilizados para la detección y 

determinación de carga parasitaria directo de muestras clínicas son el 18S rDNA y DNA 

del cinetoplasto (kDNA) de parásitos del genero Leishmania sp.   Ambos marcadores han 

mostrado  alta eficiencia y alta sensibilidad en los  limites de detección y determinación de 

carga parasitaria cuando fueron utilizados en muestras clínicas. Por este motivo decidimos 

implementar un protocolo de qPCR  basado en sondas taqman utilizando kDNA como 
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marcador molecular con el propósito de detectar el parásito y su carga en muestras clínicas 

de pacientes sospechosos de leishmaniasis. Protocolos basado en las regiones conservadas 

de los minicírculos de Leishmania sp. han demostrado una gran sensibilidad debido al 

número de cópias de este marcador (10,000 minicirculos) lo que lo hace ideal para la 

detección y determinación de carga de parásitos de este genero (16,120–122). 

El uso del método de qPCR implementado en nuestro laboratorio en conjunto con la 

toma de muestra directo de la lesión utilizando  un dispositivo citológico (citology brush) 

mostró una eficacia en la detección del parásito en muestras clínicas de alrededor de 100% 

cuando se comparó con la detección hecha mediante PCR convencional basado en nested 

PCR utilizado en este estudio para determinar especie. Otros protocolos basado en la 

detección mediante qPCR aunado a una toma de muestra utilizando cepillos citológicos o 

palillos de algodón demostrarón una excelente sensibilidad en la detección de parásitos del 

subgénero Viannia directo de muestras clínicas ulceradas  (99). 

 La toma de muestra utilizando estos dispositivos citológicos representan formas 

menos invasivas de obtener suficiente material de la dermis que permita la detección y 

determinación de carga del parásito en muestras clínicas de Leishmania. Al ser menos 

invasivo la toma de muestras se podrian utilizar en lesiones ulceradas en el rostro, 

extremidades y tronco de las personas afectadas como también en lesiones mucocutáneas 

del paladar blando facilitando la detección y determinación de carga en este tipo de 

muestras. Además, el uso del citology brush junto a un amortiguador que preserve a 

temperatura ambiente el material genético del parásito facilitaria el transporte de las 

muestras desde regiones de dificil acceso a centros de referencia en donde se utilice 

métodos moleculares como el qPCR para la detección molecular del parásito. Además, la 

implementación de un ensayo dúplex utilizando un control interno, el gen que codifica la 

RNAseP humana, permite la determinación de falsos negativos y la presencia de posibles 

inhibidores en la muestra de ADN extraída lo que garantiza una detección y determinación 

de carga de una manera confiable. El desarrollo de un método para la detección de parásitos 

del genero Leishmania requieren la utilización de controles en etapas criticas del protocolo 

como lo son la etapa de extracción del material genético y detecccion del marcador 

molecular empleado (123). En este sentido la adición de estos controles al protocolo 
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empleado en este estudio nos permitió implementar un método de qPCR capaz de detectar 

y determinar la carga parasitaria de parásitos del subgenero Viannia directo de muestras 

clínicas con los requerimientos de calidad necesarios para garantizar la confiabilidad del 

resultado final. De hecho la tendencia actual es incorporar este tipo de controles en 

protocolos de qPCR como los previamente descritos basado en los marcadores moleculares 

18 rDNA y kDNA. 

Durante la implementacion encontramos un límite de deteccion y determinación de carga 

similar a los antes reportados para este marcador alcanzando un límite de detección y 

cuantificación de DNA equivalente a 10-2 parásitos por reacción. Esto garantiza la 

detección y cuantificación de cargas menores de un parásito en muestras clínicas de 

leishmaniasis utilizando el método ya implementado en el laboratorio. Valores similares 

de deteccción y determinación de carga utilizando este marcador ya habian sido 

previamente reportados (84). De hecho en las muestras clínicas evaluadas en este estudio 

se determinaron cargas tan bajas como 1.000000000E-02 parásitos equivalentes / µg de células 

humanas y tan altas como 8.634670455E+23 parásitos equivalentes / µg de células humanas. 

Al correlacionar las variables estudiadas con la carga parasitaria encontrada en las 

lesiones de los pacientes no encontramos diferencia significativa entre el promedio de 

carga parasitaria y las variables sexo, edad, especie de Leishmania y tamaño de la lesión.  

Estudios previos que relacionaron carga parasitaria con las mismas  variables tampoco 

encontraron correlación (84, 91). En estos estudios se emplearon los marcadores kDNA y 

18s rDNA y no se encontrarón diferencias significativas entre el tamaño de la lesión, edad, 

sexo o especie de Leishmania y la carga parasitaria determinada.  Sin embargo,  la  mayoría 

de nuestras secuencias(83%) fueron clasificadas como L. panamensis y procedían de 

lesiones con menos de 5 meses de evolución y pudimos observar por lo general alta carga 

de parásitos mediante la cuantificación por kDNA. 

 Las lesiones de leishmaniasis tegumentaria son el resultado final de la interacción 

entre el parásito y el hospedero humano y factores genéticos del parásito e inmunogenética 

del hospedero afectan directamente el desenlace final de la enfermedad. El tamaño de la 

lesión puede ser considerado como un producto de la severidad de la enfermedad y debido 

a la falta de relación entre carga parasitaria y tamaño de la lesión, marcadores 
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inmunológicos de cura o severidad de la enfermedad podrían ser utilizados como 

alternativa. En el caso de L. panamensis, el principal agente etiológico de la leishmaniasis 

tegumentaria en Panamá, los linfocitos T reguladores tienen un rol importante en la 

regulación negativa de la experesión de citocinas inflamatorias lo que lleva a una 

disminución del reclutamiento de estas células por el hospedero lo que lleva a una 

reducción del tamaño de la lesión (124). 

 Por otro lado,  estudios in vivo de  L. braziliensis  han encontrado que la subfamilia de la 

interleucina 10 es esencial para el proceso de cura de la enfermedad manteniendo las 

propiedades de reparación de la piel y limitando la patologia independiente del control del 

parásito (125).  Es evidente que biomarcadores inmunológicos como los niveles de citocina 

podrían ser una alternativa factible para la investigación de la  patogénesis de la enfermedad 

(126,127) 

Pensamos que nuestra técnica qPCR con los biomarcadores kDNA y RNAseP puede 

ser utilizada en Panamá  para ayudar al manejo de pacientes en la detección de parásitos 

del subgénero Viannia y monitorear, futuramente,  si la carga parasitaria  puede determinar 

el éxito del tratamiento  o la falla terapéutica.  Nuestra técnica podría ser empleada para 

detección de parásitos de Leishmania sp.,   prognosis del tratamiento y en el tamizaje de 

vectores. La estandarización y validación de un método qPCR consenso permite la 

posibilidad de ofrecer una técnica altamente especializada a los centros de diagnóstico en 

Panamá, facilitando de este modo la detección de Leishmania sp. en casos específicos en 

donde los métodos parasitológicos clásicos no tienen sensibilidad. 

 

 

 

 

 



 

75 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7.0  CONCLUSIONES 
  



 

76 

 

• Determinamos que el fragmento interno evaluado con 1364 pb correspondiente 

al gen HSP70 demostró suficientes polimorfismos para discriminar los 

subgéneros Leishmania y Viannia y también para discriminar especies dentro 

del subgénero Viannia. 

 

• Corroboramos que Leishmania panamensis es el  agente causal de la mayoría de 

las lesiones por causa de la  leishmaniasis tegumentaria en Panamá. 

 

• Determinamos que 16 % de los individuos que participaron en nuestro estudio 

están parasitados con una especie de Leishmania dentro del complejo 

guyanensis, relacionada evolutivamente con L. shawi, pero con 5 SNPs que la 

separan de L.shawi, que es una cantidad mayor de SNPs de los que separan a L. 

panamensis de  L.guyanensis, sin embargo,  mediante el análisis de proteínas  la 

especie fue clasificada como una variante de  L. panamensis, por lo cual es 

necesario realizar otros estudios para ubicar esta variante dentro del subgénero 

Viannia. 

 

• Corroboramos que no existe relación entre la carga parasitaria y el tamaño de la 

lesión cutánea en los individuos afectados con leishmaniasis tegumentaria. 

También corroboramos que no existe relación entre la carga parasitaria y otras 

variables como edad, sexo, tiempo de evolución de la lesión o la especie de 

Leishmania, lo que nos sugiere que las lesiones de leishmaniasis tegumentaria 

son el resultado final de la interacción entre el parásito y el hospedero humano 

y factores genéticos del parásito e inmunogenética del hospedero que afectan 

directamente el desenlace de la enfermedad. 

 

• Concluimos que en conjunto nuestras metodología de PCR anidada y la qPCR 

aplicadas en este estudio son sumamente eficaces para la detección, 

discriminación y cuantificación de Leishmania sp. 
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8.0 RECOMENDACIONES 

 

Nuestras recomendaciones son las siguientes: 

● Validar nuestra metodología para uso en el sistema de salud público en Panamá. 

● Desarrollar más estudios con nuevos biomarcadores para asociar la patogénesis del 

parásito a la enfermedad y que permitan detectar identificar y cuantificar al parásito 

mediante qPCR.  

● Dirigir los estudios hacia la solución y prognosis de la enfermedad, monitoreo del 

tratamiento y evaluación de las terapias aplicadas. 

● Realizar tamizajes de vectores y reservorios para comprender mejor las 

interacciones parásito-hospedero que permitan un manejo integral de este gran 

problema de salud pública en Panamá. 
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