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RESUMEN 

En Bolivia, la leishmaniosis tegumentaria (LT) abarca siete de los nueve departamentos, siendo 

uno de los países que presenta un mayor número de casos de leishmaniosis mucosa (LM) o 

leishmaniosis mucocutánea (LMC). Debido a que existen enfermedades tropicales de otra 

etiología, que presentan una clínica similar, y a la toxicidad, elevado coste y escasa disponibilidad 

de los fármacos utilizados en el tratamiento, es necesario la confirmación de la enfermedad por 

técnicas de laboratorio. El diagnóstico de la leishmaniosis, se realiza por examen parasitológico 

directo (EPD) y cultivo, siendo el primero el mas utilizados en laboratorios de baja complejidad 

mientras que el cultivo se realiza en laboratorio de referencia. La caracterización de especies de 

Leishmania en el país se realiza en forma esporádica y solo con fines epidemiológicos o de 

investigación y la técnica utilizada es la PCR-RFLP. Dicha caracterización permitiría realizar el 

pronóstico de la enfermedad, mejorar su seguimiento y actualizar la distribución epidemiológica 

de las cepas que circulan en Bolivia. El objetivo general del presente trabajo es optimizar el 

diagnóstico parasitológico de la LT y caracterizar la/s especie/s de Leishmania causante/s del 

cuadro clínico en pacientes que asisten al Laboratorio de Parasitología de la Facultad de Medicina 

de la UMSS en Cochabamba, Bolivia. La caracterización se ha realizado mediante secuenciación 

del fragmento de 1245 pb del gen hsp70 y el MALDI-TOF MS, analizándose 55 cepas aisladas de 

44 pacientes. Se identificaron 44 cepas del complejo L. braziliensis, 2 cepas de L. lainsoni, 1 cepa 

de L. guyanensis y 8 cepas del complejo L. mexicana. La caracterización por secuanciación del 

complejo L. braziliensis reveló la presencia de L. braziliensis “sensu stricto”, L. peruviana, una 

tercera posible especie, L. braziliensis outlier, y 2 posibles híbridos de L. braziliensis/L. peruviana. 

MALDI-TOF, ha caracterizado de forma correcta todas las cepas de Leishmania a nivel de género, 

subgénero y complejo y el 81,8% a nivel de especie. Las cepas mal identificadas correspondieron 

a 1 cepa de L. peruviana, identificada como L. braziliensis s.str., 2 híbridos L. braziliensis/L. 

peruviana, identificadas como L. braziliensis, 2 L. mexicana, identificadas como L. amazonensis, 

y 5 híbridos de L. mexicana/L. amazonensis identificadas como L. amazonensis (2) y L. garnhami 

(3). Tan sólo 1 de las cepas del complejo L. mexicana fue correctamente identificada como L. 

amazonensis. Si se eliminan los híbridos, se incrementa el rendimiento del MALDI-TOF al 93,5%, 

por lo que, debido a su rapidez en la obtención de resultados, su simplicidad, el menor coste para 

la identificación de aislamientos de Leishmania, una vez obtenido el cultivo, y su facilidad de 
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integrarse a un laboratorio clínico, podría constituirse como una estrategia de caracterización de 

especies de Leishmania en países endémicos donde aún no se tienen implementada la 

caracterización molecular. El complejo L. braziliensis ha presentado una gran diversidad genética 

por secuenciación, caracterizándose 9 genotipos diferentes de L. braziliensis outlier en 16 cepas 

analizadas en relación a L. braziliensis (6 genotipos en 24 cepas) y L. peruviana (1 genotipo en 1 

cepa), característica que la posiciona a mayor distancia genética de L. braziliensis y L. peruviana. 

Es la primera vez que se aisla L. peruviana en Bolivia, en un paciente con LM y con falla 

terapéutica (FT). También se ha aislado L. braziliensis s. str. de LM en 8 pacientes, 6 de éstos con 

FT, y L. braziliensis outlier de 1 paciente, ninguno con FT. La evaluación de las técnicas 

parasitológicas (EPD, cultivo en TSTB, minicultivo y microcultivo en medio Schneider) utilizando 

dos tipos de muestras (aspirado: 121 y raspado: 121), ha permitido demostrar que el raspado de 

los bordes de la lesión es más sensible (81%) que el aspirado (78%) para el diagnóstico de LT, 

independientemente de la técnica utilizada. El porcentaje de positividad en los cultivos, aumenta 

con el tiempo de cultivo, independientemente del método utilizad hasta el día 28, por lo que sugiere 

que los cultivos deben mantenerse durante este tiempo. A pesar de observarse contaminación 

bacteriana, por levaduras y hongos filamentosos en un 18,32% de los cultivos, se observó 

crecimiento de las leishmanias en un 17% de los medios contaminados. Si bien el EPD puede 

seguir utilizándose en el diagnóstico de la LT dada la simplicidad en su ejecución, la seguridad 

para el personal de laboratorio y el menor traumatismo para el paciente, se recomienda la 

implementación del cultivo en TSTBS en el diagnóstico de la LT por su sensibilidad (98%), buena 

correlación con el estándar de diagnóstico (k-Cohen 0,88) y coeficiente de fiabilidad satisfactorio 

(-Cronbach ≥0,91), siendo necesario capacitar al personal de los laboratorios de segundo y tercer 

nivel en Bolivia para su implementación. 

 

ABSTRACT 

In Bolivia, tegumentary leishmaniasis (TL) covers seven of the nine departments, being one of the 

countries with the highest number of cases of mucosal leishmaniasis (ML) or mucocutaneous 

leishmaniasis (MCL). Because there are tropical diseases of other etiologies, which present similar 

symptoms, and due to the toxicity, high cost and limited availability of the drugs used in the 

treatment, confirmation of the disease by laboratory techniques is necessary. The diagnosis of 
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leishmaniasis is made by direct parasitological examination (DPE) and culture, the first being the 

most used in low complexity laboratories while the culture is performed in a reference laboratory. 

The characterization of Leishmania species in the country is carried out sporadically and only for 

epidemiological or research purposes and the technique used is PCR-RFLP. Such characterization 

would allow for the prognosis of the disease, improving its monitoring and updating the 

epidemiological distribution of the strains circulating in Bolivia. The general objective of the 

present work is to optimize the parasitological diagnosis of TL and characterize the Leishmania 

species(s) causing the clinical picture in patients attending the Parasitology Laboratory of the 

Faculty of Medicine of the UMSS in Cochabamba, Bolivia. The characterization was carried out 

by sequencing the 1245 bp fragment of the hsp70 gene and MALDI-TOF MS, analyzing 55 strains 

isolated from 44 patients. 44 strains of the L. braziliensis complex, 2 strains of L. lainsoni (2), 1 

strain of L. guyanensis and 8 strains of the L. mexicana complex were identified. Characterization 

by sequencing of the L. braziliensis complex revealed the presence of L. braziliensis “sensu 

stricto”, L. peruviana, a third possible species, L. braziliensis outlier, and 2 possible hybrids of L. 

braziliensis/L. peruviana. MALDI-TOF has correctly characterized all Leishmania strains at the 

genus, subgenus and complex level and 81.8% at the species level. The misidentified strains 

corresponded to 1 L. peruviana strain, identified as L. braziliensis s.str., 2 L. braziliensis/L. 

peruviana, identified as L. braziliensis, 2 L. mexicana, identified as L. amazonensis, and 5 hybrids 

of L. mexicana/L. amazonensis, identified as L. amazonensis (2) and L. garnhami (3). Only 1 of 

the strains of the L. mexicana complex was correctly identified as L. amazonensis. If the hybrids 

are eliminated, the performance of MALDI-TOF increases to 93.5%, therefore, due to its speed in 

obtaining results, its simplicity, the lower cost for the identification of Leishmania isolates, once 

the culture obtained, and its ease of integration into a clinical laboratory, could be constituted as a 

strategy for characterization of Leishmania species in endemic countries where molecular 

characterization has not yet been implemented. The L. braziliensis complex has presented great 

genetic diversity by sequencing, characterizing 9 different genotypes of L. braziliensis outlier in 

16 strains analyzed in relation to L. braziliensis (6 genotypes in 24 strains) and L. peruviana (1 

genotype in 1 strain), a characteristic that positions it at greater genetic distance from L. 

braziliensis and L. peruviana. This is the first time that L. peruviana has been isolated in Bolivia, 

in a patient with ML and therapeutic failure (TF). L. braziliensis s.str. has also been isolated of 
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ML in 8 patients, 6 of them with TF, and L. braziliensis outlier in 1 patient, none of them with TF. 

The evaluation of parasitological techniques (DPE, culture in TSTB, miniculture and microculture 

in Schneider medium) using two types of samples (aspirate: 121 and scraping: 121), has allowed 

us to demonstrate that scraping the edges of the lesion is more sensitive (81%) than aspirate (78%) 

for the diagnosis of TL, regardless of the technique used. The percentage of positivity in cultures 

increases with culture time, regardless of the method used until day 28, which suggests that 

cultures should be maintained during this time. Despite bacterial contamination, yeasts and 

filamentous fungi being observed in 18.32% of the cultures, leishmania growth was observed in 

17% of the contaminated media. Although the DPE can continue to be used in the diagnosis of TL, 

given the simplicity in its execution, the safety for laboratory personnel and the lesser trauma for 

the patient, the implementation of culture in TSTBS is recommended in the diagnosis of TL by its 

sensitivity (98%), good correlation with the diagnostic standard (k-Cohen 0.88) and satisfactory 

reliability coefficient (-Cronbach ≥0.91), making it necessary to train the personnel of the second 

and third level laboratories in Bolivia for its implementation. 

 

RÉSUMÉ 

En Bolivie, la leishmaniose tégumentaire (LT) couvre sept des neuf départements, étant l'un des 

pays avec le plus grand nombre de cas de leishmaniose muqueuse (LM) ou de leishmaniose 

cutanéo-muqueuse (LCM). Étant donné qu'il existe des maladies tropicales d'autres étiologies, qui 

présentent des symptômes similaires, et en raison de la toxicité, du coût élevé et de la disponibilité 

limitée des médicaments utilisés pour le traitement, la confirmation de la maladie par des 

techniques de laboratoire est nécessaire. Le diagnostic de la leishmaniose se fait par examen 

parasitologique direct (EPD) et culture, le premier étant le plus utilisé dans les laboratoires de 

faible complexité tandis que la culture est réalisée dans un laboratoire de référence. La 

caractérisation des espèces de Leishmania dans le pays est réalisée de manière sporadique et 

uniquement à des fins épidémiologiques ou de recherche et la technique utilisée est la PCR-RFLP. 

Une telle caractérisation permettrait d'établir le pronostic de la maladie, d'améliorer sa surveillance 

et d'actualiser la répartition épidémiologique des souches circulant en Bolivie. L'objectif général 

du présent travail est d'optimiser le diagnostic parasitologique de la LT et de caractériser la ou les 

espèces de Leishmania provoquant le tableau clinique chez les patients fréquentant le Laboratoire 
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de Parasitologie de la Faculté de Médecine de l'UMSS de Cochabamba, Bolivie. La caractérisation 

a été réalisée par séquençage du fragment de 1245 pb du gène hsp70 et MALDI-TOF MS, en 

analysant 55 souches isolées de 44 patients. 44 souches du complexe L. braziliensis, 2 souches de 

L. lainsoni, 1 souche de L. guyanensis et 8 souches du complexe L. mexicana ont été identifiées. 

La caractérisation par séquençage du complexe L. braziliensis a révélé la présence de L. 

braziliensis "sensu stricto », L. peruviana, une troisième espèce possible, L. braziliensis atypique 

et 2 hybrides possibles de L. braziliensis/L. peruviana. MALDI-TOF MS a correctement 

caractérisé toutes les souches de Leishmania au niveau du genre, du sous-genre et du complexe et 

81,8 % au niveau de l'espèce. Les souches mal identifiées correspondaient à 1 souche de L. 

peruviana, identifiée comme L. braziliensis s.str., 2 L. braziliensis/L. peruviana, identifiées 

comme L. braziliensis, 2 L. mexicana, identifiées comme L. amazonensis, et 5 hybrides L. 

mexicana/L. amazonensis identifiés comme L. amazonensis (2) et L. garnhami (3). Seule une des 

souches du complexe L. mexicana a été correctement identifiée comme étant L. amazonensis. Si 

les hybrides sont éliminés, la performance de MALDI-TOF augmente à 93,5%, donc, en raison de 

sa rapidité d'obtention des résultats, de sa simplicité, du moindre coût pour l'identification des 

isolats de Leishmania, une fois la culture obtenue, et de sa facilité d'intégration en laboratoire 

clinique, pourrait constituer une stratégie de caractérisation des espèces de Leishmania dans les 

pays endémiques où la caractérisation moléculaire n'a pas encore été mise en œuvre. Le complexe 

L. braziliensis a présenté une grande diversité génétique par séquençage, caractérisant 9 génotypes 

différents de L. braziliensis atypique dans 16 souches analysées en relation avec L. braziliensis (6 

génotypes dans 24 souches) et L. peruviana (1 génotype dans 1 souche), une caractéristique qui la 

positionne à une plus grande distance génétique de L. braziliensis et L. peruviana. C'est la première 

fois que L. peruviana est isolée en Bolivie, chez un patient atteint de LM et d'échec thérapeutique 

(ET). L. braziliensis s.str. a également été isolée de LM chez 8 patients, dont 6 avec ET, et de L. 

braziliensis atypique chez 1 patient, aucun d'entre eux avec ET. L'évaluation des techniques 

parasitologiques (EPD, culture en TSTB, miniculture et microculture en milieu Schneider) utilisant 

deux types d'échantillons (aspiration : 121 et grattage : 121), a permis de démontrer que le grattage 

des bords de la lésion est plus sensible (81%) que l’aspiration (78%) pour le diagnostic de la LT, 

quelle que soit la technique utilisée. Le pourcentage de positivité dans les cultures augmente avec 

la durée de la culture, quelle que soit la méthode utilisée, jusqu'au jour 28, ce qui suggère que les 
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cultures doivent être maintenues pendant cette période. Malgré une contamination bactérienne, des 

levures et des champignons filamenteux étant observés dans 18,32% des cultures, une croissance 

des leishmanies a été observée dans 17% des milieux contaminés. Bien que l'EPD puisse continuer 

à être utilisé dans le diagnostic de la LT compte tenu de la simplicité de son exécution, de la 

sécurité du personnel de laboratoire et du moindre traumatisme pour le patient, la mise en œuvre 

de la culture en TSTBS est recommandée dans le diagnostic de la LT par sa sensibilité (98%), 

bonne corrélation avec la standard de diagnostic (k-Cohen 0,88) et le coefficient de fiabilité 

satisfaisant (-Cronbach ≥0,91), rendant nécessaire la formation du personnel des laboratoires de 

deuxième et troisième niveaux en Bolivie pour sa mise en œuvre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________________ 

8 
 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 

 

  



INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________________ 

9 
 

I. INTRODUCCIÓN 

 

 1.1 LAS LEISHMANIOSIS COMO ENFERMEDADES DESATENDIDAS 

Las leishmaniosis constituyen una de las veinte enfermedades infecciosa desatendidas (Gyorkos 

et al., 2023), que afectan, principalmente, a las personas más pobres que no tienen mucho acceso 

defictario a los servicios de salud (OPS/OMS, 2022a). El agente causal de las leishmaniosis, son 

diferentes especies de protozoos del género Leishmania, que incluyen más de 20 especies capaces 

de infectar a los seres humanos y a los animales (Akhoundi et al., 2016). La transmisión se produce 

a través de la picada de hembras de insectos dípteros flebotominos (OPS/OMS, 2019; World 

Health Organization, 2022). 

El ser humano infectado con Leishmania, puede presentar un conjunto de síndromes clínicos que 

pueden comprometer la piel, las mucosas y las vísceras (OPS/OMS, 2019). La enfermedad, está 

asociada a la malnutrición, la presencia de otras enfermedades concomitantes, los desplazamientos 

de población, las malas condiciones de vivienda y saneamiento ambiental, la debilidad del sistema 

inmunitario, la falta de recursos y medidas de protección, así como también a los cambios 

ambientales, como la deforestación, los sistemas de riego y la urbanización (Alvar et al., 2006; 

Valero & Uriarte, 2020). A parte de las dificultades económicas, los desastres naturales, conflictos 

armados y turismo son la causa de que poblaciones susceptibles migren a zonas endémicas, donde 

la exposición a la infección puede dar lugar a epidemias (Reithinger et al., 2007). 

En Latinoamérica constituye un problema de salud de gran magnitud, por el aumento del número 

de casos y por el impacto socioeconómico y psicológico de la enfermedad (Sandoval & Minaya, 

2011). Este problema radica en que la detección y el tratamiento de los pacientes depende del 

médico y profesionales de la salud, por lo que las acciones de control de la enfermedad sólo se 

dirigen a los entornos biomédicos y raramente se observan acciones político-sociales organizadas. 

Por estos motivos, la enfermedad está relacionada a bajos niveles de escolaridad en la población, 

con casos dispersos en una vasta extensión geográfica, agravándose por ser indebidamente 

conocida como enfermedad que no lleva a la muerte (DNDi, 2017). 

En el Nuevo Mundo (NM), el riesgo histórico de la leishmaniosis cutánea (LC) aparece asociado 

de manera positiva, en forma decreciente, con los conglomerados Amazónico, Andino y Sabana. 
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La falta de terrenos agrícolas en las zonas andinas de países endémicos, ha provocado la migración 

de poblaciones no inmunes hacia explotaciones agrícolas en las selvas de la cuenca amazónica o 

cercanas a ella, donde la LC es endémica (Maia-Elkhoury et al., 2021; OMS, 2010) 

En el Viejo Mundo (VM), en zonas pobres como en la India, a pesar de los avances en el 

diagnóstico, el tratamiento y la investigación científica básica, la leishmaniosis continúa arraigada 

en la pobreza y sigue siendo desatendida, por un control inadecuado de los vectores, la falta de 

vacuna y el acceso insuficiente para desarrollar nuevos medicamentos asequibles (Murray et al., 

2005). Por su parte, en Etiopia, si bien existe un programa para leishmaniosis visceral (LV), no 

existe un programa nacional de LC que desarrolle tratamiento para esta patología, debido que no 

existe información científica suficiente para su control (DNDi, 2018).  

 

1.1.1 FORMAS CLÍNICAS DE LAS LEISHMANIOSIS 

Las leishmaniosis se caracterizan por un gran polimorfismo clínico, que dependiendo de la especie 

de Leishmania involucrada y la respuesta inmune del hospedador, puede manifestarse como 

formas clínicas cutáneas (LC) autolimitadas, hasta formas más graves como la leishmaniosis 

mucosa (LM) o mucocutánea (LMC), y la LV (OPS/OMS, 2017). Las leishmaniosis que afectan a 

la piel y mucosas, se conocen como leishmaniosis tegumentaria (LT). 

La infección se inicia con la picadura del flebotomino en el ser humano, produciendo luego una 

mácula de aproximadamente medio centímetro de diámetro, usualmente rodeada de un halo más 

claro, que perdura de 1 a 2 días. El período de incubación varía entre 2 semanas y 2 meses 

(OPS/OMS, 2019). Los individuos infectados por Leishmania pueden presentar un amplio 

espectro de síntomas clínicos (polimorfismo clínico) (Bastien, 2011). 

La respuesta Th1 primaria, se traduce en el control de los parásitos intracelulares y bajos niveles 

de parasitemia; en la respuesta Th2 la neutralización de anticuerpos es ineficaz contra el parásito 

intracelular y se da una mayor carga parasitaria con diseminación que conduce a una enfermedad 

visceral o a la cutánea diseminada (LCD) (Mann et al., 2021). En América latina, la forma clínica 

más prevalente es la LC (92,6%) siendo mucho menor la de LMC (4,5%) (Goto & Lauletta 

Lindoso, 2010; OPS/OMS, 2022b) . La LV se presenta con prevalencias más bajas.  
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1.1.1.1 Leishmaniosis cutánea 

La LC constituye la forma más compleja de diagnosticar, por la diversidad de lesiones cutáneas 

que provoca. Las LC, clínicamente queden presentarse como lesiones cutáneas localizadas (LCL), 

cutáneas difusas o diseminada (LCD), LM o LMC y LC post-kala- azar (Mokni, 2019).  

Producida la infección, y después de un periodo prepatente, aparece un eritema en el lugar de la 

picadura que da lugar a una pápula y, posteriormente, a los tres meses de la infección, a una lesión 

ulcerada, redondeada e indolora, que va aumentando progresivamente de tamaño (Murray et al., 

2005; OPS/OMS, 2019; Reithinger et al., 2007). Las úlceras cutáneas pueden ser únicas o 

múltiples, lesiones satélites o linfangitis nodular (Aramayo et al., 2022; De Vries, et al., 2015). En 

la LCL las lesiones pueden autocurarse, dejando una cicatriz cutánea de por vida que puede causar 

un trauma en los individuos que la presentan (Reithinger et al., 2007). 

La LCD, se caracteriza por múltiples pápulas y nódulos no dolorosos, no ulcerosos y diseminados 

semejante a la lepra lepromatosa, pudiendo cubrir todo el cuerpo (Burza, et al., 2018; Reithinger 

et al., 2007). Las regiones más afectadas son las orejas, la nariz, el labio superior, las mejillas, 

piernas, manos y antebrazos y tobillos (Torres-Guerrero et al., 2017). También pueden presentarse 

lesiones nodulares con linfangitis (Mokni, 2019). Es difícil de tratar y no se autocura (Reithinger 

et al., 2007). 

La LC post-kala- azar da lugar a lesiones cutáneas que suelen presentarse como pequeños nódulos 

o ulceraciones. 

 

1.1.1.2 Leishmaniosis mucosa y leishmaniosis mucocutánea 

La LM, constituye otra de las importantes manifestaciones clínicas de la LT del NM, también 

conocida como “espundia”. La diseminación del parásito de las lesiones cutáneas a las mucosas 

parece ser a través del sistema linfático o los vasos sanguíneos. La LMC comienza con inflamación 

y congestión nasal, seguida de ulceración de la mucosa nasal y perforación del tabique (Reithinger 

et al., 2007). En algunos casos, causa una destrucción extensa de las cavidades oronasal y faríngea 

con lesiones desfigurantes (Bañuls et al., 2007). Es muy difícil de tratar, se acompaña 

frecuentemente de infecciones bacterianas secundarias permanentes y nunca cura 

espontáneamente. La LM es potencialmente mortal, puede provocar desfiguración permanente, 
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por lo que debe de diagnosticarse y tratarse rápidamente (Burza et al., 2018). En ocasiones, la LM 

se origina después de que haya curado una LC, pero hay ocasiones en que se presentan de forma 

concomitante dando lugar a una LMC (Reithinger et al., 2007). 

Existen varios informes que indican que los casos de LM del VM son menos graves que los del 

NM y que tienen una tasa más baja de afectación de la cavidad nasal (15% y 90%, 

respectivamente), así como un mejor pronóstico después del tratamiento (82%) (Mathison & 

Bradley, 2022). 

 

1.1.1.3 Leishmaniosis visceral 

La LV sistémica, que afecta a órganos internos como el hígado, el bazo y médula ósea, es letal si 

no se trata adecuadamente (De Vries et al., 2015). Afecta principalmente a los niños menores de 

cinco años y puede estar asociada a la desnutrición, condiciones de inmunosupresión como VIH-

SIDA y a otras comorbilidades (OPS/OMS, 2019). La LV puede presentarse en forma subclínica, 

oligosintomática y sintomática y pueden presentarse recaídas a los 6 - 12 meses después de 

administrar un tratamiento aparentemente eficaz, o reactivación tardía (Murray et al., 2005). Los 

signos clínicos más frecuentes son la fiebre, palidez de las mucosas, debilidad, sudores nocturnos, 

anorexia y pérdida de peso, y progresan durante semanas o meses. Se acompaña de 

hepatoesplenomegalia y/o adenopatías, pérdida de peso progresiva, aumento del volumen 

abdominal, anemia, leucopenia o trombocitopenia e hipergammaglobulinemia. Si no se trata puede 

producir caquexia profunda, afectación multisistémica, epistaxis y muerte (Bañuls et al., 2011; 

Burza et al., 2018; Murray et al., 2005).  

 

1.1.2 CICLO BIOLÓGICO DE LAS LEISHMANIAS Y TIPOS DE CICLOS 

EPIDEMIOLÓGICOS DE LAS LEISHMANIOSIS 

El ciclo biológico de Leishmania spp. es indirecto, transcurriendo entre un hospedador vertebrado, 

normalmente un mamífero, y otro invertebrado (Dostálová & Volf, 2012) (Figura 1). Se inicia 

cuando el hospedador invertebrado, una hembra infectada del insecto vector (flebotomo) se 

alimenta de sangre humana u otro hospedador vertebrado y deposita las formas promastigotas 

metacíclicas en la piel del hospedador vertebrado (Killick-Kendrick, 1990). 



INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________________ 

13 
 

El desarrollo en el vector se inicia cuando los flebotomos vuelven a picar a un hospedador 

vertebrado. Los flebotomos insertan sus piezas bucales en forma de sierra en la piel y las agitan 

para producir una pequeña herida en la que la sangre fluye desde los capilares superficiales y se 

produce un daño tisular, asociado con la creación de la herida, lo que libera macrófagos de la piel 

y/o amastigotes liberados en el charco de sangre y permite su posterior absorción en el abdomen 

de los flebotomos (Bates, 2007). Una vez en el intestino, y hasta alcanzar la diferenciación de 

promastigotes metacíclicos o infectivos (metaciclogénesis), los parásitos se suceden en una serie 

de estadios que incluyen los promastigotes procíclicos, las formas promastigotes de nectomonadas, 

leptomonadas y haptomonadas (Bates, 2007, 2018). Las primeras se desarrollan en el interior de 

la membrana peritrófica del flebotomo, donde se multiplican por fisión binaria, mientras que los 

nectomonadas atraviesan la membrana peritrófica en la luz del intestino medio y se desplazan hacia 

el intestino medio anterior. Allí, se transforman en leptomonadas, que se multiplican, y migran 

hacia regiones más anteriores de la válvula estomodeal y proboscis, donde se transforman en 

estadios de promastigotes metacíclicos (Bates, 2007; Dostálová & Volf, 2012) 

 

Figura 1. Ciclo biológico de Leishmania spp. (tomado de OPS/OMS, 2019) 

 Los parásitos, en las diferentes etapas de desarrollo, deben sobrevivir a un ataque proteolítico 

dentro de la ingesta sanguínea en el intestino medio de la hembra de flebotomo, escapar de la 

membrana peritrófica, prevenir la excreción con sangre digerida al inhibir el peristaltismo y 
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adhiriéndose al epitelio del intestino medio o del intestino posterior, según el tipo de Leishmania, 

evitar la competencia de la microbiota intestinal y encontrar nutrientes para la morfogénesis y 

migración al intestino medio anterior antes de que se transmitan a un hospedador vertebrado en 

una ingesta sanguínea posterior (Ready, 2013). 

En los flebotomos infectados con promastigotes de Leishmania, el intestino medio anterior está 

bloqueado por un gel de origen parásito, el gel secretor de promastigotes y cuando éstos pican, las 

leishmanias son regurgitadas con un reflujo de sangre ingerida o bien un número limitado de 

promastigotes metacíclicos que están en la probóscide se deposita en la piel del hospedador 

vertebrado durante la alimentación (Bates, 2018; Dostálová & Volf, 2012; Rogers et al., 2004). La 

picadura provoca que se liberen substancias que inducen una rápida infiltración de neutrófilos y 

macrófagos en la piel (Peters et al., 2008). 

Cuando el parásito se deposita en la piel del hospedador, penetra y es fagocitado por células 

mononucleares, como macrófagos epidérmicos, células de Langerhans y fibroblastos dando lugar 

a la LCL (Mathison & Bradley, 2022; Teixeira et al., 2013). Los promastigotes, una vez dentro del 

fagosoma de las células, se transforman por metaciclogénesis en formas amastigotes que se 

multiplican por fisión binaria, estallando las células una vez repletas. Los amastigotes fagocitados 

pueden diseminarse por la piel y circulación sanguíenas hasta alcanzar las mucosas (LM) o a través 

de la sangre y los ganglios linfáticos, alcanzando las vísceras (LV) (Lainson & Shaw, 1987; 

Mathison & Bradley, 2022) (Figura 1). 

Paralelamente a los cambios morfológicos, se suceden cambios bioquímicos, donde se expresan 

moléculas exclusivas en el promastigote infectivo o metacíclico como lipofosfoglicano (LPG) y la 

glucoproteína GP63 que se expresan abundantemente en la superficie del promastigotes (sub 

genero Leishmania), disminuyendo su expresión o estando ausentes en las formas amastigotes 

(Muskus & Marín Villa, 2002). 

La localización del parásito en piel, mucosas o vísceras, y el desarrollo de la enfermedad clínica, 

depende tanto de la virulencia del parásito (especie, cepas), como del hospedador y de factores 

dependientes del vector, como pueden ser la dosis, la vía de inoculación o componentes de la saliva 

(Reithinger et al., 2007). Algunos estudios han correlacionado la clínica a la existencia de especies 

o cepas con determinados tropismos (dermotropismo o viscerotropismo). Sin embargo, otros 

estudios no consiguen identificar tal correlación y subrayan el papel complementario del 
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hospedador y otros factores en la presentación clínica (Reithinger et al., 2007). La activación 

primaria de células T colaboradoras (Th1/Th2) es importante para el desarrollo y el curso posterior 

de la infección. La respuesta de tipo celular (Th1) ejerce buen control de los parásitos, con bajos 

niveles de parasitemia, lo que daría lugar a la aparición de lesiones limitadas, cutáneas, y previene 

el recrudecimiento de la infección crónica latente, mientras que la respuesta humoral (Th2) 

probablemente previene la destrucción tisular extensa, hay una mayor carga parasitaria y promueve 

la infección intracelular (Mann et al., 2021; Mathison & Bradley, 2022; Reithinger et al., 2007). 

La saliva de los flebotomos contiene numerosos péptidos salivales. Algunos de estos péptidos 

ayudan a controlar las infecciones por Leishmania (inmunidad mediada por células de tipo Th1), 

mientras que otras las exacerban (inmunidad mediada por células de tipo Th2) (Ready, 2013). 

En las Américas, se han caracterizado tres ciclos principales de transmisión: el selvático, el 

doméstico-rural y el doméstico-urbano (Figura 2). En el ciclo selvático, la infección humana 

ocurre cuando el hombre penetra en el bosque o la selva y es picado ahí por los vectores infectados. 

En este caso, el hombre es un hospedador accidental, que no interviene de forma importante en el 

ciclo de transmisión, y los reservorios son los animales selváticos. En los ciclos doméstico-rural y 

doméstico-urbano los vectores llegan al peri-domicilio, ingresan a las viviendas y transmiten la 

infección al núcleo familiar, con mayor incidencia en los niños. Algunas evidencias, aún no 

confirmadas, sugieren que tanto el hombre como los animales de comportamiento sinantrópico y 

los animales domésticos podrían participar como reservorios del ciclo rural-doméstico (Araujo 

Carreira et al., 2014; OPS/OMS, 2019). 

 

Figura 2. Tipos de ciclos epidemiológicos de las leishmaniosis (tomado de Araujo Carreira et 

al., 2014) 
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1.1.3 DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA DE LAS LEISHMANIOSIS 

La epidemiología de la leishmaniosis depende de las características de la especie del parásito, de 

las características ecológicas de los lugares de transmisión, exposición actual y pasada de la 

población humana al parásito y del comportamiento humano, que es muy variable  (OMS, 2010). 

A nivel mundial, las leishmaniosis afectan a los cinco continentes y causan un problema de salud 

en cuatro regiones ecoepidemiológicas del mundo (las Américas, África Oriental, África del Norte 

y Asia Occidental y Sudoriental) (Figura 3). Los últimos datos publicados, en 2021, de 

leishmaniosis humana (Ruiz-Postigo et al., 2022), recogen que de los 200 países y territorios que 

informaron datos a la OMS, 99 (49%) fueron considerados países endémicos y 6 habían notificados 

previamente casos de leishmaniosis. De éstos 200 países o territorios, 89 (45%) fueron 

considerados endémicos para LC, 3 (2%) tenían casos de LC previamente notificados, 80 (40%) 

fueron considerados como países endémicos para LV, y 5 (3%) habían notificado previamente 

casos de LV. Según la clasificación de la OMS, 71 de estos 200 países o territorios (36%) eran 

países endémicos tanto para LC como para LV. Otras fuentes indican un mayor número de países 

afectados, 102, 89 para LC, 80 para LV y 71 para las dos formas clínicas (LC y LV) (OPS/OMS, 

2019). 

Se estima que cerca de 350 millones de personas viven en regiones de riesgo de adquirir la 

infección. Se registran 1,3 millones de casos nuevos de leishmaniosis y de 20.000 a 30.000 muertes 

cada año. Según la carga global de enfermedades infecciosas, las leishmaniosis en sus diferentes 

formas clínicas son responsables de 2,35 millones de años de vida perdidos ajustados por 

discapacidad (AVAD) (OPS/OMS, 2019). 
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Figura 3. Distribución geográfica de la leishmaniosis (2021): A) LC, B) LV (tomado de WHO 

(2023).  

(A: https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis_cl_2021d2cc44b7-4950-

41ec-975e-44897d3676b7.png?sfvrsn=19fff3ca_3. 

B: https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis_vl_2021e2ccf4cc-dd58-471b-

876b-d011047d3fd6.png?sfvrsn=caadc6a5_3)  

Se calcula que anualmente se producen en todo el mundo entre 50.000 y 90.000 nuevos casos de 

LV, de los que solo se notifican a la OMS entre un 25% y un 45%. Esta puede desencadenar brotes 

y resultar mortal. Se calcula que cada año se dan en el mundo entre 600.000 y 1 millón de nuevos 

casos de LC, pero solo 200.000 de ellos son notificados a la OMS. Alrededor del 95% de los casos 

se producen en las Américas, la cuenca del Mediterráneo, Oriente Medio y Asia Central (OMS, 

2023). De los casos declarados de LM, más del 90% se dan en el Estado Plurinacional de Bolivia, 

Brasil, Etiopía y el Perú (OMS, 2023). 

https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis_cl_2021d2cc44b7-4950-41ec-975e-44897d3676b7.png?sfvrsn=19fff3ca_3
https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis_cl_2021d2cc44b7-4950-41ec-975e-44897d3676b7.png?sfvrsn=19fff3ca_3
https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis_vl_2021e2ccf4cc-dd58-471b-876b-d011047d3fd6.png?sfvrsn=caadc6a5_3
https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis_vl_2021e2ccf4cc-dd58-471b-876b-d011047d3fd6.png?sfvrsn=caadc6a5_3
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1.1.3.1 La leishmaniosis en las Américas 

En las Américas, se han registrado casos humanos de leishmaniosis desde el sur de los Estados 

Unidos, hasta el norte de Argentina, con excepción de Chile (OPS/OMS, 2019) (Tablas 1A y 1B). 

Los casos de LC son muy superiores a los de LV. Dada esta baja presencia de LV y que los estudios 

llevados a cabo para la presente memoria de tesis doctoral se basan en la LC y LM, ampliaremos 

a continuación los datos sobre la LT. 

 La epidemiología de la LC en la zona es compleja, con múltiples especies de Leishmania que 

circulan en la misma área geográfica, varios animales que actúan como reservorios y de especies 

de flebotomos vectores, y donde las manifestaciones clínicas son variables y con distinta respuesta 

terapéutica (Burza et al., 2018). Los factores de riesgo que se asocian con la LC, y también la LV, 

son el estatus socioeconómico asociado a la incidencia de enfermedades en poblaciones humanas 

vulnerables de las regiones en desarrollo (áridas y tropicales), los factores ambientales y 

climáticos, que muestran asociaciones significativas con la incidencia de LC, y, finalmente, la 

proximidad a los remanentes de vegetación natural que incrementa el riesgo de enfermedades tanto 

en el NM como en el VM, mientras que las condiciones climáticas favorables para la transmisión 

de enfermedades difieren entre las regiones (OMS, 2010; Valero & Uriarte, 2020).  

El patrón de transmisión de la LC en las Américas es de predominancia selvática, cuando la 

persona ingresa a realizar sus actividades laborales, por lo que el grupo etario más afectado es 

entre 40 a 50 años (OPS/OMS, 2022b). 
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Tabla 1A. Número de casos de leishmaniosis cutánea en las Américas 

 

Datos extraídos de WHO, 2022a. (https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-cutaneous-

leishmaniosis-reported  (2022-10-31))    

 

Tabla 1B. Número de casos de leishmaniosis visceral en las Américas 

 

Datos extraídos de WHO, 2022b. https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-visceral-

leishmaniosis-reported  (2022-10-31) 

LEISHMANIOSIS CUTÁNEA 2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006 2005

Argentina  328 176 232 303 306 241 334 138 90 173 140 166 163 208 201 257 282

Belize 0 No data No data No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos

Estado Plurinacional de Bolivia 2166 2059 2046 3127 2283 2222 2231 1683 2016 1767 1598 1440 1487 1650 3153 3152 2657

Brazil 14800 16056 15350 16167 17279 12468 19395 20418 18226 23547 21395 22397 21989 20123 21530 22397 26685

Colombia 6175 6124 5855 6316 7730 10941 7541 11586 9353 9757 9063 14818 15420 9595 13331 16241 18043

Costa Rica 563 528 601 1247 2224 1148 1171 2150 1950 1453 1376 1143 2025 818 1807 1870 1676

Dominican Republic No data No data No data No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos

Ecuador 1225 1025 1040 1237 1632 1197 1479 1175 873 1512 1385 1629 1735 1479 1185 1536 1925

El Salvador 50 38 38 48 44 13 20 29 16 21 17 4 0 31 36 46 24

Guatemala 836 1121 1167 1044 775 835 562 258 664 572 549 410 519 494 287 602 1243

Guyana 3 12 19 27 20 396 132 64 4 7 15 15 9 14 6 6 7

Honduras 1119 1467 1985 1636 1854 2671 2040 1936 2074 1927 1736 1362 1502 1759 855 1300 1574

Mexico 505 324 1014 576 841 444 479 418 970 567 342 456 387 284 443 431 861

Nicaragua 1251 3443 3321 3722 4343 5423 1925 1649 3035 1884 3146 3497 4047 5826 3719 2125 3521

Panama 1286 938 920 1142 1164 1198 930 1581 1762 1811 3221 3221 1866 2109 2199 3774 1649

Paraguay 53 54 51 84 92 134 122 124 162 177 184 262 251 92 535 457 591

Peru 5201 4178 5349 6057 6601 7271 5459 6231 6948 6969 11204 7612 6513 7650 10183 8248 8057

Surinam 139 42 130 114 113 241 241 390 382 594 No datos 291 138 159 161 116 231

República Bolivariana de Venezuela 1802 1597 2031 2592 2310 2057 2013 1661 1638 2104 1551 1952 2248 2392 2464 2553 2550

2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006 2005

Argentina  16 11 6 2 9 11 8 11 6 24 15 21 18 19 17 2 0

Estado Plurinacional de Bolivia 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 No datos No datos No datos No datos No datos

Brazil 1492 1954 2526 3460 4098 3123 3223 3453 3253 2770 3894 3716 3693 3852 3604 3651 3597

Colombia 7 8 7 15 29 37 21 31 13 9 11 34 54 33 54 44 66

Costa Rica No datos 0 0 0 0 0 0 0 0 No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos

El Salvador 1 0 0 3 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0

Guatemala 1 0 1 4 2 2 2 0 1 0 2 0 1 1 No datos No datos No datos

Honduras 0 0 3 8 8 7 6 2 3 0 7 7 3 3 4 9 7

Mexico 0 0 1 0 1 0 1 0 4 4 0 9 7 9 9 9 3

Nicaragua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 4 1 1 1

Paraguay 55 26 22 19 34 64 92 118 107 76 114 144 82 54 70 66 21

Uruguay 0 2 0 1 0 0 0 0 0 No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos No datos

República Bolivariana de Venezuela 30 6 23 43 40 33 37 9 7 9 15 15 15 18 17 41 58

https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-cutaneous-leishmaniosis-reported
https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-cutaneous-leishmaniosis-reported
https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-visceral-leishmaniosis-reported
https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-visceral-leishmaniosis-reported
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Según datos de la OPS, en los últimos 20 años (2001-2021) se hna registrado un promedio de 

53.387 casos por año de LT. En los años 2017-2022, se ha implementado un Plan de acción para 

fortalecer la vigilancia y control de las leishmaniosis en las Américas que ha llevado a una 

disminución del número de casos por año, siendo de 39.705 en 2021. Sin embargo, esta 

disminución no es homogénea y así, en países como Argentina, México, Panamá y El Salvador, se 

ha producido un incremento del 85%, el 60,5%, el 37,1% y el 28,2%, respectivamente, en el año 

2021 respecto al 2020. Esto ha estado posiblemente ocasionado por la interrupción total o parcial 

de actividades de vigilancia o asistencia médica, así como a la escasez o falta de medicamento 

como consecuencia de la pandemia de COVID-19 (OPS., 2021). Los países con las mayores tasas 

de incidencia por 100.000 habitantes fueron Suriname (200,3), Panamá (42,8), el Estado 

Plurinacional de Bolivia (35,8), Perú (35,4) y Guatemala (33,9) (Figura 4) (OPS/OMS, 2022b). 

A pesar de la disminución del número de casos en las Américas, en el 2021 se observó un aumento 

del 4,4% en el número de unidades del segundo nivel administrativo (municipios, cantones, 

provincias, distritos, etcétera) con registro de casos, así como un aumento del 15% en la proporción 

de casos en las fronteras internacionales en relación con el año anterior. El número e incidencia de 

casos por 100.000 habitantes de LT en el segundo nivel administrativo queda reflejado en las 

Figuras 4 A y 4 B. 
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Figura 4. Número de casos (A) e incidencia por 100.000 habitantes (B) de la LC en la Región de 

las Américas, 2021 (tomado de OPS/OMS, 2022b) 

De los 37.786 casos registrados en 2021, el 92,6% (39.975) correspondía a LC y el 4,5% (1687) a 

LM. Los países con el mayor número de casos de LM siguen siendo Brasil (756), Perú (419) y el 

Estado Plurinacional de Bolivia (281), sumando el 86% de los casos de la Región de las Américas 

(OPS/OMS, 2022b). 

 

1.2 EL AGENTE ETIOLÓGICO: LAS LEISHMANIAS 

Como ya se ha comentado, las leishmanias presentan diversas formas evolutivas en su ciclo 

biológico, los amastigotes en el hospedador vertebrado, intracelulares, y los promastigotes, libres 

en el intestino del hospedador invertebrado, los flebotomos vectores. Ambas formas del parásito 

se caracterizan, como en otros parásitos Kinetoplástidos, por poseer una única mitocondria 

modificada conocida como cinetoplasto que contiene ADN extranuclear (ADNm) (Dawit et al., 

2013; Lainson & Shaw, 1987; OPS/OMS, 2019). 

A)  B) 
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Los amastigotes, son cuerpos pequeños, redondos u ovalados, que miden aproximadamente 3-5 

μm y, cuando se observan al microscopio óptico, presentan en el centro un núcleo redondo u 

ovalado y un cinetoplasto en forma de varilla. Al microscopio electrónico, se observa el 

plegamiento de la membrana superficial dando lugar a un "bolsillo flagelar" en el que el flagelo 

no es funcional y no se extiende más allá del cuerpo celular. 

Los promastigotes, alargados, miden entre 8-15 µm, presentan el núcleo y el cinetoplasto y, 

además, un flagelo libre anterior funcional que le permite la movilidad en el intestino de los 

flebotomos (Figura 5) (Singh, 2006; Sunter & Gull, 2017). 

 

Figura 5. Características morfológicas de Leishmania spp. a. morfología características de las 

formas promastigotes teñidas con Giemsa observadas por microscopia óptica. b. esquema de las 

formas promastigotas. c. morfología característica de los amastigotes teñidos con Giemsa 

observados por microscopia óptica. d. esquema de formas promastigotes. (a: tomado de 

OPS/OMS, 2019; b y d: tomado de Teixeira et al., 2013; c: tomado de De Vries, et al., 2015). 
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El ADN nuclear contiene ADN cromosómico y episómico y mide unos 32 Mbp, tiene pocas 

secuencias repetidas y las especies de Leishmania del VM tienen 36 cromosomas, mientras que 

las especies del NM contienen de 34 a 35 cromosomas. El ADN del cinetoplasto (ADNk) 

representa del 10 al 20% del ADN celular total y está compuesto por dos tipos de moléculas 

circulares interconectadas en una red concatenada: maxicírculos y minicírculos. Los maxicírculos 

tienen un tamaño de 20 kb de longitud, presentes en unas pocas decenas de copias (25-50 

repeticiones), y son análogos al genoma mitocondrial de otros eucariotas, mientras que los 

minicírculos tienen un tamaño aproximado de 800 pb de largo y estan presentes en varios miles de 

copias (diez mil) en el genoma (Fotouhi-Ardakani et al., 2016; Kazemi, 2011; Kocher et al., 2018). 

 

1.2.1 TAXONOMÍA  

La clasificación taxonómica de las leishmanias ha sido realizada en base a criterios eco-biológicos, 

como la distribución geográfica, morfológicos, el tropismo y las propiedades antigénicas de los 

parásitos, las zonas del intestino en que se desarrolla el parásito en el vector, el poder patógeno en 

animal de experimentación, así como la manifestación clínica con que se presenta la leishmaniosis. 

Más tarde, se han utilizado criterios bioquímicos, moleculares y proteómicos (Akhoundi et al., 

2016; Bañuls et al., 2007; Lainson & Shaw, 1987; Maurício, 2018; Van der Auwera & Dujardin, 

2015). 

La estructura taxonómica del género Leishmania se organiza convencionalmente a nivel de género, 

subgénero, complejo de especies, especies y subespecie (Akhoundi et al., 2017). La posición 

taxonómica del género Leishmania se indica en la Tabla 2. 

Estudios realizados, sugieren la presencia de dos linajes filogenéticos importantes claramente 

divergentes dentro de Leishmania, que se propone denominarlos "Secciones" por su analogía con 

las Secciones dentro del género Trypanosoma. Una sección denominada Euleishmania y la otra 

sección denominada Paraleishmania (Cupolillo et al., 2000). La primera engloba los subgéneros 

Leishmania y Viannia, que incluyen la mayoría de especies que afectan a los seres humanos, 

Mundinia, que también incluye especies parásitas de seres humanos, y Sauroleishmania, que 

incluye parásitos de reptiles, aun cuando últimamente se ha descrito su detección en humanos 

(Figura 6) (Akhoundi et al., 2016; Pombi et al., 2020). 
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Reino Protista Haeckel, 1866 

Dominio Eukaryota (Cavalier-Smith, 1998) 

Reino Protozoa  (Cavalier-Smith, 2002) 

InfraReino Excavata (Cavalier-Smith, 2003) 

Filum Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981) 

Clase Kinetoplastea Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976 

Subclase Metakinetoplastina Vickerman, 2004  

Orden Trypanosomatida (Kent, 1880) 

Familia Trypanosomatidae (Döflein, 1901) 

Subfamilia Leishmaniinae Maslov and Lukeš 2012 emend Espinosa et 

al. 2016 

Género Leishmania Ross, 1903 

Sección Euleishmania  Cupolillo et al. 2000 

Subgénero Leishmania Ross, 1903 sensu Saf'janova, 1982 

 Viannia Lainson and Shaw, 1987 

 Sauroleishmania Ranque, 1973 

 Mundinia Shaw et al., 2016 

Sección Paraleishmania Cupolillo et al. 2000 

Tabla 2. Taxonomía del género Leishmania (tomado de Akhoundi et al., 2016; Espinosa et al., 

2018; Mauricio, 2018) 

 

El subgénero Viannia se restringe al Neotrópico y el subgénero Leishmania se encuentra tanto el 

NM como en el VM. Se reconocen 53 especies y de éstas, 31 especies son parásitas de mamíferos 

y 22 especies son patógenas para el ser humano (Akhoundi et al., 2016; OPS/OMS, 2023). En el 

VM están presentes 29 especies, en el NM están presentes 20 especie, tres especies se distribuyen 

tanto en el VM como en el NM ("L. siamensis", L. martiniquensis y L. infantum), además hay una 

especie en Australia que afecta a los canguros ("L. australiensis") (Akhoundi et al., 2016).  
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Figura 6. Clasificación taxonómica de las especies de Leishmania (*, **, +: especies en sinonimia, 

Subrayado: Sin clasificación final. Los nombres de Leishmania entre comillas son nombres no 

oficiales sin descripciones formales. Las especies patógenas humanas están escritas en negrita. Las 

especies del VM y NM están resaltadas en azul y rojo, respectivamente. L. 'siamensis' y L. 

martiniquensis también se han encontrado en el NM. (Tomado de Akhoundi et al., 2017). 

Las especies y subespecies, agrupadas en complejos, están bajo constante revisión y debate con 

descripciones recientes de nuevas especies crípticas (Ramírez et al., 2016) o inclusive la presencia 

de cepas híbridas producto de su gran diversidad genética (Hamad et al., 2011). 

El número de especies presentes en el NM es superior al de las especies que se localizan en el VM, 

llegando a estar ocho especies presentes en un país frente a cuatro en países del VM (Figura 7) 

(Akhoundi et al., 2017). 
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Figura 7. Distribución del número de especies de Leishmania consideradas patógenas para el 

ser humano (tomado de Akhoundi et al., 2017). 

 

1.2.2 COMPLEJOS Y ESPECIES DE LEISHMANIA EN LAS AMÉRICAS 

El área de distribución de las leishmaniasis se ha subdividido en términos generales en el NM (las 

Américas) y el VM (África, Asia, Europa) (Figura 5). Todas las especies del subgénero Viannia 

se encuentran en el NM, mientras que las del subgénero Leishmania se distribuyen principalmente 

en el VM, excepto el complejo L. mexicana, que se encuentran solo en el NM, y L. infantum y L. 

major, que se encuentran tanto en el NM como en el VM (Cupolillo et al., 2000). 

En Centro y Sudamérica se han detectado especies de los complejos Viannia y Leishmania, además 

de otras especies con posición taxonómica no definida (Tabla 3). 
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Tabla 3. Especies de Leishmania encontradas en el ser humano en el NM: forma clínica, 

reservorios y vectores probados o sospechosos (adaptado de Akhoundi et al., 2016) 

*: Vector probado, Ad.: Adlerius, C.: Coromyia, Eu.: Euphlebotomus, Hel.: Helcocyrtomyia, L.: 

Leishmania, La.: Larroussius, Lu.: Lutzomyia, Mig.: Migonei, N.: Nyssomyia, Ne.: 

Neophlebotomus, P.: Phlebotomus, Pa.: Paraphlebotomus, Pf.: Pifanomyia, Pi: Pintomyia, Ps.: 

Psathyromyia, Psy.: Psychodopygus, Si.: Sintonius, Sy.: Synphlebotomus, T.: Tricholateralis, 

V.: Verrucarum (en gris flebotomos del VM) 

Dichas especies dan lugar a cuadros de LCL, LCD, LM y/o LV (Figura 8). 

A estas especies, hay que añadir a L. major, causante de LC en el VM, que ha sido citada en 

algunos países de América del Sur, donde en un inicio se la nominó como “L. major-like” (Momen 

et al., 1985; Viana de Almeida et al., 2021). 
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Figura 8. Cuadros clínicos de leishmaniosis tegumentaria en las Américas y especies 

responsables (tomado de OPS-OMS, 2018). 

 

Complejo Leishmania (Viannia) braziliensis 

El complejo L. (V) braziliensis se compone de dos especies, L. braziliensis y L. peruviana que son 

genéticamente similares (Fraga, et al., 2010). Algunos investigadores reportan a L. peruviana 

como una variante de L. braziliensis (Grimaldi et al., 1989), mientras que otros las consideran dos 

especies distintas (Arana et al., 1990; Chouicha et al., 1997; Valdivia et al., 2015; Van den Broeck 

et al., 2020; Van der Auwera & Dujardin, 2015). Sin embargo, se sabe que L. braziliensis es el 

predecesor de L. peruviana, que evolucionó en adaptación a los diferentes ecosistemas del Perú 

(Dujardin et al., 1995), generándose incluso híbridos de L. braziliensis/L. peruviana, los cuales 

son capaces de producir LM (Kato et al., 2019; Ministerio de Salud del Perú, 2021; Nolder et al., 

2007; Odiwuor et al., 2012). 

Por otra parte, diversos estudios muestran un tercer grupo del complejo, que se diferencia 

genéticamente de L. braziliensis y L. peruviana, denominado L. braziliensis outlier o atípico 

(Odiwuor et al., 2012; Van der Auwera et al., 2013), que ha sido reportado en Perú, Panamá y 
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Bolivia (Fraga et al., 2013; Odiwuor et al., 2012). Incluso han sido reportados posibles híbridos de 

L. braziliensis/L. braziliensis outlier (Van der Auwera & Dujardin, 2015).  

L. braziliensis, es causante de LM, la más grave entre las presentaciones cutáneas, ya que con 

mayor frecuencia es capaz de producir cuadros de LMC después de haberse curado la lesión inicial, 

en relación a L. peruviana (Montalvo et al., 2008; Van der Auwera & Dujardin, 2015). Aunque 

esporádicamente, la presencia de L. peruviana puede dar lugar también a LM (Mann et al., 2021; 

OPS/OMS, 2019; Reithinger et al., 2007). 

 

Complejo Leishmania (Viannia) guyanensis 

Las especies que conforman el complejo L. guyanensis son tres: L. guyanensis, L. panamensis y 

L. shawi (Van der Auwera & Dujardin, 2015). L. guyanensis y L. panamensis forman subgrupos 

monofiléticos y algunos estudios no indican una separación clara de estas dos especies (Bañuls & 

Tibayrenc, 1999) al contrario de otros (Arana et al., 1990; Fraga et al., 2010). También se cuestiona 

la separación de L. panamensis y L. shawi, existiendo la teoría de que pueden ser variantes locales 

de L. guyanensis (Van der Auwera & Dujardin, 2015), mientras que otros estudios abogan por la 

validez de L. shawi como especie, que surgiría de un ancestro común compartido con L. guyanensis 

y L. panamensis (Kaufer et al., 2019). 

También se ha evidenciado la presencia de LCM producidas por L. panamensis y, más raramente, 

por L. guyanensis (OPS/OMS, 2019). También pueden presentarse lesiones nodulares con 

linfangitis causadas frecuentemente por estas especies (Mokni, 2019). 

 

Leishmania (Viannia) lainsoni y Leishmania (Viannia) naiffi 

L. lainsoni presenta las características biológicas (morfología, crecimiento en medio de cultivo 

axénico), bioquímicas (perfil de electroforesis enzimática) y moleculares más diferenciadas dentro 

del subgénero L. (Viannia) (Fraga et al., 2010). L. naiffi, sería la segunda especie más divergente 

dentro de la especies del subgénero Viannia (Boité et al., 2012). 

L. lainsoni y L. naiffi son las especies del género Leishmania menos estudiadas en el NM 

(Ducharme et al., 2020). 

L. lainsoni es causante de LC, presentándose como una única úlcera en Brasil, Bolivia (zonas 

subtropicales), Guayana francesa y Perú (zonas tropicales). Los vectores son Lu. ubiquitalis en 
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Brasil y Perú, y Lu. nuneztovari anglesi en Bolivia. En Brasil el reservorio es Agouti paca 

(Akhoundi et al., 2016; OMS, 2010). 

L. naiffi fue descrita a partir de un armadillo en Brasil. Los pocos casos descritos en la literatura 

suelen asociar a L. naiffi con bajas tasas de virulencia en humanos (Fagundes-Silva et al., 2015). 

Así, se ha descrito que la enfermedad evoluciona con un curso clínico benigno, incluso con 

curación espontánea, y con buena respuesta al tratamiento (Naiff et al., 1988; van der Snoek et al., 

2009). 

En los casos de LC causada por ambas especies, las lesiones son principalmente úlceradas en un 

80% y nodulares en ciertas ocasiones, presentes en las áreas descubiertas del cuerpo. L. lainsoni 

parece ser responsable de múltiples lesiones a diferencia de la infección por L. naiffi que suele 

presentar lesiones únicas con curso clínico, comprometiendo exclusivamente las extremidades 

(Ducharme et al., 2020).  

 

Leishmania (Viannia) lindenbergi 

L. lindenbergi se ubica próxima a L. guyanensis (Boité et al., 2012). Esta especie ha sido aislada 

principalmente de soldados en el norte de Brasil, causando LCL, donde se ha citado a Lutzomyia 

(Nyssomyia) anntunesi como posible vector, por ser el más abundante en la zona (Silveira et al., 

2002). 

 

Complejo Leishmania (Leishmania)mexicana   

El complejo L. mexicana comprende dos especies: L. mexicana y L. amazonensis, aunque según 

algunos estudios, L. mexicana sería la única especie reconocida (Fraga et al., 2010). Sin embargo, 

según estudios realizados por otros autores, se trata de dos especies válidas dentro del complejo 

(Tsukayama et al., 2009). Existen pocos estudios completos sobre la variabilidad genética y 

geográfica de este complejo (Van der Auwera & Dujardin, 2015). 

L. mexicana fue descrita en México y es causante de LC, aunque en ocasiones también se ha 

aislado de LCD y LM (Andrade-Narvaez et al., 2005). Los primeros casos descritos eran lesiones 

ulceradas localizadas en el pabellón auricular, denominándose “úlcera de los chicleros” por cuanto 

las personas afectadas trabajaban extrayendo chicle de árboles chicleros (Vargas Martínez et al., 

2011). Las lesiones causadas por L. mexicana suelen curarse espontáneamente en 3 a 4 meses 

(OMS, 2010). 
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L. amazonensis se encuentra distribuida en Bolivia, Brasil, Colombia, Guyana Francesa y 

Paraguay, siendo su principal vector Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata y también ha sido 

aislada de Lu. nuneztovari in Bolivia (Akhoundi et al., 2016). Esta especie causa principalmente 

LC en los humanos, aunque también se han descrito casos de LMC, así como se han reportado 

casos aislados de LV por L. amazonensis en Brasil (Lainson, 2010). 

Ambas especies pueden dar lugar a cuadro de LCD, con presencia de múltiples pápulas y nódulos 

no dolorosos, no ulcerosos y diseminados, semejante a la lepra lepromatosa (Burza et al., 2018). 

 

Complejo Leishmania (Leishmania) donovani 

Se han incluido cuatro especies en este complejo, L. donovani, L. archibaldi, L. infantum y L. 

chagasi (Fraga et al., 2010). Sin embargo, hoy en día se reconoce la sinonimia entre L. infantum y 

L. chagasi (Akhoundi et al., 2016).  

Existen dos hipótesis acerca del origen de L. infantum. Algunos autores consideran que está 

confirmado que L. infantum ha sido recientemente importada al NM desde el suroeste de Europa 

(Kuhls et al., 2013), mientras que otros sugieren que el antecesor del complejo L. donovani diverge 

de otras especies monoxenas de  Leishmania de insectos en América del Sur que, posteriormente, 

llegaron a Asia Central y de ahí divergieron a L. infantum europea, L. donovani africana y L. 

donovani India/keniana. L. infantum fue introducida posteriormente en América del Sur por 

colonos europeos (Lukeš et al., 2007). 

L. infantum puede ocasionar tanto LV como LC. En el NM es el agente causal de la LV, que se 

extiende desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina, donde se transmite entre 

los animales silvestres por Lutzomyia longipalpis (OMS, 2010). Su prevalencia es alta en zorros 

nativos Cerdocyon thous en Brasil y en la zarigüeya (Didelphis marsupialis) en Colombia 

(Lainson, 2010). Se ha encontrado en perros en todos los países de América latina, excepto en 

Chile, Uruguay, Surinam y Guyana (Dantas-Torres, 2009). 

Excepcionalmente, se puede presentar una complicación de la LV, la LC post-kala-azar, 

provocando lesiones cutáneas que suelen presentarse como pequeños nódulos o ulceraciones y que 

han sido citadas en Colombia, Costa Rica y El Salvador. La leishmaniosis cutánea por L. infantum 

se observa principalmente en Centroamérica (Colombia, Costa Rica, El Salvador, Honduras y 

Nicaragua), y las lesiones consisten en nódulos o placas localizados similares a las lesiones 

causadas por las especies dermotropas del NM (OMS, 2010). 
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Otros tripanosomátidos 

Actualmente, existen otros tripanosomátidos presentes en las Américas relacionados con la 

leishmaniosis humana entre las que se encuentran L. colombiensis, L. “siamensis” y L. 

martiniquensis.(Espinosa et al., 2018). 

L. “siamensis” se ha detectado en un paciente procedente de Guadalupe que presentaba un cuadro 

de LV (Polley et al., 2018) y en flebotomos de Ecuador (Quiroga et al., 2017). 

L. colombiensis se ha encontrado en perros, en casos humanos de LV en Venezuela y de LC en 

Colombia y Panamá (Dantas-Torres, 2009; Delgado et al., 1993; Kreutzer et al., 1991). 

L. martiniquensis ha sido aislada de LC en caballos en Brasil (Mendes et al., 2023). 

 

1.3 DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO DE LAS LEISHAMANIOSIS 

 

1.3.1 DIAGNÓSTICO PARASITOLÓGICO  

En la LT, el diagnóstico se basa principalmente en la demostración del parásito, en muestras 

biológicas, por métodos parasitológicos, como el examen microscópico directo y/o el cultivo, así 

como pruebas moleculares (Aronson et al., 2017; De Vries et al., 2015). La sensibilidad de estos 

métodos varía en función de la experiencia del analista, sitio de toma de muestra (Figura 9), método 

de toma y procesamiento de la muestra, especies del parásito, tiempo de evolución de la lesión y 

uso de tratamientos previos (OPS/OMS, 2019). 
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Figura 9. Toma de muestras para el diagnóstico de las leishmaniosis en las Américas 

(modificado de OPS/OMS, 2019). 

Los métodos de cultivos son utilizados en el diagnóstico de la leishmaniosis en los laboratorio de 

salud que cuentan con infraestructura requerida, y su sensibilidad depende del medio de cultivo 

utilizado, del tratamiento de las lesiones previo a la toma de muestras y la experiencia del personal 

de laboratorio (Cuba Cuba, 2000). Su uso en la rutina de los servicios de salud es limitado, pero 

es importante que dichos cultivos estén disponibles en laboratorios de referencia (OPS/OMS, 

2019). Existen diferentes medios de cultivos para el diagnóstico de las leishmaniosis, siendo los 

más utilizados el medio de cultivo bifásico Novy, Nicolle y McNeal (NNN) , con 15% de sangre 

de conejo desfibrinada, y el medio líquido Schneider's Drosophila medium, suplementados con 

10% de suero bovino fetal (Schuster & Sullivan, 2002). La sensibilidad de la técnica de cultivo es 

variable,  requiere de tiempo y es de mayor costo (Reithinger et al., 2007).   

Recientemente, se han desarrollado las técnicas de microcultivo y minicultivo para el diagnóstico 

de la LC, utilizándose diferentes medios de cultivo como el RPMI 1640 y Schneider 

(Allahverdiyev et al., 2004; Boggild et al., 2007; De Vries & Schallig, 2022; Pagheh et al., 2014). 

Estas técnicas son menos costosas al requerir de menos medio de cultivo; sin embargo, su 

utilización no se ha extendido a los servicios de salud (Montalvo et al., 2012). 
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1.3.2 ANÁLISIS HISTOPATOLÓGICO 

Es un método de gran importancia para el diagnóstico diferencial de las lesiones cutáneas que se 

manifiestan con presentaciones inusuales o que son causadas por otras etiologías, pero es una 

prueba poco sensible, probablemente por la distorsión que sufren los amastigotes durante el 

proceso de fijación y tinción, y por la dificultad que implica reconocer los parásitos en cortes 

histopatológicos (OPS/OMS, 2019). 

 

1.3.3 DIAGNÓSTICO MOLECULAR 

Las pruebas de laboratorio basadas en la detección de ADN parasitario son más sensibles para el 

diagnóstico de las leishmaniosis y son especialmente recomendadas si las otras pruebas de 

diagnóstico no son capaces de diagnosticarla (Aronson et al., 2017). Además, permiten obtener 

resultados con muestras menos invasivas (De Vries & Schallig, 2022). La PCR permite detectar el 

ADN parasitario en una biopsia en cantidades mínimas (fentogramos) hasta de un solo parásito, 

pero, a pesar de ser más sensible y específica, está restringido al tercer nivel de cuidados 

hospitalarios, laboratorios de investigación y centros de referencia (Montalvo et al., 2012). La 

elevada sensibilidad hace que sea útil en casos con baja carga parasitaria o en el monitoreo de la 

terapia de pacientes (Reithinger et al., 2007). La PCR puede realizarse a partir de raspado, hisopado 

aspirado o biopsia de la lesión (Goto & Lauletta Lindoso, 2010; Mann et al., 2021). Los productos 

amplificados pueden ser visualizados en gel de agarosa por hibridación con sondas específicas 

(PCR convencional), o por detección de fluorescencia (PCR en tiempo real o qPCR) (OPS/OMS, 

2019). La qPCR permitiría monitorear la respuesta al tratamiento en pacientes con LC e incluso 

podría utilizarse para predecir fallas en el tratamiento (De Vries & Schallig, 2022) (de Vries et al., 

2022). 

Las dianas moleculares incluyen las secuencias ribosómicas (gen 18S rRNA, ITS1 loci, ITS2 loci), 

la proteína de choque térmico 70 (hsp70) y el ADNk (Mathison & Bradley, 2022). La prueba 

qPCR, usando como blanco el ADNk, es muy sensible y precisa en la detección y cuantificación 

de Leishmania (Viannia) spp. en muestras de biopsia, por lo que constituiría una herramienta útil 

en el diagnóstico y seguimiento de LT en las Américas (Jara et al., 2013). Un inconveniente, es 

que no existen protocolos generales definidos y aceptados, ya que casi todos los laboratorios 

aplican su propio método interno o técnica “in house” (Moreira et al., 2018). 
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Recientemente, han sido desarrollados métodos de diagnóstico molecular basados en la 

amplificación de ácidos nucleicos en condiciones isotérmica, como la amplificación isotérmica 

mediada por bucle (LAMP) (Sánchez et al., 2014), amplificación basada en secuencias de ácidos 

nucleicos (NASBA) y la amplificación de polimerasa recombinasa (RPA) (Nzelu et al., 2019), que 

presentan mejores ventajas que la PCR convencional, al poder ser utilizadas en laboratorios de 

baja infraestructura y en condiciones de campo (Takagi et al., 2009).  

La LAMP, emplea una ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst), que tiene actividad 

polimerasa y transcriptasa inversa, y un conjunto de cuatro cebadores que reconocen a seis 

secuencias distintas del ADN diana, lo que las hace altamente específicas (Nzelu et al., 2019). 

Presenta 100% de sensibilidad y 98% de especificidad cuando se utiliza la LAMP en el diagnóstico 

de infección por Leishmania (Puri et al., 2021).  

 

1.3.4 DIAGNÓSTICO INMUNOLÓGICO 

En la leishmaniosis, el diagnóstico indirecto o inmunológico se puede realizar por el método de 

hipersensibilidad de tipo retardado anti-Leishmania (prueba de Montenegro o Leishmanina) y por 

ensayos de detección de anticuerpos anti-Leishmania (Goto & Lauletta Lindoso, 2010). 

 

1.3.5.1 Prueba de Montenegro o Leishmanina 

La prueba cutánea de Montenegro (IDRM) es la prueba de hipersensibilidad retardada que evalúa 

la reacción de la exposición del paciente a antígenos homólogos o heterólogos de promastigotes 

de Leishmania (leishmanina). La leihmanina, se aplica generalmente en el antebrazo izquierdo del 

paciente. Se utiliza principalmente como herramienta de apoyo en el diagnóstico de las LC y en 

estudios epidemiológicos para evaluar si hubo contacto previo con el parásito (OPS/OMS, 2019), 

sin embargo en el manual de procedimientos de la OPS del 2023, la IDRM ya no esta contemplada 

como técnica de diagnóstico de laboratorio (OPS/OMS, 2023). Aunque es una prueba muy sensible 

y específica, siendo positivo en más del 90% de los casos de LC, no permite discriminar entre 

infección previa o reciente (Reithinger et al., 2007). En la LCD la reacción es siempre negativa 

(OPS/OMS, 2019). 
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1.3.4.2 Diagnóstico serológico 

Las pruebas serológicas, si bien son muy utilizadas en el diagnóstico de la LV, no son muy útiles 

en los casos de LC, debido a su baja sensibilidad y a su especificidad variable, pero pueden ser 

útiles en el diagnóstico de LM y LMC cuando hay manifestaciones clínicas compatibles con la 

definición de caso sospechoso (Aronson et al., 2017).  

 

1.4 IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LAS ESPECIES DE LEISHMANIA 

La identificación de la especie de Leishmania es fundamental para un diagnóstico eficaz, un 

tratamiento exitoso, el manejo de la enfermedad y el establecimiento de medidas de control 

(Aronson et al., 2017; Kaufer et al., 2020; OMS, 2010; Schonian et al., 2011; Van der Auwera & 

Dujardin, 2015). Para la identificación de las especies de Leishmania, han sido aplicadas técnicas 

bioquímicas, como la electroforesis de isoenzimas (MLEE) y el isoelectroenfoque; técnicas 

moleculares, como la amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD), la técnica de PCR-

polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (PCR-RFLP), PCR-secuenciación, la 

tipificación multilocus de secuencias (MLST) o la tipificación multilocus de microsatélites 

(MLMT), y técnicas proteómicas como la espectrometría de masas conocida como 

desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI-TOF) (Akhoundi et al., 2017; Arana et al., 

1990; Fernández-Arévalo et al., 2020; Van der auwera et al., 2013; Van der Auwera et al., 2014). 

 

1.4.1 IDENTIFICACIÓN POR TÉCNICAS BIOQUÍMICAS: ELECTROFORESIS DE 

ISOENZIMAS (MLEE) 

La técnica MLEE se basa en el análisis de proteínas enzimáticamente activas denominadas 

isoenzimas (isozimas) que representan alelos (aloenzimas) que son codificadas en el mismo locus 

(genenzima). En Leishmania, la genenzima suele generar una única isoenzima (Rioux et al., 1990). 

Las isoenzimas son producidas por múltiples genes y son importantes para los procesos 

metabólicos en varios compartimentos celulares, por lo que, usando un conjunto definido de 

isoenzimas, se puede establecer un "patrón de movilidad" característico específico de especie o 

cepa (Akhoundi et al., 2017). La identificación por análisis isoenzimático, se realiza con extractos 

de proteínas a partir de cultivos puros de promastigotes. Las proteínas se separan en forma de 
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electromorfos, previa electroforesis en gel de almidón, gel de poliacrilamida o acetato de celulosa 

a bajos voltajes y tiempos de migración prolongados. Se utilizan un número variable de 

isoenzimas, habitualmente entre 10 y 15, seleccionando primero un sistema de enzimas estables 

(enzimas estructurales, que tienen baja sensibilidad a las presiones de selección) y, seguidamente, 

otro para seleccionar sistemas polimórficos no redundantes y, si fuera posible, que tenga una 

relevancia filogenética (Maazoun et al., 1981; Rioux et al., 1990). Su eficiencia se basa en el 

número de sistemas enzimáticos analizados y en su reproducibilidad en diferentes centros 

(Aronson & Joya, 2019; OMS, 2010). Esta técnica es capaz de detectar hibridaciones en cepas de 

Leishmania (Bañuls et al., 1997). 

El análisis electroforético de isoenzimas, fue desarrollada a fines de la década de los 1970 y, en el 

campo del estudio de las leishmanias, el equipo del entonces denominado Laboratoire d’Écologie 

Médicale et Parasitologie de la Facultad de Medicina de la Universidad de Montpellier,  estableció 

el sistema de zimodema MON, asignando a cada perfil enzimático de todas las cepas que muestran 

exactamente los mismos perfiles para todos los sistemas enzimáticos estudiados un código 

numérico (Akhoundi et al., 2016; A Bañuls et al., 2007; Rioux et al., 1990). Este equipo desarrolló 

uno de los estudios pioneros de la caracterización de Leishmania en el NM por MLEE (Thomaz-

Soccol et al., 1993). 

La MLEE, es considerado la técnica de referencia, pese a ser laborioso y requerir parásitos 

cultivados, tener un costo elevado, ser complejo y de difícil implementación en los centros 

convencionales (Akhoundi et al., 2017).  Una de las ventajas del MLEE es que es la única técnica 

que se ha evaluado para casi todas las especies de Leishmania identificadas dado que ha sido la 

prueba de referencia durante mucho tiempo (Van der Auwera & Dujardin, 2015). 

 

1.4.2 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 

 

1.4.2.1 Técnicas de identificación molecular 

Las técnicas de identificación molecular son rápidas y fiables, por lo que podrían sustituir a la 

MLEE (OMS, 2010). Dado que la PCR permite una amplificación específica masiva del ADN de 

Leishmania, tienen la ventaja de, “a priori”, poder ser aplicadas directamente a muestras 
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biológicas, evitando el cultivo del parásito. La técnica utiliza una PCR genérica que amplifica 

cualquier especie de Leishmania o una PCR específica que amplifica una o varias especies, 

complejos de especies o subgéneros (Van der Auwera & Dujardin, 2015). La identificación y 

diferenciación de especies de Leishmania puede realizarse por diferentes protocolos técnicos y los 

fragmentos de ADN amplificados de las muestras se examinan por electroforesis en busca de 

diferencias de longitud, variación del sitio de restricción, cuando se utilizan enzimas de restricción, 

secuenciación o análisis de curvas de fusión de alta resolución (HRM). Su utilidad depende de la 

variabilidad de los iniciadores o genes diana utilizados (Akhoundi et al., 2017).  

Entre las técnicas utilizadas en la caracterización de las leishmanias están: 

La PCR multiplex, que se basa en la amplificación simultánea de varios genes diana de ADN 

diferentes, en varias reacciones de PCR separadas en un experimento, utilizando múltiples pares 

de cebadores dentro de una sola mezcla de PCR y produciendo amplicones de diferentes tamaños 

de regiones  de ADN específicos (Akhavan et al., 2010). 

La PCR anidada, que es una variante de la anterior, que utiliza dos juegos de cebadores, 

específicos de complejos o de especie, en dos corridas sucesivas. El primer conjunto de cebadores 

amplifica una región de ADN más extensa que contiene el segmento diana. El segundo conjunto 

de cebadores amplifica una región secundaria dentro del primer producto para amplificar la región 

específica. Esta técnica ha permitido identificar infecciones mixtas de hasta tres especies 

simultáneamente en reservorios roedores (Jorquera et al., 2005).  

La secuenciación de productos de PCR se basa en la incorporación selectiva de 

desoxinulceótidos que terminan la cadena. La identificación basada en la PCR seguida de la 

secuenciación de un amplicón, es bastante fácil de estandarizar y se obtienen secuencias de calidad. 

La identificación de especie puede determinarse detectando polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNP) o comparando la secuencia obtenida con las secuencias de referencia, que puede 

representarse en un dendrograma, (Van der Auwera & Dujardin, 2015). La rapidez en obtener 

resultados va disminuyendo con el tiempo, lo que, junto la disminución del costo de la técnica hace 

que sea ampliamente utilizada para la identificación de especies de Leishmania y estudios 

filogenéticos (Akhoundi et al., 2017; Cantacessi et al., 2015). La PCR seguida de la secuenciación 

del gen que codifica la proteína de choque térmico de 70 kDa (hsp70), ha permitido identificar 

especies dentro de complejo L. donovani (Fernández-Arévalo et al., 2020; Fraga et al., 2010); así 



INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________________ 

41 
 

mismo la PCR seguida de la secuenciación del gen hsp70, apoya la evolución de L. peruviana de 

L. braziliensis, por cambios del ecosistema costero andino, provocando la degradación de la 

especie al estado de subespecie de L. peruviana (Odiwuor et al., 2012). Por otra parte, permite 

realizar estudios de polimorfismo dentro de diferentes complejos de Leishmania (Van der Auwera 

et al., 2013). 

En la actualidad, la secuenciación de segunda generación (NGS), tiene la capacidad de secuenciar 

a gran escala, con gran versatilidad, desde genomas completos hasta paneles reducidos de genes, 

estudio de fusiones y perfiles de expresión génica por ARN (Jauk, 2019). La NGS, permite la 

secuenciación rápida de 100 o más genes diana, incluyéndose, además de los genes constitutivos, 

otros que tienen funciones biológicas importantes, como la virulencia, la resistencia a los 

medicamentos, etc., que probablemente mejoren el conocimiento profundo de la historia natural, 

la evolución y la genética de la población de Leishmania (Schonian et al., 2011). 

EL RFLP, donde la diferenciación de especies de Leishmania se basa en la visualización de 

patrones de bandas que generan los productos de digestión con una o varias endonucleasas de 

digestión que son puestos en evidencia en gel de agarosa. Dado que el RFLP es una técnica simple 

que requiere una infraestructura de laboratorio mínima, está disponible en todos los laboratorios 

donde se puede realizar la PCR (Van der Auwera & Dujardin, 2015). El tamaño y cantidad de 

fragmentos depende de la cantidad y posición de corte de la enzima que se utiliza en la secuencia 

estudiada (Akhoundi et al., 2017); por ejemplo, con la endonucleasa de restricción HaeIII el patrón 

obtenido ha demostrado ser más útil para la diferenciación entre Leishmania (Viannia) de 

importancia médica (Schönian et al., 2003). Como la secuenciación, la PCR-RFLP es capaz de 

discriminar especies estrechamente relacionadas, sobre todo cuando se utilizan genes 

constitutivos, por lo que puede ser aplicable en investigación de brotes y estudios de la dispersión 

de las cepas en sus diferentes ciclos de transmisión; sin embargo, no están normalizadas entre 

laboratorios y los resultados no se correlacionan con MLEE (OMS, 2010).  

La RAPD, basada en la amplificación del ADN por PCR, usando solo un cebador corto definido 

arbitrariamente, obteniéndose fragmentos de ADN de distinto tamaño en función de los lugares de 

unión de los iniciadores (Akhoundi et al., 2017). Puede utilizarse sola o junto con otras técnicas 

para la identificación y caracterización de especies de Leishmania, especialmente de L. infantum 

(Toledo et al., 2002). Es relativamente sencilla, rápida y no necesita información previa sobre la 

secuencia (Schonian et al., 2011). Su uso está restringido por requerir ADN de Leishmania de alta 
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pureza y la estandarización precisa de las condiciones de la PCR para garantizar la especificidad 

(Akhoundi et al., 2017; Schonian et al., 2011). Solo pueden aplicarse a parásitos cultivados 

axénicamente, ya que se basan en la amplificación de fragmentos de ADN aleatorios, por lo que, 

al trabajar con muestras, amplificarían principalmente el abundante ADN del hospedador y no 

específico de Leishmania (Van der Auwera & Dujardin, 2015). 

El estudio de Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) es una técinica 

que se basa en la amplificación selectiva de fragmentos de restricción de un digerido de ADN 

genómico por PCR (Vos et al., 1995). Los fragmentos amplificados se separan y visualizan en 

geles de poliacrilamida, reportándose como presencia/ausencia de polimorfismos, con lo cual se 

ha demostrados su utilidad en la investigación de variabilidad genética de especies de Leishmania 

estrechamente relacionadas (Kumar et al., 2010). Con esta técnica se han identificado incluso 

híbridos naturales de Leishmania aethiopica/Leishmania donovani (Odiwuor et al., 2011). Una 

variante de esta técnica es la técnica código de barras de longitud de fragmento fluorescente 

(FFLB, Fluorescent fragment length análisis Barcoding), en la cual el análisis del tamaño de los 

fragmentos por fluorescencia se realiza en un secuenciador automático (Schonian et al., 2011). 

El análisis de alta resolución de fusión (PCR-HRM) que suele ser una qPCR, es un método que 

se basa en la medición de la intensidad de fluorescencia del colorante de intercalación de ADN en 

el transcurso de la disociación del ADN mono o bicatenario y es capaz de discriminar especies de 

Leishmania del VM (Fayaz et al., 2021; Nasereddin & Jaffe, 2010) y NM (Hernández et al., 2014). 

Miden la tasa de disociación de la doble cadena del ADN a cadena sencilla con incrementos de 

temperatura y registrando los cambios en la fluorescencia correspondientes. La discriminación de 

especies de Leishmania se da en función de su composición, longitud, contenido de GC y 

complementariedad de cadenas (Akhoundi et al., 2017; Villarreal et al., 2021). La qPCR permite 

una identificación rápida de Leishmania a nivel de complejo, mostrando ser una herramienta 

molecular útil para estudios epidemiológicos y en diagnóstico clínico (Wortmann et al., 2005). Así 

mismo, permite la identificación de especies de Leishmania a través del análisis de las curvas de 

temperaturas de desnaturalización media de alta resolución, utilizando diferentes genes como la 

SSU rRNA (Mota et al., 2018). 

La MLST, se basa en la comparación de secuencias parciales, de siete o más genes constitutivos, 

y es un método altamente estandarizado (Gow et al., 2022). Desde el punto de vista filogenético 
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es más poderoso y podría reemplazar a MLEE en el futuro (Schonian et al., 2011). MLST puede 

considerarse una versión mejorada de MLEE, en la que cada enzima se evalúa mediante el análisis 

de su secuencia de codificación, en lugar de basarse en una única evaluación de movilidad de gel. 

De este modo, también se grafican las variaciones que no afectan a esta movilidad (Van der 

Auwera & Dujardin, 2015). En MLST, cuatro genes constitutivos glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa (G6PD), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), manosa fosfato isomerasa 

(MPI) e isocitrato deshidrogenasa (ICD), son marcadores que han mostrado determinar las 

relaciones intra e inter-específicas y han contribuido a la filogenia de L. (Viannia) (Boité et al., 

2012), e incluso han revelado distintos patrones entre cepas de L. (V) braziliensis (Marlow et al., 

2014).  

La MLMT tiene la capacidad de discriminar a nivel intraespecie. Se amplifican varias regiones de 

microsatélites en todo el genoma (Van der Auwera & Dujardin, 2015). Los microsatélites son 

regiones repetidas de di- o tri-nucleótidos cortos de 1–6 pb, que se repiten en tándem y que 

presentan una variación de longitud alélica que constituye un patrón de huella digital y debido a 

su gran homología deben analizar entre 10 a 20 marcadores (Schönian et al., 2008). Los 

marcadores son específicos de especie en Leishmania, por ello se debe usar diferentes conjuntos 

de marcadores con diferentes especies. MLMT tiene el mayor potencial para su uso en muestras 

clínicas sin necesidad de cultivo, porque es sensible y específico y su mejor reproducibilidad, fue 

considerado como candidato para convertirse en el estándar de oro para la distinción de cepas 

(Schonian et al., 2011; Van der Auwera & Dujardin, 2015). MLMT se ha utilizado en la 

investigación de brotes de leishmaniosis visceral causados por el complejo L. donovani y es capaz 

de identificar híbridos de L. braziliensis/L. peruviana; sin embargo, no es adecuado para inferir 

filogenia (Marlow et al., 2014; Nolder et al., 2007). También ha sido utilizado para demostrar la 

alta diversidad genética de L. panamensis (Ramírez et al., 2016). 

 

1.4.2.2 Marcadores moleculares 

Los métodos de caracterización deben de tener poder discriminatorio, ser versátiles, rentables y 

con capacidad para detectar y cuantificar Leishmania spp., además de ser sensibles, específicos, 

rápidos, precisos, accesibles, fáciles de utilizar y aplicar en el campo, aspectos que están 

relacionados con la elección de dianas o marcadores moleculares (Akhoundi et al., 2017). Las 
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dianas tienen característica específica de ser capaces de detectar género, complejo o especie y 

pueden tener secuencias conservadas o variables entre las especies de Leishmania. La correcta 

elección del blanco para el diseño de los cebadores influye en la sensibilidad y especificidad de la 

técnica (Conter et al., 2019). Existen numerosos marcadores moleculares o dianas, incluidos 

tanto en el ADN cromosómico como en el ADN no cromosómico, que han sido utilizadas para la 

detección y tipificación, entre ellos que se encuentran los siguientes: 

 

a) DNA cromosómico 

Dentro del ADN cromosómico, está el gen del rRNA, que está localizado principalmente en el 

cromosoma 27, generalmente como múltiples copias de repeticiones de cabeza a cola en tándem 

de aproximadamente 12,5 Kb. La unidad de transcripción de ARN ribosomal, rRNA 18S es un 

ARN estructural del SSU ribosomal, que por su alta conservación de este gen y sus regiones 

laterales son útiles para reconstrucción de relaciones filogenéticas (Akhoundi et al., 2017). 

Los espaciadores transcritos internos (ITS) son fragmentos de ADN de ADN espaciador no 

codificante ubicados entre las unidades del ARNr. U. Las regiones ITS más variables son ideales 

para la tipificación de especies. La región ITS1, varía de 50 a 350 pb y se encuentra entre los genes 

18S rRNA y 5.8S rRNA y la región ITS2 tiene una longitud de 50-650 pb y se encuentra entre los 

genes 5.8S rRNA y LSU rRNA (Akhoundi et al., 2017; Schönian et al., 2003). ITS1 permite, por 

su polimorfismo, la tipificación de especies, como la diferenciación de L. mexicana, L. 

amazonensis, L. guyanensis y L. braziliensis entre las especies del NM (Cupolillo et al., 1995; 

Mauricio et al., 2004; Schönian et al., 2003). La amplificación de ITS2 con cebadores de PCR 

genéricos reveló diferencias entre Leishmania spp. del VM y del NM, pero también entre 

complejos de especies y especies de subgéneros (Kuhls et al., 2005; Schönian et al., 2003). ITS1 

e ITS2, resultaron ser marcadores útiles para el diagnóstico e identificación de especies del 

subgénero Leishmania y Viania por secuenciación (De Almeida et al., 2011; Cupolillo et al., 1995). 

Región espaciadora intergénica (IGS), elemento genómico que varía en tamaño, número y 

secuencia entre las especies de Leishmania y que contiene un elemento repetido de 60-64 pb de 

longitud de 16-275 copias, provocando variaciones de longitud de 4-12 Kbp (Orlando et al., 2002). 

Está menos conservado que los genes rRNA y, por lo tanto, es más adecuado para cartografiar las 

relaciones evolutivas entre especies de Leishmania estrechamente relacionadas.  



INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________________ 

45 
 

El Mini exón o SL RNA (Spliced leader RNA), gen de cinetoplastidos protistas que están 

presentes en 100-200 copias repetidas en tándem en el genoma nuclear, ha sido utilizado en 

estudios de filogenética de Leishmania (Akhoundi et al., 2017). Este marcador fue utilizado en un 

solo ensayo multiplex, identificándose, tres complejos simultáneamente (L. braziliensis, L. 

mexicana y L. donovani) al generarse productos de diferentes tamaños para cada complejo, por lo 

que serían útiles cuando se encuentran diferentes complejos de Leishmania en la misma área 

geográfica (Harris et al., 1998). 

Los genes que codifican proteínas, se encuentran en diversos cromosomas y son utilizados como 

marcadores para la identificación y discriminación de especies de Leishmania. La estructura de los 

cromosomas difiere inter- e intra-especies (Akhoundi et al., 2017).  

Los genes gp63, se expresan en promastigotes y amastigotes, y sus productos participan en la 

adhesión del parásito a las células hospedadoras y la internalización en los macrófagos (Conter et 

al., 2019). La gp63 está muy conservada en el género Leishmania, y está presente en varias copias 

en diferentes especies, presentando elevada sensibilidad de detección lo que permite su aplicación 

directamente en muestras clínicas (Yao et al., 2003; Van der Auwera & Dujardin, 2015). El 

gp63EXT (clase del gen gp63 extendido en extremo 3´) es un excelente marcador para la filogenia 

y tipificación del complejo L. donovani (Mauricio et al., 2007). El locus del gen gp63 fue utilizado 

también en la caracterización genética de especies del subgénero Viania, (L.  braziliensis, L.  

peruviana, L.  guyanensis y L.  lainsoni) que, mediante gp63-RFLP, pudo evidenciarse un extenso 

polimorfismo y reveló marcadores específicos para subgéneros, especies y poblaciones 

geográficas, mostrando la plasticidad genómica de los genes gp63 (Victoir et al., 1998).  

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa ( G6PD), fue utilizada con éxito para caracterización parcial 

del gen g6pd por PCR para discriminar especies de Leishmania responsables de LT de los 

subgéneros Leishmania y Viannia y distinguir la especie L. braziliensis de las otras especies de 

este subgénero (Castilho,et al., 2003). Así mismo, la g6pd forma parte del perfil de enzimas 

utilizadas en MLEE y análisis MLST para la identificación de especies de Leishmania (Boité et 

al., 2012; Chouicha et al., 1997). 

Manosa fosfato isomerasa (MPI), forma parte del perfil de enzimas utilizadas en MLEE y 

análisis MLST (Akhoundi et al., 2017). Junto con el análisis de secuencias de la enzima isocitrato 

deshidrogenasa, enzima málica, G6PD y fumarato hidratasa, demuestra la variabilidad genética 
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del complejo L. donovani (L. donovani, L. infantum y L. archivaldi) e, incluso, ha sido capaz de 

demostrar una fuerte correlación del genotipo con el origen geográfico (Zemanová et al., 2007). 

Por MLEE, la MPI es capaz de discriminar en forma clara L. peruviana de L. braziliensis (Arana 

et al., 1990). Por otro lado, el análisis filogenético de cuatro genes internos (G6PD, 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), MPI e isocitrato deshidrogenasa (ICD)) por MLSA, es 

capaz de determinar las relaciones intra- e inter-específicas y al análisis de la filogenia de L. 

(Viannia) (Boité et al., 2012).  

Las proteínas de choque térmico o Heat-shock proteins (HSPs), tienen un papel importante en el 

plegamiento de las proteínas, desde la síntesis inicial en los ribosomas hasta las etapas finales de 

plegamiento y degradación de otras proteínas (Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Young et al., 2004). En 

el genoma de Leishmania están presentes 5 a 10 copias del gen, y se pueden dar diferencias 

menores entre ellas en una cepa particular (Van der Auwera & Dujardin, 2015). Los genes que 

codifican las proteínas hsp70, fueron de los primeros en ser utilizados en la caracterización de 

kinetoplástidos por ser altamente conservados y estar presentes en varias copias en tándem 

(Folgueira et al., 2007). Han sido útiles para estudios filogenéticos y taxonómicos de Leishmania 

tanto en el NM como en el VM (Conter et al., 2019; Odiwuor et al., 2012; Van der Auwera & 

Dujardin, 2015; Van der auwera et al., 2013) y han demostrado ser dianas adecuadas y sensibles 

para la tipificación de especies dentro de complejos del NM (Hoyos et al., 2022) a partir de cultivos 

axénicos, como también a partir de tejidos (Garcia et al., 2004). 

La Cysteine protease B (cpB) forma parte de la familia de cisteínas peptidasas expresadas por 

cisteína peptidasa A, B y C (cpa, cpb, cpc) (Akhoundi et al., 2017). En el genoma de Leishmania 

están presentes varias copias del gen dispuestas en una matriz en tándem; las copias no son todas 

idénticas y se clasifican en varios subgrupos (Van der Auwera & Dujardin, 2015). El gen cpB ha 

demostrado su utilidad como blanco en la caracterización de especies del complejo L. donovani 

mediante PCR-RFLP en muestras de aspirado de médula ósea y sangre venosa obtenidas de 

pacientes con LV (Quispe Tintaya et al., 2004). Así mismo, la secuenciación de los productos 

amplificados del gen cpB por PCR, ha permitido realizar el análisis filogenético del complejo L. 

donovani (Chaouch et al., 2013).  

b) ADN no cromosómico  
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Todos los kinetoplástidos, incluyen ADNk que consta de varios miles de moléculas de ADN 

unidas en una red concatenada. Los círculos de kDNA son de dos tipos, maxicírculos y 

minicírculos (Van der Auwera & Dujardin, 2015). Los maxicírculo suelen oscilar entre 20 y 40 

kb, según la especie, y están presentes en unas pocas docenas de copias idénticas por red. Los 

minicírculos, presentes en varios miles de copias por red, suelen tener un tamaño casi idéntico (de 

0,5 a 10 kb, según la especie), pero su secuencia es heterogénea (Lukeš et al., 2002). En 

Leishmania y otros tripanosomátidos, el kDNA está compuesto por miles de minicírculos (95% 

del kDNA) y unos pocos maxicírculo, catenados juntos en una red compleja. (Akhoundi et al., 

2017; Camacho et al., 2019). El maxicírculo es utilizado en análisis filogenéticos para especies 

dentro de la familia de tripanosomátidos (Kaufer et al., 2019). L. braziliensis es la especie más 

divergente del género Leishmania en su genoma nuclear, pero el maxicírculo presenta una elevada 

conservación, lo que sugiere que el patrón de edición se conserva también en el subgénero Viannia, 

indicando una elevada conservación en la edición de los transcritos mitocondriales a nivel de 

género (Nocua et al., 2011). Por otro lado, los resultados del análisis de secuencias de minicírculos 

de kDNA de los aislamientos de Leishmania en la frontera iraní, y el diagnóstico de heterogeneidad 

genética, son importante para la detección de terapias, control y estudios epidemiológicos (Flaih 

et al., 2021). 

La qPCR de kDNA, dirigida a la región conservada de los minicírculos, ha mostrado ser un método 

rápido y confiable para identificar los principales agentes etiológicos de las LC y LV en las 

regiones endémicas de Brasil (Pita-Pereira et al., 2012). Así mismo, ha mostrado un gran potencial 

de aplicación como herramienta de diagnóstico y seguimiento en la LT americana (Jara et al., 

2013)  

Otro de los marcadores utilizados, es el citocromo oxidasa (CO) I, II y III, que forman las tres 

subunidades del complejo enzimático terminal de la cadena respiratoria (Akhoundi et al., 2017). 

El gen COII menos conservado, ha permitido el estudio de la variación genética dentro del 

complejo L. donovani (Cao et al., 2011; Ibrahim & Barker, 2001). 
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1.4.3 IDENTIFICACIÓN POR TÉCNICAS PROTEÓMICAS: ESPECTROSCOMETRÍA DE 

MASAS MALDI-TOF 

MALDI-TOF MS es una técnica proteómica que ha demostrado ser de gran utilidad para la 

identificación de microorganismos, incluidas bacterias, hongos y parásitos (Caballero & Martin, 

2018; Franco-Álvarez de Luna, 2018; Maldonado et al., 2018; Zárate et al., 2014). Fue introducida 

por primera vez en 1987, recibiendo sus inventores el Premio Nobel en 2002 (Clark et al., 2013). 

Esta técnica es precisa y económica, proporciona información completa y es rápida y fácil manejo 

(Canal et al., 2014; García et al., 2012).  

En la técnica, la muestra se mezcla con una matriz sobre una placa de metal conductor, después de 

la cristalización de la matriz y el material microbiano, la placa de metal se introduce en el 

espectrómetro de masas, donde se bombardea con breves pulsos de láser. Las moléculas desorbidas 

e ionizadas, se aceleran a través de un campo electrostático y se expulsan a través de un tubo de 

vuelo de metal sujeto al vacío hasta alcanzar un detector, los iones más pequeños viajan más rápido 

que los iones más grandes. Por lo tanto, los bioanalitos separados según su TOF crean un espectro 

de masas compuesto por picos de relación masa/carga (m/z) con intensidades variables. Un 

espectro es, por lo tanto, una firma microbiana que se compara con una base de datos para la 

identificación a nivel de especie o género (figura 10). 

 

Figura 10. Descripción del fundamento de la técnica de la espectrometría de masas MALDI-TOF. 

(tomado de Croxatto et al., 2012). 

Esta técnica proteómica, ahora está integrada en el trabajo de rutina de muchos laboratorios, 

simplificando enormemente la identificación de patógenos y mejorando la atención al paciente 
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(Seng et al., 2009). Varias plataformas comerciales y de acceso abierto bien establecidas basadas 

en MALDI-TOF MS, están disponibles para la identificación de bacterias y levaduras. La mayor 

parte de las bases de datos de espectros, se pueden personalizar agregando espectros para mejorar 

el poder discriminatorio de MALDI-TOF, incluso para la tipificación de cepas (Clark et al., 2013). 

En 2014, la técnica MALDI-TOF MS se aplicó por primera vez en la identificación de Leishmania, 

con la creación de una biblioteca a la que se puede acceder a través de una web de aplicación 

gratuita (Cassagne et al., 2014; Lachaud et al., 2017). La identificación de especies de Leishmania 

se realiza a través de la huella digital espectral de proteínas características que se generan a partir 

de cultivos de parásitos (Evers et al., 2018; Mouri et al., 2014). El MALDI-TOF por su sencillez, 

rapidez en la obtención de resultados y bajo coste, podría representar un método adecuado para la 

caracterización de Leishmania en países con acceso limitado a herramientas moleculares, pero 

donde la técnica ya está disponible en laboratorios de microbiología; a pesar de requerir cultivos, 

esta técnica, tiene las ventajas de velocidad y bajo coste, y podría integrarse en laboratorios clínicos 

(Aronson & Joya, 2019). Sin embargo, solo es adecuado para identificar leishmanias cultivadas, y 

los datos espectrales no son comparables entre diferentes laboratorios por lo que cada centro debe 

desarrollar su propia biblioteca validada de espectros de referencia (Van der Auwera & Dujardin, 

2015) o bien puede realizarse a través del acceso a una web de gratuita aplicación (Lachaud et al., 

2017). 

 

 1.5 CONTROL Y TRATAMIENTO DE LAS LEISHMANIOSIS 

Las estrategias de prevención y control de la leishmaniosis, se centran principalmente en el 

tratamiento de la enfermedad y en aplicar medidas preventivas de protección personal, ya que las 

medidas de eliminación de reservorios o la reducción del contacto humano-vector, son costosas y 

laboriosas y porque la LC no es una enfermedad mortal (Aronson et al., 2017; OPS/OMS, 2019; 

Reithinger et al., 2007). Sin embargo, se ha visto conveniente integrar la vigilancia de vectores en 

áreas donde la leishmaniosis es coendémica con otras enfermedades transmitidas por vectores, 

como la malaria y el dengue, aprovechando el personal de salud que participa en la vigilancia de 

los flebotomos, puediendo utilizarse para la vigilancia entomológica de otras enfermedades, con 

el fin de fortalecer y promover el concepto de vigilancia integrada de vectores (World Health 

Organization, 2022). 



INTRODUCCIÓN 
_____________________________________________________________________________________ 

50 
 

Si bien, el diagnóstico temprano y tratamiento adecuado de las personas afectadas, constituyen las 

estrategias de control de la leishmaniosis, las pocas opciones del tratamiento y la toxicidad de los 

medicamentos (OPS 2013; Reithinger et al., 2007), hacen que sea necesario tratar previamente la 

sobreinfección si existiera.(OMS, 2010). 

Tras una cuidadosa evaluación diagnóstica en la que no se confirme ni leishmaniosis ni otro 

diagnóstico, y después de ser discutido con el paciente, puede estar indicado el tratamiento 

empírico en base a una valoración riesgo-beneficio individualizada y debe ser reevaluado 

periódicamente, teniendo en cuenta la evolución clínica (Aronson et al., 2017). Si, se ha 

confirmado la LT por el laboratorio, no es imperativo identificar la especie de Leishmania, si se 

conoce la especie más prevalente en la región. El tratamiento es instaurado según el estado clínico, 

la disponibilidad del fármaco y el balance riesgo-beneficio. Además, se debe recomendar al 

paciente sobre la higiene de las lesiones e informar sobre la falta de respuesta al tratamiento y la 

aparición de efectos secundarios de los fármacos durante su tratamiento (OPS/OMS, 2022a). 

En la LC, el tratamiento reduce la morbilidad (prevención de recaídas y evitar la diseminación 

hacia las mucosas), aunque las lesiones pueden sanar sin terapia, y el tratamiento es recomendable 

en lesiones graves o cuando haya riesgo de enfermedad de la mucosa (Aronson & Joya, 2019). En 

el caso de LT, se recomienda el tratamiento sistémico para personas con LC compleja o en 

personas con LC en quienes no es práctico usar terapia local o si se prefiere una curación más 

rápida de lesiones grandes, estética o funcionalmente preocupantes o en aquellas que presente 

síndromes cutáneos menos comunes, como la LCD (causada por L. mexicana y L. amazonensis) y 

la LC diseminada  (causada por L. braziliensis) (Aronson et al., 2017). Se recomienda aplicar 

antimoniales pentavalentes intralesionales en pacientes con leishmaniasis cutánea localizada 

causada por L. braziliensis o L. amazonensis (OPS/OMS, 2022a). 

Los medicamentos utilizados en el tratamiento de la LC y MC son los Antimoniales Pentavalentes 

(tratamiento de primera línea), como el Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) y el 

Estibogluconato de Sodio (Pentostam®), que son de administración intramuscular, y tiene una tasa 

de curación del 56,9 % en LC y 64,5% en LM (Cubas et al., 2019). Estos medicamentos no están 

aprobados por la FDA por su toxicidad (pueden provocar anorexia, vómitos, náuseas, dolor 

abdominal, malestar, mialgias, artralgias, cefaleas, sabor metálico y letargo (OMS, 2010). Otra 

alternativa es la Miltefosina (administración oral, aprobado por la FDA) para el tratamiento de la 
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LC causada por L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis. (Aronson & Joya, 2019). El 

Desoxicolato de Anfotericina B (AmB-D), es un antibiótico poliénico, antifúngico de amplio 

espectro y activo contra especies de Leishmania, pero es tóxico (puede provocar fiebre elevada y 

escalofríos, miocarditis, nefrotoxicidad), por lo que su administración es hospitalaria con 

monitoreo continuo por su toxicidad) (OMS, 2010). Se han formulado otras formas farmacéuticas 

de la AmB-D para reducir su toxicidad, como la Anfotericina B liposomal (AmB-L-AmBisome®), 

aprobada por la FDA. La AmB-L-AmBisome®, se utiliza en la India como fármaco de primera 

línea para el tratamiento de la LV en pacientes que no responden al tratamiento a los Antimoniales 

Pentavalentes (Mendes et al., 2020). Por otra parte, el Fluconazol administrado por vía oral, no ha 

mostrado eficacia en áreas de alta transmisión por L. braziliensis (Prates et al., 2016). 

La terapia local, se utiliza, generalmente, como terapia de primera línea en los casos de LC con 

lesiones únicas, tanto en el VM como en el NM (Aronson & Joya, 2019). 

La termoterapia es utilizada como tratamiento alternativo en LC localizadas en Afganistán 

(Reithinger et al., 2007) y, en las Américas, es recomendada en mujeres embarazadas y en lactancia 

y en pacientes con alteraciones en el electrocardiograma. Por su parte, la terapia intralesional con 

Antimoniales Pentavalente es utilizada en mujeres en lactancia, enfermos renales, hepáticos y 

cardiacos. 

La elección del medicamento a utilizar por el médico se realiza en base a la presentación clínica, 

número y localización de las lesiones, disponibilidad del fármaco, nivel de atención, etc., además 

el optar por tratamiento local o sistémico dependiendo de la salud del paciente (OPS/OMS, 2022a). 

En la tabla 4, se recogen las recomendaciones de la OPS para el tratamiento de la LT en adultos 

en las Américas.  
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LC 

 

LM 

 

Tabla 4. Recomendaciones de la OPS para el tratamiento de la LC en las Américas (tomado de 

OPS, 2022a). 
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1.5.1 FALLA TERAPÉUTICA Y RESISTENCIA 

Como en otras enfermedades, se ha descrito falla terapéutica (FT) después de haber instaurado 

tratamiento para la leishmaniosis. Se pueden definir dos formas principales de FT: (1) por la falta 

de respuesta o la persistencia de los síntomas al final del tratamiento (después de seguimiento de 

3 meses), y (2) la recaída o reactivación, con un segundo episodio después de la aparente curación 

inicial del paciente (los síntomas clínicos se verifican por medios parasitológicos, inmunológicas 

o moleculares) (OPS/OMS, 2019). La FT no debe ser considerada como sinónimos de resistencia 

a los medicamentos. Existen factores que juegan un papel importante en la FT como son: 1) los 

dependientes del hospedador, se requiere una respuesta inmunitaria eficaz para respaldar los 

medicamentos contra las leishmanias; 2) los dependientes del parásito (la virulencia inherente a la 

cepa infectante de Leishmania y/o infección del parásito por virus de ARN); 3) los relacionados 

con el medicamento (dosificación inapropiada por falta de experiencia del personal médico o la 

autoadministración, que conllevan al riesgo a seleccionar parásitos resistentes a esos 

medicamentos) (Ponte-Sucre et al., 2017). 

La FT ha sido más analizada en los casos de LV, habiéndose  demostrado que el tratamiento 

incompleto del kala-azar en la India con Antimoniales Pentavalentes, podría ser la causa de la falta 

de respuesta al tratamiento en los pacientes, y favorecer al parásito desarrollar tolerancia y 

resistencia al fármaco (Croft et al., 2006; Sundar et al., 1994). En las Américas, se ha descrito 

principalmente en casos de LM (Carvalho et al., 2022). 

La resistencia a los Antimoniales Pentavalentes se ha generalizado en la India y su uso ha sido 

reemplazado; sin embargo, estos fármacos siguen siendo utilizados en América latina y en África 

oriental en el tratamiento de leishmaniosis (Ponte-Sucre et al., 2017). Así mismo se ha reportado 

una tasa de FT de hasta del 50% en tratamiento con SbV en LC causada por L. braziliensis (Prates 

et al., 2016). 

La Anfotericina B, es el principal tratamiento de LV en zonas endémicas de Bihar, India, donde 

no hay respuesta al tratamiento con Gluconato de Antimonio y Sodio. Sin embargo, se ha mostrado 

la posibilidad de aparición de farmacorresistencia adquirida por el mecanismo de la alteración de 

la composición de la membrana celular y conferir resistencia a la Anfotericina B en aislados 

clínicos de L. donovani (Purkait et al., 2012). 
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En el Perú, la tasa de fracaso terapéutico al SbV fue 96 % dentro de los primeros 3 meses y 24,4% 

a los 6 meses de evaluación de seguimiento. Por especie de parásito, el fracaso terapéutico fue 

hasta el 7,4 % en la infección por L. guyanensis, 28,6% en la infección por L. peruviana y 31% en 

la infección por L. braziliensis, siendo similares a los 12 meses de seguimiento de evaluación 

(Arevalo et al., 2007; Llanos-Cuentas et al., 2008).   

 

1.6 LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA 

 

1.6.1 CARACTERÍSTICAS EPIDEMIOLÓGICAS DE LA LEISHMANIOSIS EN BOLIVIA 

Estado Plurinacional de Bolivia se encuentra entre los países con mayor número de casos de LM 

o LCM (281), después de Brasil (756), Perú (419), representando el 87% del total de casos de la 

Región de las Américas (OPS/OMS, 2022b). En Bolivia, la LT es endémica en siete de los nueve 

departamentos (Pando, Beni, La Paz, Cochabamba, Santa Cruz, Chuquisaca y Tarija) (Ministerio 

de Salud del Estado Plurinacional de Bolivia, 2015b), correspondiendo la mayor cantidad de casos 

reportados a los cuatro primeros departamentos indicados (Ministerio de Salud del Estado 

Plurinacional de Bolivia, 2016). En el periodo 1983 al 2014 se registraron, aproximadamente, 

52.244 casos de leishmaniosis en sus diferentes formas clínicas, siendo más prevalente la LC, hasta 

un 92%, seguida de la LM (8%) y la LV (0,2%) (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de 

Bolivia., 2015a). Los últimos datos, correspondientes al año 2021, indican una incidencia de 2.166 

nuevos casos, de los cuales el 87% corresponde a LC y el 13% a LM, correspondiendo a 35,8 

casos/100.00 habitantes, y considerándose que existe un alto riesgo de transmisión (Figura 11) 

(OPS/OMS, 2022b). 
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A)  

 

 

 

 

 

 

B) 

Figura 11. A) Departamentos de Bolivia con LT presente, B) Situación epidemiológica de la 

LC y LM en Bolivia en 2021. (Modificado de OPS/OMS, 2022b. 

https://panaftosa.org/leish/inf2022_es/INFOGRAFICO_ESP_2022_BOL.pdf) 

El amplio polimorfismo epidemiológico de la LT está relacionado con la ecología de los vectores 

y las actividades de las personas. En las zonas endémicas de Pando y Alto Beni, la infección se 

produce en la selva durante el día, en la recolecta de productos o durante el desmonte (Le Pont et 

al., 1992). En la zona del Chapare (Cochabamba), se reportaron casos de transmisión autóctona, 

urbana, con presencia de vectores capturados y niños infectados en peri e intradomicilio, pero se 

requieren más estudios que confirmen la adaptación al hábitat del vector (Ballart et al., 2016; Rojas 

et al., 2009). Por otro lado, la LC en Bolivia está asociadas con el sexo, la edad, el  vivir en /o 

cerca del bosque o trabajar en áreas boscosas en la mayoría de los casos (García et al., 2009; Rojas 

et al., 2009) y, en pocas ocasiones, se asocian al turismo. Se ha encontrado que, en la zona 

endémica de los Yungas de La Paz, el riesgo de contraer la LC incrementa de 3 a 10 veces más en 

la población migrante que en la población nativa (Alcais et al., 1997).   
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Según los datos epidemiológicos de LC y LM reportados en 2021 (Figura 11), Bolivia presenta 

un nivel de trasmisión alto, siendo el Índice Compuesto de Transmisión de LC (ICTLc) muy 

intenso en las zonas tropicales y sub-tropicales de La Paz (los Yungas) y Pando y un ICTLc Intenso 

en los departamentos de La Paz, Pando, Beni, Cochabamba (OPS/OMS, 2022b). La zona de los 

Yungas, en La Paz, es una colonización antigua, que se caracteriza por presentar una selva 

secundaria (zona sub-tropical), con plantaciones de café, frutales y con residuos de selva primaria. 

La trasmisión en esta  zona (contacto-vector-reservorio humano) es  mayor de enero a marzo 

(temporada de lluvias) (Desjeux et al., 1986). En el Alto Beni y en la región de la Amazonia, donde 

el asentamiento humano está muy disperso y en contacto estrecho con la selva primaria virgen, la 

transmisión se asocia a actividades de exposición laboral, como tala y chaqueo (Desjeux et al., 

1986; García et al., 2009 ). En el departamento de Cochabamba, una de las zonas endémicas más 

importantes lo constituye el municipio de Villa Tunari, ubicado en la provincia del Chapare a una 

altitud de 200 a 400 m.s.n.m, donde el clima es húmedo tropical, sus alrededores están formados 

de bosques tropicales de valle, que rodean la vía fluvial del rio Chapare (Ballart et al., 2016). En 

la zona endémica del departamento de Tarija (provincia de Aniceto Arce), municipio de Bermejo 

(frontera con Argentina), la región es boscosa y húmeda, la población se dedica principalmente al 

cultivo de la caña de azúcar. En esta zona, los hábitos de la población migrante de la región andina 

incrementan la exposición al vector. Para dedicarse a la zafra la población se asienta en viviendas 

precarias de madera y caña, al borde de los cultivos de caña y cercanía a los ríos (Mollinedo et al., 

2020a). 

 

1.6.2 ESPECIES DE LEISHMANIA QUE CAUSAN LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA 

Las especies de Leishmania que han sido identificadas en Bolivia por diferentes investigadores 

son cinco (Tabla 5). 
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Tabla 5. Especies de Leishmania que circulan causando LT en las áreas endémicas de Bolivia 

Subgénero Complejo Especie Autores 

Viannia L. braziliensis L. braziliensis Adaui et al., 2016; Bastrenta et al., 2003 

Bermúdez et al., 1993; Bilbao-Ramos et 

al., 2017; Buitrago et al., 2011; Campos-

Muñoz et al., 2007; Del Rosal et al., 2009 

Desjeux et al., 1987; Dimier-David et al., 

1991; Garcia et al., 2004;. 2007a; 2007b;  

La Fuente et al., 1986; Le Pont & 

Desjeux, 1986; Martinez et al., 1998; 

Torrez-Espejo et al., 1989;  

Revollo et al., 1992; Riesco et al., 2007; 

Torrico et al., 2009;  

Urjel et al., 1987 

L. guyanensis L. guyanensis Garcia et al., 2005; 2007b 

L. lainsoni L. lainsoni Bilbao-Ramos et al., 2017; Buitrago et 

al., 2011; Garcia et al., 2004;;  2007a; 

2007b 

 

Leishmania L. mexicana L. mexicana Bastrenta et al., 2003; Bilbao-Ramos et 

al., 2017 

  

L. amazonensis Buitrago et al., 2011; Kerr et al., 2006; 

Martinez et al., 1998; Martinez et al., 

2002; 

Telleria et al., 1999 

 

1.6.3 FORMAS CLÍNICAS DE LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA 

La LC se presenta generalmente en las zonas descubiertas del cuerpo, iniciándose, en el lugar de 

la picadura del flebotomo, como una placa eritematosa, que evoluciona a un nódulo pruriginoso y 

se ulcera a los 16 días. Las lesiones pueden ser únicas o múltiples, de diferente forma y diámetro, 
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con bordes elevados e indurados e indoloras (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de 

Bolivia., 2015a). Con mayor frecuencia, se localizan en los miembros inferiores (53,8%) (Dimier-

David et al., 1991; Mollinedo & Mollinedo, 2020b). También se ha observado que las lesiones 

cutáneas pueden adquirir diferentes formas de presentación clínica: ulcerativa en 62,5% de los 

casos (lesiones en forma de cráter, con bordes levantados), infiltrativa 7,1% (lesione discontinua, 

tipo esponja), nodular  en 16,3% (nódulo indurado, que evoluciona formándose una úlcera), 

proliferativa en 5,9% (una lesión que se desarrolla sobresaliendo de la piel lesionada), verrucosa 

en 5,5% (lesión en forma de verruga que prolifera en forma irregular sobre la piel lesionada 

(Bermúdez et al., 2002) (Figura 12).  

 

Figura 12. Tipos de lesiones cutáneas de la leishmaniosis en Bolivia con sus respectivas 

características gráficas en la parte inferior: a) ulcerativa, b) infiltrativa, c) nodular, d) proliferativa, 

e) verrucosa. (Tomado de Bermúdez et al., 2002) 

La LM constituye el 8% de los casos reportados de LT y se presume que podría ser debido a la 

falta de un diagnóstico oportuno, tratamiento inadecuado, el diagnóstico tardío, la falta de 

tratamiento de una LC (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015a). 

Aproximadamente un 20% de los pacientes con LC suelen evolucionar a LM (García et al., 2009), 

siendo la ubicación geográfica, el origen étnico y los factores genéticos del paciente, los que 

podrían incrementar el riesgo de evolución a lesiones mucosas (Alcais et al., 1997). Así mismo, se 

sabe que L. braziliensis es capaz de migrar hacia las mucosas produciendo LM, a diferencia de las 

otras especies de Leishmania que circulan en Bolivia. Por lo que, teniendo en consideración que 

L. braziliensis es la especie más frecuente identificada como causante de LT (Garcia et al., 2007a), 

existe un riesgo mayor de que las lesiones cutáneas puedan evolucionar a LM. La relación LC/LM 

fue disminuyendo de 1/3 en el periodo 2001 al 2006 a 37/1 en el 2012. Esta reducción de la relación 

se debe, probablemente, a que los pacientes acuden con mayor frecuencia a los servicios de salud 

a recibir su tratamiento (Luna et al., 2012). 
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Las lesiones mucosas pueden limitarse a la mucosa nasal y del paladar en un 38,7% de los 

pacientes, o extenderse desde la mucosa nasal al paladar y faringe o laringe en un 28,4 % y en un 

32,7% de pacientes afectar a toda la mucosa otorrinolaríngea (Dimier-David et al., 1991) (Figura 

13). 

 

Figura 13. Tipos de lesiones mucosas en Bolivia: a) fosas nasales, b) paladar blando, c) labio 

inferior. (Tomado de Torrico & Zubieta, 2010)  

 

1.6.4 CICLO EPIDEMIOLÓGICO DE LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA 

El ciclo de la LT era inicialmente silvestre, estando la enfermedad relacionada con actividades en 

la selva (García et al., 2009). En los Yungas de La Paz, y en niños menores de 5 años, la prevalencia 

de LT es del 8%, lo cual sugiere que la transmisión sería peridoméstica y/o doméstica. Así mismo, 

el 65 % de los pacientes tienen LC antes de los 10 años de residencia, principalmente con úlceras 

en la cara y en ambos sexos, lo que podría deberse a cambio en los hábitos de las especies de 

vectores o, incluso, al cambio de las especies de vectores principales en las áreas peridomésticas 

y domésticas (Ballart et al., 2016; Le Pont et al., 1992; Mollinedo & Mollinedo, 2020b). Así 

mismo, se reportó que en los Yungas de La Paz, Lu. nuneztovari anglesi, vector de L. amazonensis, 

vive en los cafetales y en la noche ingresa en los domicilios donde se alimenta, volviendo a 

abandonar el domicilio de madrugada, confirmando la transmisión intradomiciliaria (Le Pont et 

al., 1992). En los Yungas de La Paz, el patrón de transmisión de LT (contacto-vector-reservorio 

humano) se produce en época de lluvia (enero a marzo), donde hay inundaciones y los animales 

reservorios potenciales invaden las casas en busca de refugio y alimento, época que coincide con 

la densidad altas del vector. En cambio, en el Alto Beni la infección se produce por exposición 

laboral durante la tala y chaqueo en época seca (julio a septiembre) (Mollinedo & Mollinedo, 

2020b). 
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Es importante también mencionar que el riesgo para contraer LC podría estar influenciado por el 

tipo de población, por ejemplo, la población nativa tiene menos riesgo de contraer LC que la 

población migrante; en este ámbito se ha reportado que el riesgo relativo de contraer LC es 10 

veces más en los primeros 5 años de vida y tres veces más entre el grupo etario de 5 a 20 años en 

la población migrante que en la población nativa, volviéndose similar en los siguientes años, lo 

cual podría estar influenciado por las características genéticas de la población (Alcais et al., 1997; 

Rojas et al., 2009). 

En la zona endémica del Chapare- Cochabamba (Parque Isiboro Sécure), la asociación de LC con 

el género masculino, la edad y la migración al bosque, demuestra que la mayor parte de la 

transmisión de L. braziliensis es selvática (Rojas et al., 2009). Por otra parte, estudios posteriores 

han reportado la presencia de dos incriminados vectores de leishmaniosis (Lu. shawi y Lu. yuilli 

yuilli) en zona urbanizada y en intradomicilio; sin embargo, son necesarios más estudios 

entomológicos en la provincia del Chapare para confirmar el papel del flebotomo vector, la 

transmisión intradomiciliaria de la enfermedad y la presencia de casos autóctonos de LC (Ballart 

et al., 2016). 

 

Reservorios 

Los reservorios de la LT, constituyen especies de roedores introducidas (Mus musculus y Rattus 

rattus) y siete especies nativas (Calomys fecundus, Akodon sp., Balomys sp., Oligoryzomys 

destructor, Oxymicterus sp., Oxymycterus paramensis y Thylamys venustus), entre otros 

(Mollinedo & Mollinedo, 2020b) (Figura 14). 
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Figura 14. Reservorios de Leishmania en zonas endémicas de Bolivia. a) Oryzomys spp. b) 

Didelphis albiventris, c) Dasypus spp., d) Galea musteloides, e) Choloepus spp. (Fotografías de 

archivos del Laboratorio de Parasitología, LABIMED, Facultad de Medicina, UMSS). 

En la zona endémica de Tarija, al sur de Bolivia, los reservorios más importantes citados con 

respecto a L. braziliensis, fueron los perros, roedores y marsupiales (Mollinedo et al., 2020a). En 

los Yungas de La Paz, el perro es el reservorio de L. infantum, así como de L. braziliensis. También 

en el Alto Beni el perro es una víctima más de L. braziliensis, al igual que el ser humano, lo cual 

indica que el parásito circula en la periferia en su ciclo secundario sin tener que pasar posiblemente 

por su ciclo silvestre (Le Pont et al., 1989a). 

 

Flebotomos 

Se han identificado 112 especies de flebotomos que circulan en Bolivia, de las cuales 38 tienen 

hábitos antropofílicos y solo ocho especies están incriminadas en la transmisión de la LT en seres 

humanos: Lutzomyia carrerai carrerai, Lu. llanosmartinsi, Lu yucumensis, Lu. shawi, Lu. 

longipalpis, Lu. ayrozai, Lu. flaviscutellata y Lu. nuneztovari (Ministerio de salud del Estado 

Plurinacional de Bolivia., 2015a). En la provincia del Chapare, en el departamento de 

Cochabamba, fueron capturadas seis especies del género Lutzomyia en el peri- e intradomicilio 

(Figura 15): Lu. aragaoi, Lu. anderson, Lu. antunesi, Lu. shawi, Lu. yuilli yuilli y Lu. auraensis, 

de las cuales solo dos especies fueron capturadas en zonas urbanas y en peri-domicilio (Ballart et 
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al., 2016). Lu. shawi, también ha sido capturada en un ambiente doméstico y peridoméstico en el 

Parque Isiboro Sécure (Cochabamba, Bolivia), siendo incriminada como vector de L. braziliensis 

y L. guyanensis (Garcia et al., 2007b). Otra de estas especies, Lu. auraensis ha sido incriminada 

en Perú, como vector de L. braziliensis, y L. lainsoni (Valdivia et al., 2012). Lu. y. yuilli ha sido 

hallada parasitada por Leishmania spp. en la Amazonia de Perú (Zorrilla et al., 2017). 

 

Figura 15. Ambiente del peri- e intra-domicilio en la zona endémica de leishmaniosis de Villa 

Tunari (Chapare, Cochabamba, Bolivia) con trampa luminosa de captura de flebotomos (imagen 

cedida por M. Gállego). 

 

En municipi de Bermejo, en la zona del sur de Bolivia frontera con Argentina, fueron identificados 

Nyssomyyia neivai como vector de L. braziliensis, Migonemyia migonei (especie antropofílicas) 

como vector de L. infantum y Evandromyia cortelezzii vector de L. braziliensis, siendo la de mayor 

abundancia Ny. neivai (92,6 %), en bosques secundarios y ambientes peridomésticos asociados 

con casos humanos (cultivos, viviendas y en los bosques de galerías de los ríos principales) 

(Mollinedo et al., 2020a).  
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Tabla 6. Especies de Leishmania aisladas de reservorios y flebotomos en Bolivia 

Especie Reservorios Flebotomos Autores 

L. braziliensis Canis familiaris 

Conepatus chinga 

Psychodopygus 

nunestovari 

anglesi 

Lutzomyia shawi 

P. llanosmartinsis 

y P. yucumensis 

Buitrago et al., 2011 

Garcia et al., 2007b 

Le Pont & Desjeux, 1986 

Le Pont et al., 1989a 

Telleria et al., 1999 

 

L. guyanensis ------------ Lu. shawi Garcia et al., 2007b  

L. lainsoni C. chinga ---------- Buitrago et al., 2011 

L. amazonensis Oryzomys acritus, O. nitidus, 

Akodon spp. 

Oligoryzomys spp. 

Py. nuneztovari 

anglesi 

Buitrago et al., 2011 

Kerr et al., 2006 

Telleria et al., 1999 

L. infantum Coendou prehensilis 

C. chinga 

Canis familiaris 

Lu. longipalpis 

Lu. shawi 

Buitrago et al., 2011 

Dantas-Torres, 2009 

Marcondes & Day, 2019  

Le Pont et al., 1989b  

 

1.6.5 DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO DE LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN 

BOLIVIA 

En Bolivia, en todos los establecimientos de salud, el diagnóstico de la LT se inicia con el 

diagnóstico epidemiológico, con la finalidad de conocer si el paciente ha estado expuesto a 

posibles vectores infectados; para ello, se obtiene información de la procedencia y residencia del 

paciente, factores sociales, ambientales y climatológicos del entorno del paciente y presencia de 

animales con lesiones sospechosas de leishmaniosis (Ministerio de salud del Estado Plurinacional 

de Bolivia., 2015a). El segundo paso constituye en realizar el diagnóstico clínico (García et al., 

2009), detectándose los casos sospechosos de LC, con presencia de lesiones ulcerosas de bordes 

levantados y que no responden al tratamiento con antibióticos, además de posibles cicatrices 

características de episodios anteriores de LC. Los casos de LM se identifican por la presencia de 

obstrucción o perforación nasal, antecedente de epistaxis y cicatriz cutánea típica (Alcais et al., 
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1997). Finalmente, los pacientes son derivados al laboratorio para su confirmación de caso 

sospechoso, mediante pruebas de laboratorio (Figura 16). 

 

Figura 16. Técnicas de laboratorio utilizadas en el diagnóstico de la LT en Bolivia. Recuadro 

en: línea continua, realizado en laboratorios de 1º, 2º y 3º nivel; en línea punteada, en pocos 

laboratorios de 2º y 3º nivel con técnicas implementadas; en línea cortada, en laboratorios de 3º 

nivel que tienen la técnica implementada.  Fuente: elaboración propia. 

El examen parasitológico directo (EPD) y tinción de Giemsa en muestras obtenida por raspado 

(Figura 17), es la prueba que está disponible en la mayoría de los laboratorios de primer, segundo 

o tercer nivel de atención. Sin embargo, pocos laboratorios la tienen implementada. 

El cultivo para Leishmania se suele realizar con muestra de aspirado obtenida del borde la lesión 

(Figura 17), solo se la realiza en los laboratorios de tercer nivel en las ciudades de Cochabamba, 

Santa Cruz y La Paz y en dos laboratorios de 2º nivel de las zonas endémicas de Cochabamba, 

Villa Tunari (Chapare) e Ibuelo (Carrasco tropical). La sensibilidad del cultivo es superior a la del 

EPD, entre 85 a 90% (Bermudez et al., 2005; Ministerio de salud del Estado Plurinacional de 

Bolivia., 2015a); sin embargo, requiere de infraestructura y personal capacitado.  
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Figura 17. Toma de muestras biológicas para el diagnóstico de la LT: A la izquierda, toma de 

muestra de raspado del borde la lesión para EPD. Al centro, toma de muestra por aspirado de la 

lesión en paladar blando. A la derecha aspirado de lesión en fosa nasal. (tomado de: García et 

al., 2009). 

Las pruebas moleculares, como la PCR, se limitan, en Bolivia, a fines de investigación o estudios 

epidemiológicos, debido al coste, necesidad de infraestructura especializada y personal 

técnicamente capacitado (García et al., 2009). 

En Bolivia, la utilidad de las pruebas serológicas en el diagnóstico de la LT es cuestionable, debido 

a la baja producción de anticuerpos específicos en LC (Ministerio de salud del Estado 

Plurinacional de Bolivia., 2015a). Su sensibilidad es variable, dependiendo de la cronicidad de las 

lesiones. Según datos publicados en zonas endémicas de La Paz, la serología ha mostrado una 

sensibilidad del 5% en pacientes con LT confirmada por pruebas parasitológicas (Luna et al., 

2012). Otro problema del diagnóstico serológico radica en la presencia de posibles infecciones 

mixtas Leishmania spp. y Trypanosoma cruzi, o la presencia de reacciones cruzadas con T. cruzi 

detectándose falsos positivos (Bastrenta et al., 2003). 

La IDRM, se utiliza ocasionalmente en el diagnóstico de LT, y presenta el inconveniente de que 

no es capaz de discriminar infecciones previas en pacientes con episodios anteriores de LC o 

lesiones activas (García et al., 2009). Además, la IDRM no es una prueba confirmatoria y los 

reactivos no están autorizadas o disponibles en el comercio (Carstens-Kass et al., 2021). 

 

1.6.6 CARACTERIZACIÓN DE LAS LEISHMANIAS EN BOLIVIA 

La caracterización de especies de Leishmania en Bolivia se realiza con fines de investigación. La 

técnica utilizada inicialmente para la caracterización de especies fue la isoenzimática MLEE, 

utilizando ocho sistemas enzimáticos, observándose que las enzimas GPI y MDH, tienen vital 
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importancia en la caracterización de cepas de canes y de humanos en la región fronteriza con 

Argentina, siendo L. (V.) braziliensis, la especie aislada con mayor frecuencia en esta región 

(Mollinedo & Mollinedo, 2020b). Otro estudio realizado utilizando isoenzimas con cepas de la 

región sub andina de La Paz, puso en evidencia la presencia de L. amazonensis, siendo la enzima 

MPI de importancia para su caracterización (Martinez et al., 1998). 

En la actualidad, se utilizan métodos moleculares para la caracterización de Leishmania, como la 

técnica PCR-RFLP, usando como blanco el gen hsp70 y la enzima de restricción HaeIII, en una 

primera restricción, obteniéndose patrones de bandas individuales y compartidas por dos o más 

especies. Realizando digestiones con otras enzimas es posible la discriminación de especies 

(Montalvo et al., 2016). Esta técnica ha mostrado resultados satisfactorios en la caracterización de 

especies de Leishmania, ya sea a partir de muestras directas obtenidas por raspados del borde de 

las ulceras de pacientes con LC, así como en vectores en estudios de campo en la Amazonia 

boliviana (Garcia et al., 2007a; Garcia et al., 2007b). Así mismo, la PCR-RFLP utilizando como 

marcador ITS rRNA, marcador genético altamente polimórfico, ha sido capaz de discriminar a L. 

braziliensis, L. amazonensis, L. lainsoni y L. infantum (Buitrago et al., 2011).  

También la amplificación por PCR de los marcadores Cyt-b y la región ITS-1 y la secuenciación 

de sus productos digeridos de las enzimas de restricción AseI y HaeIII, para el análisis filogenético 

posterior, ha permitido la caracterización de L. braziliensis, L. lainsoni y L. amazonensis (Bilbao-

Ramos et al., 2017). 

 

1.6.7 TRATAMIENTO Y FALLA TERAPÉUTICA 

Actualmente, el tratamiento de la LT en Bolivia es gratuito, estando subvencionado por el 

Programa nacional de leishmaniosis (Ministerio de Salud del Estado Plurinacional de Bolivia, 

2015b). Los medicamentos subvencionados por el Ministerio de Salud, a través del Programa 

Nacional de leishmaniosis, son: Antimoniales Pentavalentes y Desoxicolato de Anfotericina B. 

Solo en casos de FT repetidas, las autoridades departamentales hacen lo posible para conseguir 

donaciones de otros medicamentos como Anfotericina B Liposomal, Anfotericina B Complejo 

Lipídico, Miltefosina, Isotianato de Pentamidina, Ketoconazol e Itraconazol, entre otros. La 

aplicación del tratamiento se realiza en el ambulatorio, cuando se usan medicamentos de primera 

línea (Antimoniales Pentavalentes) y si son utilizados medicamentos de segunda línea 
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(Anfotericina B), se requiere internación hospitalaria (Ministerio de salud del Estado Plurinacional 

de Bolivia., 2015a). 

La respuesta al tratamiento con Antimoniales, depende de la especie y cepa del parásito, del estado 

inmunológico del paciente y de la forma clínica de la enfermedad (Ministerio de salud del Estado 

Plurinacional de Bolivia., 2015a). El Estibogluconato de Sodio genérico (SSG) ha mostrado ser 

seguro en el tratamiento de la LC, con una eficacia de curación clínica del 94,2%, en comparación 

a una cohorte de pacientes con LC tratados con Glucantime en 2001-2002 que mostró 90% de 

curación clínica (Bermúdez et al., 2006). En el tratamiento de la LC con Antimoniato de 

Meglumina se ha observado que se produce interrupción del tratamiento en el 4,1% de los 

pacientes por presencia de efectos colaterales, que conlleva al 1,3% de FT al tratamiento estándar 

y una reactivación en 1,7% de los casos. En la LM tratada con Anfotericina B se ha observado una 

mayor tasa de interrupción del tratamiento (10,4% de casos), menor proporción de FT y menor 

reactivación (0,5%) (Dedet et al., 1995). Los pacientes con LM leve tratados con Miltefosina 

muestran una eficacia del 83%, mientras que en pacientes con LM más extensas es inferior, 58%; 

sin embargo, su toxicidad es mayor a la de los Antimoniales y Anfotericina B (Soto et al., 2007). 

En Bolivia, también se han utilizado tratamientos combinados con Pentamidina, Miltefosina y 

Paromomicina en pacientes con FT a Glucantime®, y Antimonio, Miltefosina e Itraconazol, ambos 

con buenos resultados de lesiones cicatrizadas sin reactivarse en 21 meses de seguimiento de 

control en LC (Rojas et al., 2021) y hasta 5 años de seguimiento en LM (Rojas et al., 2017). 

También ha sido probada la aplicación perilesional de Glucantime® en pacientes con LC y falla 

terapéutica a un primer ciclo de tratamiento sistémico con Glucantime®, mostrándose la 

cicatrización completa de la lesión a la conclusión de cinco sesiones (Rojas et al., 2019). 

Por la toxicidad que presentan los medicamentos utilizados en el tratamiento de la LT, es necesario 

que el paciente tenga el diagnóstico confirmativo de LT por pruebas parasitológicas, además de 

que no padezca patologías cardiacas, renales o hepáticas para reducir el riesgo de efectos 

secundarios (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015a). 
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1.6.8 VIGILANCIA Y CONTROL  

Como estrategia de prevención y control, el Programa Nacional de Control de la Leishmaniosis de 

Bolivia, emitió recomendaciones básicas destinadas a reducir el contacto de los seres humanos con 

el vector, para evitar las picaduras de insectos en áreas endémicas, principalmente al amanecer y 

al atardecer, promoviendo el uso de repelentes de insectos, mallas milimétricas en puertas y 

ventanas (Mollinedo & Mollinedo, 2020b). También se ha utilizado fumigación de interiores de 

viviendas con insecticidas y materiales impregnados de insecticidas (García et al., 2009). Sin 

embargo, estas estrategias no pueden ser implementadas por falta de financiamiento de forma 

similar a otras enfermedades de transmisión vectorial. 

Otra estrategia de control de la LT, es realizar el diagnostico confirmativo temprano y el 

tratamiento adecuado de los casos confirmados, a fin de reducir las secuelas, la incapacidad y la 

mortalidad (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015a). 
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II. HIPÓTESIS, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO  

 

II.1 HIPÓTESIS 

El diagnóstico de la LT humana comporta una correcta toma de muestras y aplicación de técnicas 

de diagnóstico. La toma de muestras es variable (biopsia, exudado, aspirado) y las pruebas 

diagnósticas son muchas y basadas en distintos principios (parasitológicas, inmunológicas, 

moleculares). Además, algunas de las técnicas de diagnóstico son modificaciones recientes de las 

técnicas clásicas o bien de reciente incorporación al diagnóstico de la LT en Sudamérica. Por otro 

lado, son escasos los resultados de la sensibilidad de las distintas técnicas para una misma muestra. 

En lo que respecta al agente responsable del cuadro de LT, en Bolivia coexisten varias especies. 

Sin embargo, son escasos los estudios en los que se realiza la caracterización de las leishmanias, 

por lo que no se suele realizar un tratamiento específico y no se tienen datos acerca de la falla 

terapéutica. 

El estudio integral de la LT en Cochabamba, utilizando diversas muestras y técnicas de 

diagnóstico, permitiría optimizar la metodología a emplear para su diagnóstico en laboratorios de 

primer y segundo nivel, así como el tiempo de obtención de resultados e incrementar la sensibilidad 

del diagnóstico. La caracterización de las especies de Leishmania permitiría obtener nuevos datos 

acerca de las especies presentes y de su diversidad clínica.  

 

II. 2 OBJETIVOS/OBJETIVES/ OBJECTIFS 

 

 II.2 OBJETIVOS 

El objetivo general del presente trabajo fue optimizar el diagnóstico parasitológico de la 

leishmaniosis tegumentaria (cutánea y mucosa) y caracterizar las especies de Leishmania 

causantes del cuadro clínico en pacientes que asisten al Laboratorio de Parasitología de la Facultad 

de Medicina de la UMSS en Cochabamba, Bolivia. 
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Los objetivos específicos de la investigación fueron: 

1. Realizar un estudio sistematizado del rendimiento de la secuenciación del gen hsp70 de aislados 

de Leishmania causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia con especial hincapié en el 

estudio del complejo Leishmania braziliensis y su relación con las características clínicas. 

2. Evaluar la utilidad de MALDI-TOF MS en la caracterización de las especies de Leishmania 

causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia, utilizando como técnica de referencia la 

secuenciación del gen hsp70. 

3. Evaluar la utilidad de diferentes métodos de toma de muestra y técnicas diagnósticas 

parasitológicas para el diagnóstico de la leishmaniosis tegumentaria con el fin de optimizar 

dicho diagnóstico en Bolivia. 

 

II.2 Objectives 

The general objective of the present work was to optimize the parasitological diagnosis of 

tegumentary leishmaniasis (cutaneous and mucosal) and to characterize the Leishmania species 

causing clinical symptoms in patients attending the Parasitology Laboratory of the Faculty of 

Medicine of the UMSS in Cochabamba, Bolivia. 

The specific objectives of the research were: 

1. To carry out a systematic study of the performance of the hsp70 gene sequencing of Leishmania 

isolates that cause tegumentary leishmaniasis in Bolivia with special emphasis in the study of 

the Leishmania braziliensis complex and its relationship with clinical characteristics. 

2. To evaluate the usefulness of MALDI-TOF MS in the characterization of Leishmania species 

that cause tegumentary leishmaniasis in Bolivia, using hsp70 gene sequencing as a reference 

technique. 

3. To evaluate the usefulness of different sampling methods and parasitological techniques for the 

diagnosis of tegumentary leishmaniasis and to optimize the diagnosis of this disease in Bolivia. 
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II.2 Objectifs 

L'objectif général du présent travail était d'optimiser le diagnostic parasitologique de la 

leishmaniose tégumentaire (cutanée et muqueuse) et de caractériser les espèces de Leishmania 

provoquant le tableau clinique chez les patients fréquentant le Laboratoire de Parasitologie de la 

Faculté de Médecine de l'UMSS de Cochabamba, Bolivie. 

Les objectifs spécifiques de la recherche étaient: 

1. Réaliser une étude systématisée des performances du séquençage du gène hsp70 des isolats de 

Leishmania responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie avec une attention 

particulière à l'étude du complexe Leishmania braziliensis et sa relation avec les caractéristiques 

cliniques. 

2. Évaluer l'utilité de la MALDI-TOF-MS dans la caractérisation des espèces de Leishmania 

responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie, en utilisant le séquençage du gène 

hsp70 comme technique de référence. 

3. Évaluer l'utilité des différentes méthodes de prélèvement et techniques de diagnostic 

parasitologique pour le diagnostic de la leishmaniose tégumentaire afin d'optimiser le dit 

diagnostic en Bolivie. 

 

II.3 PLAN DE TRABAJO 

 

II.3.1 CENTROS DONDE SE DESARROLLÓ EL PROYECTO 

El proyecto ha sido desarrollado en los siguientes centros: 

- Laboratorio de Parasitología de la Facultad de Medicina de la Universidad Mayor de San Simón 

en Cochabamba (Bolivia), donde han sido visitado los pacientes, se ha procedido a la toma de 

muestras y a realizar el diagnóstico parasitológico. 

- El Laboratorio de Biología Molecular de la Fundación CEADES y Medio Ambiente en 

Cochabamba (Bolivia), donde se ha realizado la adaptación de los aislados de Leishmania en 

cultivo “in vitro” en medio de Schneider, una vez que se han obtenido los cultivos positivos en 

medio difásico NNN, y finalmente ser crioconservado a -70ºC. 
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-  La Sección de Parasitología del Departamento de Biología, Sanidad y Medio Ambiente de la 

Facultad de Farmacia y Ciencias de la Universitat de Barcelona (UB), Barcelona (España), donde 

se realizó la caracterización molecular de los aislados de Leishmania, obtenidos entre 2014-2015, 

depositados en el criobanco de tripanosomátidos de la UB, procedentes de Bolivia, obtenidas en 

un proyecto de cooperación España – Bolivia. 

- El Servicio de Microbiología del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (SMHSP) en Barcelona 

(España), donde se ha realizado la identificación de las leishmanias por MALDI-TOF. 

 

II.3.2 ETAPAS DE DESARROLLO DEL PROYECTO 

Este proyecto incluye varias etapas: 

- Toma de muestras de pacientes, con lesiones compatibles con LT, para el aislamiento por 

cultivo de las leishmanias destinadas a la caracterización molecular por secuenciación del gen 

hsp70 (septiembre 2014 - noviembre 2015: 32 pacientes, 41 cepas). 

- Ampliación de las muestras para el estudio de la idoneidad MALDI-TOF en la caracterización 

de las leishmanias teniendo como técnica de referencia, la secuenciación del gen hsp70 (2004 

(1 cepa), 2009 (1 cepa) 2016 (1 cepa) - septiembre 2014 a octubre 2015: 44 pacientes, 55 cepas): 

- Toma de muestra de pacientes, con lesiones compatibles con LT, para el estudio comparativo 

del diagnóstico parasitológico [octubre del 2017 a julio del 2018: 117 pacientes, 242 muestras 

(121 aspirados y 121 raspados)] 

 

II.3.3 METODOLOGÍA EMPLEADA PARA EL ESTUDIO 

 

Caracterización molecular del complejo Leishmania braziliensis y análisis de polimorfismo.  

Caracterización de otras especies de Leishmania aisladas en Bolivia 

Esta parte del estudio fue desarrollado en la sección de Parasitología de la UB (Barcelona, España) 

donde se desarrollaron las siguientes actividades: 

a) Descongelación y cultivos en masa de promastigotes de aislados de Leishmania depositados en 

el Criobanco de Tripanosomátidos de la UB y procedentes de casos de LT provenientes de 

Cochabamba (Bolivia). 



HIPÓTESIS/OBJETIVOS/PLAN DE TRABAJO 
_____________________________________________________________________________________ 

74 
 

b) Caracterización del complejo de Leishmania braziliensis por secuenciación del gen hsp70. 

c) Análisis de polimorfismos del gen hsp70 del complejo L. braziliensis. 

d) Análisis de la forma clínica de leishmaniosis con las especies del complejo L. braziliensis que 

causan LT en Bolivia. 

e) Comparación de los resultados de caracterización por secuenciación del gen hsp-70 con la 

identificación por MALDI-TOF MS (conjuntamente con el SMHSP). 

 

Caracterización de Leishmania spp. por MALDI-TOF MS 

Realizada en la sección de Microbiología del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona, 

España) donde se desarrollaron las siguientes actividades: 

a) Preparación de las leishmanias para ser analizados por MALDI-TOF MS. 

b) Caracterización de especies de Leishmania por técnicas proteómicas, MALDI-TOF MS 

c) Interpretación de resultados del MALDI-TOF MS. 

d) Comparación de los resultados de caracterización de especies de Leishmania por MALDI-

TOF MS con los resultados de caracterización por secuenciación del gen hsp70 

(conjuntamente con la UB). 

 

Técnicas parasitológicas aplicadas al diagnóstico de la leishmaniosis tegumentaria en Bolivia 

Esta parte del estudio fue realizada en el Laboratorio de Parasitología de la UMSS y el Laboratorio 

de Biología Molecular de la Fundación CEADES, Cochabamba, Bolivia, donde se desarrollaron 

las siguientes actividades: 

a) Captación pasiva de pacientes con sospecha de LT (121 pacientes, 242 muestras (121 de 

aspirado y 121 de raspado) para la evaluación de las diferentes metodologías en la toma de 

muestras y técnicas de diagnóstico parasitológico utilizadas. 

b) Toma de muestras biológicas, por aspirado y raspado, para la evaluación de las diferentes 

técnicas de diagnóstico parasitológico. 

c) Realización del examen parasitológico directo 

d) Realización del cultivo en medios TSTB, minicultivo y microcultivo en medio Schneider, 

utilizando las muestras de aspirado y raspado. 

e) Análisis de resultados y evaluación de la utilidad de los diferentes métodos de diagnóstico 

utilizando los dos métodos de toma de muestras (conjuntamente con UB y SMHSP). 
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LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA POR EL COMPLEJO DE LEISHMANIA 

BRAZILIENSIS EN COCHABAMBA, BOLIVIA INCLUYENDO LA 

PRESENCIA DE L. BRAZILIENSIS ATÍPICA O OUTLIER 

Leishmaniosis Tegumentaria en Cochabamba, Bolivia 

 

Mary Cruz Torrico, Anna Fernández-Arévalo, Cristina Ballar, Marco Solano, Alba Abras, 

Ernesto Rojas, Joaquim Gascón, Eva Ariza, Silvia Tebar, Daniel Lozano, Albert Picad, Carmen 

Muñoz, Faustino Torrico, Montserrat Gállego. 

 

TRANSBOUNDARY AND EMERGING DISEASES 2021, p. 1-14 

Factor de impacto: 4.521 

 

RESUMEN 

La leishmaniosis está causada por protozoos del género Leishmania, que incluye más de 20 

especies capaces de infectar a los humanos en todo el mundo. En América, la especie más 

extendida es L. braziliensis, presente en 18 países, incluido Bolivia. La posición taxonómica del 

complejo L. braziliensis ha sido objeto de controversia, complicada aún más por la reciente 

identificación de una subpoblación particular llamada L. braziliensis atípica o outlier. El objetivo 

de este estudio fue realizar un análisis sistemático del complejo L. braziliensis en Bolivia y 

describir las características clínicas asociadas. Se analizaron 41 cepas mediante la secuenciación 

de un fragmento amplificado de 1245 pb del gen hsp70, lo que permitió su identificación como: 

24 (59%) L. braziliensis, 16 (39%) L. braziliensis atípica y una (2%) L. peruana. En un 

dendrograma construido, L. braziliensis y L. peruviana se agrupan en el mismo grupo, mientras 

que L. braziliensis atípica aparece en una rama separada. La alineación de secuencias permitió la 

identificación de cinco posiciones de nucleótidos no polimórficas (288, 297, 642, 993 y 1213) que 

discriminan L. braziliensis y L. peruviana de L. braziliensis atípica. Además, las posiciones de 

nucleótidos 51 y 561 permiten a L. peruviana ser discriminado de los otros dos taxones. Se observó 
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una mayor diversidad en L. braziliensis outlier que en L. braziliensis-L. peruviana. Las 41 cepas 

provinieron de 32 pacientes con leishmaniosis tegumentaria, de los cuales 22 pacientes (69%) 

presentaron lesiones cutáneas (11 causadas por L. braziliensis y 11 por L. braziliensis atípica) y 

10 pacientes (31%) lesiones mucocutáneas (ocho causada por L. braziliensis, una por L. 

braziliensis atípica y otra por L. peruviana). Nueve pacientes (28%) proporcionaron 

simultáneamente dos aislamientos, cada uno de una lesión distinta, y en cada caso se identificó el 

mismo genotipo en ambos. Se observó fracaso del tratamiento en seis pacientes infectados con L. 

braziliensis y un paciente con L. peruviana. 

Palabras claves: Bolivia, características clínicas, complejo Leishmania braziliensis, respuesta al 

tratamiento, secuenciación del gen hsp70, leishmaniasis tegumentaria humana  



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

79 
 

 

  



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

80 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

81 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

82 
 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

83 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

84 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

85 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

86 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

87 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

88 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

89 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

90 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 
_____________________________________________________________________________________ 

91 
 

 

 

 



RESULTADOS CAPÍTULO 2 
_____________________________________________________________________________________ 

92 
 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

 

“Usefulness of Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-

Time of Flight Mass Spectrometry in the Characterization of 

Leishmania Strains Causing Tegumentary Leishmaniosis in 

Bolivia versus hsp70 Gene Sequencing”  



RESULTADOS CAPÍTULO 2 
_____________________________________________________________________________________ 

93 
 

UTILIDAD DE LA ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

DESORCIÓN/IONIZACIÓN LÁSER ASISTIDA POR LA MATRIZ CON 

DETECCIÓN DE MASAS POR TIEMPO DE VUELO EN LA 

CARACTERIZACIÓN DE CEPAS DE LEISHMANIA CAUSANTES DE 

LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA FRENTE A LA 

SECUENCIACIÓN DEL GEN HSP70 

 

Mary Cruz Torrico, Anna Fernández-Arévalo, Cristina Ballart, Marco Solano, Ernesto Rojas, Alba 

Abras, Fabiola Gonzales, Albert Arnau, Silvia Tebar, Teresa Llovet, Daniel Lozano, Eva Ariza-

Vioque, Joaquim Gascón, Albert Picado, Faustino Torrico, Carmen Muñoz, Montserrat Gállego. 

 

MICROBIOLOGY SPECTRUM 2023, vol. 11 (1) p. 1-9 

Factor de impacto: 9.043 

 

RESUMEN 

La espectrometría de masas de tiempo de vuelo de desorción/ionización láser asistida por matriz 

(MALDI-TOF MS) es una técnica proteómica con eficacia comprobada en la identificación de 

microorganismos, como bacterias, hongos y parásitos. El presente estudio tuvo como objetivo 

evaluar la utilidad de MALDI-TOF MS para la caracterización de las especies de Leishmania 

circulantes en Bolivia utilizando la secuenciación del gen hsp70 como técnica de referencia. Se 

analizaron 55 cepas de Leishmania que fueron aisladas de pacientes con leishmaniosis 

tegumentaria. MALDI-TOF MS identificó dos especies del complejo L. braziliensis (L. 

braziliensis, n = 26; L. braziliensis outlier, n = 18), una especie del complejo L. guyanensis (L. 

guyanensis, n = 1), una especie del complejo L. lainsoni (L. lainsoni, n =2), y dos especies del 

complejo L. mexicana (L. amazonensis, n =5 y L. garnhami, n =3). Todas las cepas fueron 

identificadas correctamente a nivel de, género, subgénero y complejo, pero 10 de ellas (18%) 

fueron identificadas erróneamente como otras especies dentro del mismo complejo por la 

secuenciación del gen hsp70, correspondiendo 7 de ellas a posibles híbridos. Así, una L. 
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braziliensis correspondió a L. peruviana, dos L. braziliensis correspondieron a L. braziliensis/L. 

peruviana posibles híbridos, dos L. amazonensis correspondieron a L. mexicana, y tres L. 

garnhami y dos L. amazonensis correspondieron a L. mexicana/L. amazonensis posibles híbridos. 

En conclusión, MALDI-TOF MS podría utilizarse como una alternativa a las técnicas moleculares 

para la identificación de Leishmania spp., ya que es de bajo costo, simple de aplicar y capaz de 

producir resultados rápidamente. En Bolivia, su aplicación permitiría mejorar la gestión del 

seguimiento de los pacientes, la actualización de los datos epidemiológicos de las especies de 

Leishmania y contribuir al control de la leishmaniosis tegumentaria. 

Palabras clave: Leishmania, caracterización, MALDI-TOF MS, secuenciación del gen hsp70, 

leishmaniasis tegumentaria, Bolivia.  
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LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA: UNA EVALUACIÓN 

COMPARATIVA DE CUATRO TÉCNICAS PARASITOLÓGICAS 

UTILIZANDO DOS MÉTODOS DE MUESTREO” 

 

Mary Cruz Torrico, Cristina Ballart, Anna Fernández-Arévalo, Marco Solano, Ernesto Rojas, 

Alba Abras, Fabiola Gonzales, Yercin Mamani, Albert Arnau, Daniel Lozano, Joaquim Gascón, 
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SUBMITTED TO ACTA TROPICA JOURNAL 

 

RESUMEN 

En Bolivia, la leishmaniasis tegumentaria se diagnostica de forma rutinaria mediante Examen 

Parasitológico Directo mediante tinción de Giemsa y observación microscópica; el cultivo axénico 

es realizado únicamente por laboratorios especializados con infraestructura adecuada y personal 

capacitado, mientras que las pruebas moleculares se limitan a investigaciones o estudios 

epidemiológicos debido a su alto costo y la ausencia de un método estándar de oro. El objetivo del 

presente estudio fue optimizar el diagnóstico parasitológico de la leishmaniasis tegumentaria en 

Bolivia mediante la evaluación de la utilidad de diferentes técnicas parasitológicas y métodos de 

muestreo. 

Participaron en el estudio un total de 117 pacientes con sospecha de leishmaniasis tegumentaria. 

Se utilizaron dos métodos simultáneamente para obtener muestras de cada paciente, aspirado y 

raspado el borde de la lesión, dando como resultado un total de 242 muestras (cuatro pacientes 

proporcionaron más de dos). Las muestras fueron procesadas en paralelo mediante cuatro técnicas 

de diagnóstico parasitológico diferentes: examen parasitológico directo, cultivo en medio TSTB y 

minicultivo y microcultivo en medio de Schneider. La leishmaniasis tegumentaria fue confirmada 

en 96 pacientes (82%) mediante al menos una técnica parasitológica y un método de muestreo, 
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que se consideró el estándar de oro de referencia. Las cuatro técnicas parasitológicas tuvieron una 

especificidad del 100% y su sensibilidad analítica fue mayor con muestras de raspado (45%, 98%, 

94% y 75%, respectivamente) que con espirados (32%, 90%, 89% y 72%, respectivamente). El 

cultivo en medio TSTB y el minicultivo en medio de Schneider utilizando muestras de raspado se 

correlacionaron bien con el estándar de oro (k-Cohen=0,88) y mostraron una buena confiabilidad 

(-Cronbach ≥0,91). El microcultivo en medio de Schneider con ambos métodos de muestreo 

proporcionó resultados positivos antes que los otros métodos de cultivo (día medio 4,5, rango de 

días 2 a 17). El 98% de los cultivos positivos en medio TSTB con ambos tipos de muestras se 

detectaron el día 14. El muestreo por raspado y el minicultivo en medio de Schneider se asociaron 

con una mayor contaminación del cultivo, siendo las bacterias los organismos contaminantes 

predominantes en todas las técnicas de cultivo evaluadas (6% a 17%). 

En conclusión, las muestras por raspado resultaron más adecuadas para el diagnóstico de 

leishmaniasis tegumentaria ya que aumentaron la sensibilidad analítica, son menos traumáticas 

para el paciente y más seguras para el personal de laboratorio que las muestras por aspirado. El 

cultivo, principalmente en medio TSBT, debe utilizarse para el diagnóstico de leishmaniasis 

tegumentaria debido a su alta sensibilidad en comparación con los otros métodos parasitológicos 

estudiados y su bajo costo en comparación con los otros medios de cultivo. 

Palabras clave: leishmaniasis tegumentaria, diagnóstico parasitológico, técnicas de cultivo, 

muestra de aspirado, muestra de raspado, Bolivia.  
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ABSTRACT 27 

In Bolivia, tegumentary leishmaniasis is routinely diagnosed by a Direct Parasitological Exam 28 

using Giemsa staining and microscopic observation; axenic culture is performed only by 29 

specialized laboratories with suitable infrastructure and trained personnel, whereas molecular tests 30 

are limited to research or epidemiological studies due to their high cost and the absence of a gold 31 

standard method. The aim of the present study was to optimize the parasitological diagnosis of 32 

tegumentary leishmaniasis in Bolivia by evaluating the usefulness of different parasitological 33 

techniques and sampling methods.  34 

A total of 117 patients with suspected tegumentary leishmaniasis participated in the study. Two 35 

methods were used simultaneously to obtain samples from each patient, aspirate and scraping the 36 

edge of the main lesion, resulting in a total of 242 samples (four patients provided more than two). 37 

The samples were processed in parallel by four different parasitological diagnostic techniques: a 38 

direct parasitological exam, culture in TSTB medium, and miniculture and microculture in 39 

Schneider’s medium. Tegumentary leishmaniasis was confirmed in 96 patients (82%) by at least 40 

one parasitological technique and one sampling method, which was considered the reference gold 41 

standard. All four parasitological techniques had a specificity of 100% and their analytical 42 

sensitivity was greater with scraping samples (45%, 98%, 94%, and 75%, respectively) than 43 

spirates (32%, 90%, 89%, and 72%, respectively). Culture in TSTB medium and miniculture in 44 

Schneider’s medium using scraping samples correlated well with the gold standard (k-45 

Cohen=0.88) and showed good reliability -Cronbach ≥0.91). Microculture in Schneider’s 46 

medium with both sampling methods provided positive results earlier than the other culture 47 

methods (mean day 4.5, range of days 2 to 17). 98% of positive cultures in TSTB medium with 48 

both sample types were detected by day 14. Scraping sampling and miniculture in Schneider’s 49 

medium were associated with higher culture contamination, bacteria being the predominant 50 

contaminating organisms in all culture techniques evaluated (6% to 17%). 51 

In conclusion, scraping samples proved more suitable for the diagnosis of tegumentary 52 

leishmaniasis as they increased analytical sensitivity, are less traumatic for the patient and are safer 53 

for laboratory personnel than aspirates. Culture, principally in TSBT medium, should be used for 54 

the diagnosis of tegumentary leishmaniasis due to its high sensitivity compared to the other 55 

parasitological methods studied and its low cost in comparison with the other culture media.  56 
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Keywords: tegumentary leishmaniasis, parasitological diagnosis, culture techniques, aspirate 57 

sample, scraping sample, Bolivia. 58 
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1. Introduction 60 

Leishmaniases are zoonotic diseases caused by protozoa of the genus Leishmania. Fifteen of 61 

the 22 species of Leishmania affecting humans have been identified in the New World, where 62 

leishmaniasis takes visceral, cutaneous, and mucosal clinical forms (OPS/OMS, 2019). 63 

Tegumentary leishmaniasis (TL), which includes the cutaneous (CL) and mucocutaneous (MCL) 64 

forms, is the most prevalent (Goto & Lauletta Lindoso, 2010). The clinical presentations of CL are 65 

diverse, depending on the host, parasite, and vector involved (Bastien, 2011), which may lead to 66 

confusion with other infections such as deep mycosis (paracoccidioidomycosis, sporotrichosis, 67 

chromomycosis), lepra or mycobacteriosis, among others (Gomes et al., 2014). Thus, before 68 

treatment can start, clinical suspicion of leishmaniasis needs laboratory confirmation, particularly 69 

due to the toxicity of the available drugs (Ramirez et al., 2002). 70 

The different laboratory methods for diagnosing TL have been widely reviewed (Aronson & 71 

Joya, 2019; De Vries et al., 2015; De Vries & Schallig, 2022; Goto & Lauletta Lindoso, 2010). 72 

They include techniques for the detection of parasites by microscopic examination of Giemsa-73 

stained smears (direct parasitological exam, DPE) and traditional culture of samples in different 74 

media, including the biphasic Novy, McNeal and Nicolle’s (NNN) and Torrico-Solano-Torrico-75 

Bermúdez (TSTB) media, and the monophasic (liquid) Schneider’s Drosophila Medium (Aronson 76 

& Joya, 2019; Bermúdez et al., 2005; Ashford, 2000). Other culture methods described are 77 

microculture (MCC) and miniculture (MNC) in a monophasic culture medium (Allahverdiyev et 78 

al., 2004; Boggild et al., 2007). Molecular techniques based on polymerase chain reaction, are also 79 

used to detect parasitic DNA in leishmaniasis cases (De Paiva-Cavalcani et al. 2015; Reithinger et 80 

al., 2007). Likewise, different samples are used for TL diagnosis according to the clinical form 81 

(skin ulcers or lesions of the nasal and oral mucosa), which are obtained with different methods, 82 

including aspirate or scraping the edge and/or center of the lesion (Aronson & Joya, 2019; Ramírez 83 

et al., 2000; Reimão et al., 2020). 84 

Serological diagnosis of TL is rare due to limited availability in most countries, as well as 85 

potential lack of sensitivity associated with a poor humoral response. An additional concern is that 86 

most serological tests are in-house, which can hinder quality control (Aronson & Joya, 2019; 87 

Guedes et al., 2017). On the other hand, Leishmania skin tests are not confirmatory, and no 88 

licensed tests are available (Carstens-Kass et al., 2021). 89 
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In Bolivia, seven of the nine departments are endemic for TL, with the highest number of 90 

cases being reported from La Paz, Pando, Beni, and Cochabamba (Mnisterio de Salud de Bolivia, 91 

2016). Most cases reported in 2019-2021 correspond to CL (87%) and the remaining 13% to MCL 92 

(OPS, 2022). The diagnosis of TL in Bolivia is mainly based on DPE, with culture techniques 93 

carried out only by specialized laboratories with the appropriate infrastructure and trained 94 

personnel (Ballart et al., 2021), and molecular tests restricted to research purposes or 95 

epidemiological studies due to their high cost (García et al., 2009). Thus, it is common for 96 

diagnostic centers to choose a diagnostic test according to available infrastructure and resources 97 

rather than for its accuracy (De Vries et al., 2015).  98 

 99 

2. Material and methods 100 

2.1. Patient recruitment 101 

During the period 2017-2018, a total of 117 patients with suspected TL were attended at the 102 

Tropical Medicine facility of the Faculty of Medicine, Universidad Mayor de San Simón (FM, 103 

UMSS) in Cochabamba (Bolivia), where the clinical and epidemiological diagnosis was made by 104 

a specialist in tropical medicine. The patients were then admitted to the LABIMED Parasitology 105 

laboratory (FM, UMSS) for laboratorial diagnosis free of charge. To be included in the study, all 106 

patients were requested (i) not to receive treatment for leishmaniasis in the month prior to sample 107 

collection (Glucantime®, Pentostam®, amphotericin B, etc.), (ii) not to treat the lesions at home 108 

with plants or chemical products, and (iii) to keep the lesions clean by washing with soap and 109 

water to ensure samples free of pus and crusts. 110 

 111 

2.2. Definitions 112 

Suspected case of CL: Any person with one or more papules, nodules, or skin ulcers, without 113 

a history of trauma, with an evolution time of more than two weeks, and with residence or history 114 

of travel or stay in an endemic area of leishmaniasis (Ministerio de Salud de Bolivia, 2015). 115 

Suspected case of MCL: Any person with ulcerative or granular lesions in the naso-oral-116 

pharyngeal region, including perforation or loss of the nasal septum, which may reach the lips and 117 

mouth (palate and nasopharynx), with or without a history of previous ulcerative or scarring lesions 118 
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on the skin, and with residence or a history of travel or stay in an endemic area (Ministerio de 119 

Salud de Bolivia, 2015). 120 

 121 

2.3. Inclusion and exclusion criteria 122 

All patients included in the study (117) voluntarily attended the Parasitology laboratory, had 123 

a clinical and epidemiological history of TL according to a dermatologist, had received a 124 

recommendation for confirmatory laboratory diagnosis by DPE and culture, and complied with the 125 

aforementioned requirements prior to sampling. 126 

 127 

2.4. Sampling methods  128 

A total of 242 samples were taken by two sampling methods (121 aspirate and 121 scraping) 129 

from the 117 patients recruited in the study (in four patients additional samples were taken from 130 

another main lesion), following the protocol established in the LABIMED-IIBISMED Laboratory 131 

of Parasitology (Torrico-Rojas & Zubieta-Durán 2010), to be used in the evaluation of the four 132 

diagnostic laboratory techniques (DPE, classical culture in TSTB medium, and MNC and MCC in 133 

Schneider’s medium). 134 

Scraping samples and aspirates were both obtained in triplicate from the edges of the same 135 

lesions. Scraping was done with a sterile wooden applicator. To prepare the smears, the samples 136 

were directly deposited on two clean and degreased slides, with three imprints per slide. To carry 137 

out the cultures, a new sample was used. The wooden applicator was immersed in an Eppendorf 138 

tube containing 1 ml of saline solution with 150 µg/ml gentamicin and the sample was 139 

homogenized by rotation. 140 

Aspirate samples were obtained by aspirating three times at three different sites of the most 141 

raised edges of the lesion with a 23G 1.½” hypodermic needle and a 3 ml syringe. To perform the 142 

cultures, the syringe was first filled with 0.5 ml of 0.9% saline solution with 150 µg/ml gentamicin. 143 

Once the sample was obtained by aspiration, the entire content was transferred to a sterile 144 

Eppendorf tube containing 0.5 ml of saline solution with 150 µg/ml gentamicin (final volume 1 145 

ml). For the smear preparation, another syringe containing 50 µl of saline solution was used, 146 
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aspiration was carried out, and two smears were prepared (three aspirate imprints on each of the 147 

slides with an approximate diameter of 0.8 to 1 cm). 148 

 149 

2.5. Parasitological methods 150 

2.5.1. Direct parasitological exam (DPE) 151 

Once the imprints were dry, they were fixed with 96% alcohol for 5 minutes and stained with 152 

Giemsa diluted 1/10 with distilled water pH 7.2 for 15 minutes. The slides were observed under 153 

an optical microscope with a 100x objective using immersion oil. A sample was considered 154 

positive when one or more amastigotes were observed in one of the slides. 155 

 156 

2.5.2. Axenic culture in biphasic TSTB culture medium  157 

A 500 µl volume of aspirate or scraping sample was divided in sterile conditions between 158 

three tubes of in-house-prepared TSTB culture medium containing 0.5 ml of saline solution with 159 

an antibiotic (gentamicin 150 µg/ml) (Bermúdez et al., 2005). The tubes were incubated in a 160 

refrigerated oven at 24 to 26ᵒC for 28 days (Faber et al., 2003), and the negative cultures were 161 

reseeded to new culture media at days 7, 14 and 21. In parallel, microscopic observations were 162 

performed at 400x, placing a drop of the supernatant between the slide and coverslip. The final 163 

observation was done at day 28 of incubation after which the cultures were eliminated. The culture 164 

was considered positive when one or more Leishmania promastigotes were detected in any of the 165 

readings performed. 166 

 167 

2.5.3. Miniculture (MNC) in Schneider’s culture medium 168 

For the MNC, a total volume of 300 µL of aspirate or scraping sample was divided between 169 

two sterile Eppendorf tubes containing 1.5 ml of culture medium, as in Boggild et al. (2008) 170 

(Boggild et al., 2008), with the following modifications: use of Schneider’s culture medium 171 

(Sigma Life Science) supplemented with 20% Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich), 150 172 

µg/ml gentamicin, and 1% sterile human urine from a subject from an area non-endemic for TL. 173 

The Eppendorf tubes were incubated in a refrigerated oven at 24 to 26ᵒC for 28 days. Microscopic 174 
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observations were carried out at days 7, 14, 21 and 28, placing a drop of the supernatant between 175 

a slide and a coverslip. After each reading, the subtracted volume was replaced with new culture 176 

medium. The culture was considered positive when one or more Leishmania promastigotes were 177 

detected in any of the readings performed. 178 

 179 

2.5.4. Microculture (MCC) in Schneider’s culture medium 180 

For the MCC, a total volume of 100 µL of aspirate or scraping sample was placed in a sterile 181 

Eppendorf tube as in Boggild et al. (2007) (Boggild et al. 2007), with the following modifications: 182 

use of Schneider´s culture medium with 150 µg/ml gentamicin supplemented with 20% FBS and 183 

1% sterile human urine and homogenized by vortexing at low speed. Next, four sterile capillary 184 

tubes without additives were filled by capillarity with 50 µL of the mixture inside a biosafety 185 

cabinet. Both ends of the tube were sealed with sterile plasticine. The tubes were placed inside a 5 186 

ml hemolysis tube as a support to keep them in a vertical position and incubated at 24 to 26ᵒC in a 187 

refrigerated oven for 28 days. The reading of the tubes was carried out directly in the optical 188 

microscope at 400x twice a week (at days 3 and 7), examining the entire surface of the tube and 189 

moving the micrometer screw to visualize different levels of the culture. The MCC was considered 190 

positive when one or more Leishmania promastigotes were detected in any of the capillary tubes 191 

in any of the readings performed. 192 

 193 

2.6. Ethical aspects 194 

This study is part of a collaborative research project between ISGlobal (Barcelona, Spain) 195 

and the CEADES Foundation (Cochabamba, Bolivia). The study protocol was approved by the 196 

Ethics Committees of CEADES Health and Environment of Bolivia (CE-Leish-01-24092022). All 197 

patients with suspected leishmaniasis provided written informed consent (parents or guardians in 198 

the case of those under 18 years of age) before participating in the study.  199 

 200 

2.7. Analysis of results 201 

To evaluate the performance of the different diagnostic techniques, we considered as the gold 202 

standard a positive laboratory result by any of the techniques evaluated using either of the two 203 
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sampling methods. Each lesion was considered as an independent unit of analysis (Boggild et al., 204 

2007). Cultures without observable growth of promastigotes showing microbial contamination 205 

before the incubation process was concluded (28 days) were discarded but contaminated positive 206 

cultures were not. Therefore, the final number of culture samples analyzed was variable (less than 207 

121 for each culture technique).  208 

The results were tabulated and analyzed using the IBM SPSS Statistics V.26 ® program. The 209 

following diagnostic accuracy measures were calculated: sensitivity, positive predictive value 210 

(PPV), and negative predictive value (NPV), corresponding to the proportion of correctly 211 

diagnosed individuals with positive (PPV) or negative results (NPV) (Izquierdo et al., 2013) 212 

(calculated as TP/[TP + FP] and TN/[TN + FN], respectively) (TP, true positive; TN, true negative; 213 

FP, false positive; FN, false negative). Also calculated was the Cohen’s kappa correlation index 214 

(k), which describes the level of concordance among tests, relating the observed agreement (Ao) 215 

and the agreement calculated by chance (Ae) (calculated as [Ao - Ae]/ [1-Ae] (Cerda et al., 2008). 216 

For the interpretation of the k values, the table proposed by Landis & Koch was used (values > 0.8 217 

indicate an almost perfect agreement, 0.61-0.8 substantial, and 0.41-0.6, moderate) (Landis & 218 

Koch, 1977). Statistical significance was set at p< 0.05. 219 

Cronbach's alpha coefficient (α-Cronbach) was used to calculate reliability, which represents 220 

the internal consistency of the test. The coefficient is obtained from the sum of the variance of the 221 

individual sample and the sum of the variance of each evaluated test, where the variance is the 222 

measure of the distance between the real and expected values. In general, an α-Cronbach value 223 

higher than 0.7 or 0.8 is considered satisfactory, but in clinical application values between 0.9 and 224 

0.95 are desirable (Bland & Altman, 1997; Cascaes et al., 2018). In the present study, k and α-225 

Cronbach were calculated for two purposes: to evaluate the techniques individually, according to 226 

the two types of samples, taking into account the established gold standard, and to evaluate pairs 227 

of techniques, with the aim of including the pair of techniques with the highest concordance and 228 

reliability in the TL diagnosis.  229 

The time of the different culture methods to positivity was analyzed, calculating the mean 230 

time required to positivize (± standard deviation), and the range of positivity for the culture 231 

techniques using the two sampling methods (aspirate and scraping). Finally, we analyzed the 232 

contamination percentage of the culture techniques during processing, the percentage of positive 233 
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cultures contaminated, and the percentage of cultures discarded before the end of the incubation 234 

period, in which no parasitic growth was evidenced (factor of sample loss due to microbial 235 

contamination).  236 

 237 

2. Results 238 

Of the 117 patients included, 96 (82%) were confirmed to have TL by at least one of the 239 

parasitological techniques evaluated, with either the aspirate or scraping sample. The sensitivity 240 

of each parasitological technique evaluated is included in Table 1.  241 

Technique 

and sample   

n pos/N  n Cont 

S% 

(CI95%) 

NPV% 

(CI95%) 

PPV% 

(CI95%) 

k*,** α-Cronbach** 

DPEA 32/121    N/A 32 (23-43) 25 (16-35) 100 (87-100) 0.15 0.43 

DPES 45/121 N/A 45 (36-56) 29 (19-41) 100 (90-100) 0.23 0.52 

TSTBA 88/119  2 90 (82-95) 68 (49-83) 100 (95-100) 0.75 0.87 

TSTBS 96/112 9 98 (92-100) 88 (60-98) 100 (94-100) 0.88 0.94 

MNCA 79/103 18 89 (80-94) 40 (23-63) 100 (94-100) 0.68 0.83 

MNCS 79/98  23 94 (86-98) 74 (49-90) 100 (94-100) 0.82 0.91 

MCCA 70/114 7 72 (62-81) 39 (25-54) 100 (94-100) 0.43 0.67 

MCCS 70/107 14 75 (65-83) 38 (23-55) 100 (94-100) 0.44 0.67 

Table 1. Statistical analysis of the four parasitological diagnostic techniques used in the study 242 

(DPE, TSTB, MNC, MCC) based on two sampling methods (aspirate: A and scraping: S) with 243 

regard to the reference gold standard. 244 

n pos: number of positive samples, N: number of samples analyzed excluding contaminated 245 

samples without promastigote growth, n cont: number of contaminated samples, S: sensitivity, CI: 246 

confidence interval, NPV: negative predictive value, PPV: positive predictive value, k: Cohen’s 247 

kappa index, α-Cronbach: α-Cronbach reliability test, DPEA: direct parasitological exam from 248 

aspirate, DPES: direct parasitological exam from scraping, TSTBA: TSTB medium culture from 249 
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aspirate, TSTBS: TSTB medium culture from scraping, MNCA: miniculture in Schneider’s 250 

medium from aspirate, MNCS: miniculture in Schneider’s medium from scraping, MCCA: 251 

microculture in Schneider’s medium from aspirate, MCCS: microculture in Schneider’s medium 252 

from scraping. N/A: does not apply. *All k values were statistically significant (p<0.05). **Cohen's 253 

kappa test was used to assess the similarity between techniques and reliability, and Cronbach's 254 

alpha coefficients were expressed as intraclass correlation coefficients (ICCs). 255 

All the techniques were more sensitive when using scraping samples, and culture in TSTB 256 

had the highest sensitivity (98%). All techniques showed a specificity of 100%. For DPE, the 257 

lowest correlation was obtained with the gold standard (k≤0.23), and the lowest α-Cronbach 258 

reliability coefficient (≤0.52). TSTB and MNC culture performed with scraping samples had the 259 

highest correlation with the gold standard (k≥0.82) and the best α-Cronbach reliability coefficient 260 

(≥0.91). All k values were statistically significant (p<0.05). 261 

The analysis of concordance (k) and reliability (-Cronbach) by pairs of protocols 262 

(combinations of techniques and sampling methods) is shown in Table 2.  263 

Technique N k*,** α-Cronbach**   Technique N k*,** α-Cronbach** 

DPEA-DPES 121 0.72  0.85   TSTBA-MNCA 103 0.77 0.87 

DPEA-TSTBA 119 0.23  0.53   TSTBA-MCCA 113 0.54 0.73 

DPEA-MNCA 103 0.23  0.53   TSTBA-MNCS 98 0.85 0.92 

DPEA-MCCA 114 0.20  0.41   TSTBA-MCCS 107 0.50 0.69 

DPEA-TSTBS 112 0.13  0.40   TSTBS-MNCA 101 0.71 0.84 

DPEA-MNCS 98 0.21  0.50   TSTBS-MCCA 108 0.37 0.60 

DPEA-MCCS 107 0.21  0.43   TSTBS-MNCS 96 0.88 0.94 

DPES-TSTBA 119 0.28  0.54   TSTBS-MCCS 102 0.38 0.61 

DPES-MNCA 103 0.30  0.56   MNCA-MNCS 93 0.89 0.95 

DPES-MCCA 114 0.35  0.55   MNCA-MCCA 100 0.57 0.74 

DPES-TSTBS 112 0.19  0.47   MNCA-MCCS 97 0.55 0.72 

DPES-MNCS 98 0.28  0.57   MNCS-MCCA 96 0.56 0.75 

DPES-MCCS 107 0.38  0.61   MNCS-MCCS 90 0.66 0.81 

TSTBA-TSTBS 111 0.73  0.85   MCCS-MCCA 105 0.56 0.72 
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Table 2. Statistical analysis of the results obtained (positive/negative) by pairs of diagnostic 264 

techniques (DPE, TSTB, MNC, MCC), using the two sampling methods (A: aspirate and S: 265 

scraping). 266 

N: number of samples analysed excluding contaminated samples, k: Cohen’s kappa index, α-267 

Cronbach: α-Cronbach reliability test, DPEA: direct parasitological examination from aspirate, 268 

DPES: direct parasitological examination from scraping, TSTBA: TSTB culture in TSTB medium 269 

from aspirate, TSTBS: culture in TSTB medium from scraping, MNCA: miniculture in 270 

Schneider’s medium from aspirate, MNCS: miniculture in Schneider’s medium from scraping, 271 

MCCA: microculture in Schneider’s medium from aspirate, MCCS: microculture in Schneider’s 272 

medium from scraping. *All k values were statistically significant (p<0.0001). **Cohen's kappa 273 

test was used to assess the similarity between techniques and reliability Cronbach's alpha 274 

coefficients were expressed as intraclass correlation coefficients (ICCs). 275 

The DPE had very low concordance with all the culture techniques used, regardless of the 276 

sampling method (k≤0.38), whilst there was perfect agreement between the pairs of techniques 277 

TSTBA-MNCS, TSTBS-MNCS and MNCA-MNCS (k˃0.8), with a very high reliability (α-278 

Cronbach≥0.92).  279 

The time elapsed between seeding the sample and microscopic observation of a positive 280 

culture varied depending on both the sample type and the culture technique, ranging between two 281 

and 28 days (Table 3). The detection of parasites was most rapid in MCC, especially with the 282 

scraping method (4.5 days ± 3.8 SD). 283 

Regarding the percentage of positivity of the cultures and the incubation time, 77% of the 284 

cultures were positive at day 7 of incubation regardless of the culture medium or sampling method 285 

(Table 3). By day 14, the vast majority of positive results had been obtained, except for one TSTBS 286 

culture and one MNCS, which were positive in the last observation at day 28. 287 

Sample/Culture N Mean ± SD Median Range 
Time to positivity (%) 

7 d 14 d 21 d 28 d 

Aspirate 

TSTB 88  7 ± 2.3 7 7-21 93 5 2 - 

MNC 79 8 ± 2.8 7 6-23 77 17 6 - 

MCC 70 6 ± 3.3 6 3-16 84 15 1 - 
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Scraping 

TSTB 96 8 ± 3.5 7 7-28 83 15 1 1 

MNC 79 8 ± 3.8 7 5-28 81 15 3 1 

MCC 70 4.5 ± 3.8 4.5 2-17 86 7 7 - 

Table 3. Time to positivity of culture techniques using samples collected by aspiration and 288 

scraping from suspicious lesions of tegumentary leishmaniasis. 289 

TSTB: culture in TSTB medium; MNC: miniculture in Schneider’s medium; MCC: microculture 290 

in Schneider’s medium, N: number of samples; SD: standard deviation; d: day 291 

A total of 363 cultures were carried out during the study using the three methods mentioned 292 

above (Figure 1). Contamination by microorganisms was observed in all the culture techniques 293 

evaluated, including in positive cultures (8.5%, 31/363). Scraping sample cultures showed greater 294 

contamination (21%, 77/363) than aspirate cultures (16%, 58/363). The TSTBA culture was the 295 

method with least contamination (4%, 5/121) and MNC had the most (aspirate: 33%, 40/121 and 296 

scraping 34%, 41/121).  297 

A higher percentage of scraping sample cultures were lost (12.7%, 46/363) than aspirate 298 

cultures (7.4%, 27/363). MNC presented the highest percentage of loss with both sampling 299 

methods (Fig. 1). 300 

 301 

Fig. 1. Percentage of culture contamination according to the sampling method and the culture 302 

technique used for diagnosis of tegumentary leishmaniasis.  303 
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n: number of cultures contaminated/121 cultures carried out, % Cult (+) Cont: percentage of 304 

cultures showing contamination and positive for Leishmania promastigotes; % Cult cont elim: 305 

percentage of cultures showing contamination that were discarded; TSTB: culture in TSTB 306 

medium; MNC: miniculture in Schneider’s medium; MCC: microculture in Schneider’s medium. 307 

Bacterial contamination predominated, regardless of the sampling and culture method (Fig. 308 

2). Filamentous fungi and mixed contamination were more frequently observed in cultures from 309 

scraping samples. 310 

 311 

Fig. 2. Percentage of contaminated cultures according to sampling method, culture technique, 312 

and contaminating microorganisms. 313 

% Bac: percentage of bacteria contamination, % Lev: percentage of yeasts contamination; % 314 

HF/cont Mix: percentage of filamentous fungi/mixed contamination; TSTB: culture in TSTB 315 

medium; MNC: miniculture in Schneider’s medium; MCC: microculture in Schneider’s 316 

medium 317 

 318 

4. Discussion 319 
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The method of sampling for the parasitological diagnosis of TL, whether aspiration, 320 

scraping, or biopsy of the lesion edge or center, affects the sensitivity of the detection method 321 

(OMS, 2010; OPS/OMS, 2019). The technique most applied in Bolivia is the DPE-Giemsa stain, 322 

which is reported to have 37% sensitivity with scraping samples from the edge of the lesion 323 

(Ministerio de Salud de Bolvia, 2015). Despite its low sensitivity, this method is widely used due 324 

to its low cost, speed, simplicity, and high specificity (Aronson and Joya 2019; Reithinger & 325 

Dujardin, 2007). Although the DPE is accessible for any type of laboratory, its sensitivity varies 326 

considerably according to the experience of the laboratory staff and sample quality (Cantanhêde, 327 

et al., 2021; Mann, et al. 2021). 328 

The aim of the present study was to analyze the whole process of TL diagnosis, from the 329 

sampling method to the parasitological techniques. Following the Pan American Health 330 

Organization (PAHO) recommendations (PAHO, 2019), samples were taken from the edge of the 331 

lesion. Two types of sample were simultaneously collected from each of the 117 Bolivian patients 332 

participating in the study, using aspiration (A) and scraping (S) methods, to compare their 333 

suitability. Four different parasitological methods (DPE and culture in different media) were 334 

studied in parallel with each sample. Biopsy samples were not collected because the procedure is 335 

more invasive and traumatic for the patient and should only be carried out when another etiology 336 

needs to be studied (Aronson et al., 2016). For ethical reasons, we aimed to cause the minimal 337 

inconvenience for the patients voluntarily taking part in the research.  338 

According to the gold standard, 96 of the 117 (82%) patients suspected of having TL were 339 

diagnosed with the disease, verifying the correctness of the clinical diagnosis. Nevertheless, the 340 

different techniques showed different levels of accuracy. Both DPEA and DPES had low 341 

sensitivity (≤45%) and poor correlation with the gold standard (k≤0.23). Contradictory results have 342 

been reported for DPE sensitivity, which is generally lower in the New than the Old World (Goto 343 

& Lauletta Lindoso, 2010; Reimão et al., 2020). In studies carried out in Iran and Lebanon, the 344 

sensitivity range was 38-89% (Hosseinzadeh et al., 2012; Pezeshkpoor et al., 2013; Saab et al., 345 

2015), compared to 27.9-85% reported in Argentina, Brazil, Colombia, Mexico, and Peru (Boggild 346 

et al., 2007, 2008, 2010; Cantanhêde et al., 2021; De Almeida, et al., 2021; De Mello et al., 2011; 347 

Marco et al., 2012; Ramírez, et al., 2002; Weigle et al., 1987). However, it is difficult to compare 348 

DPE sensitivity results in the literature because of variability in sampling, including the utensils 349 

used (lancet, scalpel, toothpick, punch, cytology brushes, needle, or fine needle), the location (the 350 
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edge, induration borders, or the center of a recent or older lesion), and methods (aspiration, 351 

scraping or biopsy) as well as the training level of the staff. An advantage of the present study is 352 

that these variables were eliminated, as all the samples were collected by the same person and the 353 

different methods were applied to the same lesions. Another important factor that could affect DPE 354 

sensitivity is the Leishmania species responsible for the lesion. For example, a study in Brazil 355 

reported sensitivities of 24% when L. braziliensis was the causal agent and 93% in the case of L. 356 

guyanensis (Romero et al., 2001). Accordingly, an explanation for the low DPE sensitivity 357 

obtained in the present study is that in Bolivia 90% of lesions in TL are caused by L. braziliensis 358 

(García et al. 2007; Torrico et al., 2021). 359 

Culture usually improves sensitivity in TL diagnosis (Reimão et al., 2020; Thakur et al., 360 

2020), although a study in Colombia reported that aspiration cultures in NNN medium were 361 

negative for patients with a positive DPE (Ramírez et al., 2000). Despite its high sensitivity, culture 362 

is not used in routine clinical practice in Bolivia. When analyzing the results of the three culture 363 

techniques tested (TSTB, MNC and MCC), their sensitivity was always higher compared to the 364 

DPE, regardless of the sampling method, ranging from 72% to 98%. This indicates that to optimize 365 

TL diagnosis, culture techniques applied by trained personnel should be used. Another advantage 366 

of culture-based methods is that the parasite can be isolated for subsequent research, including 367 

parasite identification (Boggild et al., 2008; Reimão et al., 2020). 368 

The TSTBS culture had the highest sensitivity (98%), followed by MNCS (94%), both 369 

showing complete agreement with the gold standard (k=0.88 and k=0.82, respectively).  These 370 

results could be explained by the larger volume of sample used (500 l and 300 l, respectively) 371 

compared to the other culture method (MCC) (100 l). The TSTBA technique, which showed a 372 

good level of sensitivity (90%), is currently used in the Bolivian Laboratory of Parasitology of the 373 

FM UMSS for TL diagnosis, as well as to isolate Leishmania spp. Similar results were obtained 374 

for this method in previous studies in Bolivia by members of our group, with up to 91% sensitivity 375 

obtained with aspirate sampling (Ballart et al., 2021; Bermúdez et al., 2005). In contrast, other 376 

studies, mostly based on samples obtained by aspiration and cultured in NNN or Schneider’s 377 

media, have reported lower sensitivities, ranging from 40 to 84% (Faber et al., 2003; Gomes et al., 378 

2014; Goto & Lauletta Lindoso, 2010, Pena et al., 2020). We were unable to find data on studies 379 

using scraping samples for TL diagnosis by culture. 380 
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Our results showed that the sensitivity of MNC in Schneider's medium with 20% FBS 381 

(MNCS: 94% and MNCA: 89%) was comparable to that of TSTB culture (TSTBS: 98% and 382 

TSTBA: 90%). Both culture media with scraping samples provided results that were almost 383 

perfectly correlated with the gold standard, and their reliability was more than satisfactory (k˃0.8; 384 

α-Cronbach ˃0.9). In a study carried out in Peru, MNC in RPMI 1640 medium with 20% FBS 385 

using aspirate sampling showed a lower sensitivity (76.3%) (Boggild et al., 2008). On the other 386 

hand, MCC with Schneider’s medium supplemented with 20% FBS showed the lowest sensitivity 387 

in TL diagnosis among the culture techniques (MCCA: 72% and MCCS: 75%), with moderate k 388 

values. These results could be explained by the smaller sample volume used (100 µl), as 389 

mentioned, and a possible inhomogeneity of parasite distribution in the sample. Also, it has been 390 

reported that liquid culture media such as Schneider’s medium is not very effective for the isolation 391 

of L. braziliensis strains, the most prevalent species in Bolivia, although it is useful for obtaining 392 

mass cultures (Netto, et al., 1986). Studies in Peru on cutaneous lesions using MCC with aspirate 393 

sampling report a sensitivity of 72 to 85%, similar to our results, although they used RPMI medium 394 

supplemented with 10% and 20% FBS, respectively (Boggild et al., 2007; 2008). In contrast, 395 

studies in the Old Word (Ethiopia, Iran and Turkey) report a better performance of MCC (RPMI 396 

+ 10-15% FBS) (sensitivity of 91 to 98%) regardless of whether the sample was obtained by 397 

aspiration or scraping (Aberra et al., 2019; Allahverdiyev et al., 2004). Once again, the Leishmania 398 

species could be responsible for the lower sensitivity in the New World. 399 

All the cultures in the study were maintained for 28 days. MCC gave positive results earlier 400 

than the other methods, especially with scraping samples (day 4.5 ± 3.8, range of 2- 17 days). An 401 

explanation is that the MCCs were read more frequently than other cultures (every 3-4 days instead 402 

of 7 days), as the capillary tubes do not need to be opened and can be directly observed under the 403 

microscope. Other studies in the New World report a similar precocity for MCC, obtaining 404 

positivity even earlier when using RPMI (at day 3.4 - 4.2, with ranges from 2-7 to 2-11 days), and 405 

slightly later in the traditional NNN medium (at day 5.2 or 6.,7 with ranges from 3-13 to 3-17 days 406 

(Aberra et al., 2019; Boggild et al., 2007; 2008;). Notably, in the MCC found positive 2 or 3 days 407 

after inoculation, promastigotes were frequently observed emerging from macrophages at the 408 

bottom of the capillary tube. As the incubation time progressed, the promastigotes were released 409 

and migrated toward the surface of the tube, where they became anchored and multiplied, forming 410 
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easily detectable rosettes of mobile promastigotes. This evolution indicates that the entire surface 411 

of the capillary tube warrants a detailed observation. 412 

The percentage of positivity increased with culture time. Although a large percentage (84%) 413 

of the cultures were positive at day 7, it was higher at days 14 and 21 and had even grown slightly 414 

at day 28, which suggests the cultures should be maintained for this length of time. A similar study 415 

in Brazil reported 85% positivity at day 7, 15% at  day 14, and no new positive results at day 21 416 

(Profeta Luz et al., 2009). As in the present study, the highest percentage of positive cultures were 417 

detected in the first week, but our results differ in that 1 - 7% of the positive cultures were obtained 418 

by one of the culture techniques at day 14, and 1% were obtained at day 28 of incubation in TSTBS 419 

and MNCS. Based on these findings, it would be advisable to reseed the cultures for a final reading 420 

at day 28 to capture the largest number of positive cultures, including slow-growing Leishmania 421 

spp. strains (Montealegre, 2010), especially when there is no access to more sensitive diagnostic 422 

alternatives. 423 

Another factor that can affect the sensitivity and speed of obtaining results by culture is 424 

contamination of skin lesions with bacteria or fungi (Aronson and Joya, 2019). To reduce this risk, 425 

the participants of the present study were included on the condition that they maintained lesions 426 

clean prior to the sampling (with soap and water and disinfection with sterile saline solution 427 

containing the antibiotic gentamicin 150 µg/ml) (Bermúdez et al., 2005). Nevertheless, 428 

contaminated cultures were observed, regardless of culture technique or sampling method (Weigle 429 

et al., 1987). The contamination was more frequent in cultures from scraping samples (21%, 430 

77/363) than aspirates (16%, 58/363), in agreement with Montealegre S. (2010), but sensitivity 431 

increases with scraping samples regardless of the culture technique used. It is noteworthy that 432 

MNC was the method with the highest percentage of contamination (33% and 34% in MNCA and 433 

MNCS, respectively), athough this did not affect its performance, which was reliable and in 434 

agreement (between good and perfect) with the gold standard. The higher percentage of 435 

contamination could be due to the use of Schneider’s culture medium + 20% of FBS, which is 436 

more enriched than TSTB, and the repeated opening of the Eppendorf tubes to observe the parasites 437 

between slides and coverslips under the microscope. In contrast, MCC carries less risk of 438 

contamination, as the cultures can be observed directly through the capillary tubes.  439 

Regarding the contaminating microorganisms, bacteria were detected in all the media. 440 

Yeasts were also observed, as were mixed contaminations (bacteria, yeasts and/or filamentous 441 
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fungi), but to a lesser extent. Another study in Bolivia reported a contamination rate of 6.7% for 442 

cultures in TSTB based on aspirate samples, fungi being the main contaminant (Ballart et al., 443 

2021). In the present study the contamination of the TSTBS culture (16%) apparently did not affect 444 

its sensitivity, with promastigotes observed in 98%, and only 7% (9/121) of the cultures had to be 445 

discarded. In comparison, the TSTBA cultures showed less contamination (4%), so their lower 446 

sensitivity (90%) could be more related to the amastigote concentration in the inoculated sample. 447 

 448 

5. Conclusions  449 

Scraping the edges of the lesion is more useful than aspiration for the diagnosis of TL, either 450 

by DPE or culture. DPE is a useful technique for TL diagnosis in Bolivia due to its low cost, safety 451 

for laboratory personnel, and accessibility for simple laboratories. However, diagnosis by culture 452 

should be implemented whenever possible, as culture in TSTB medium was found to double the 453 

number of positive cases diagnosed by DPE. It is therefore recommended that the personnel of 454 

second and third level laboratories in Bolivia should be trained to implement this technique. When 455 

not possible, the sampling and PDE could be carried out “in situ” and part of the samples sent in 456 

suitable conditions to a nearby laboratory equipped to carry out the culture. 457 
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IV. DISCUSIÓN 

La historia de la LT en las Américas data de millones de años, cuando afectaba a animales salvajes, 

y los primeros registros que se tienen de la enfermedad en el ser humano provienen de piezas de 

cerámica peruana, ecuatoriana y colombiana del año 400 al 900 d.C. que muestran una mutilación 

extrema de la región nasal, similar a la producida por las lesiones mucosas que se observan 

actualmente en los pacientes (Shaw, 2020). Hasta el momento, en el continente americano, se ha 

detectado la presencia de leishmaniosis en 19 países (Herrera et al., 2020a) y se ha confirmado la 

circulación de 12 de las 20 especies de Leishmania, consideradas agentes etiológicos de 

leishmaniosis humanas; sin embargo, otras especies han sido objeto de discusiones o revisiones 

taxonómicas (Cupolillo, 2020). 

En Bolivia, las leishmaniosis son un problema de salud que afectan a siete de los nueve 

departamentos (Ministerio de Salud del Estado Plurinacional de Bolivia, 2015b). La migración de 

la población de las zonas no endémicas hacia zonas endémicas, en busca de mejores condiciones 

de vida, constituye uno de los factores predisponentes a contraer la enfermedad. Los nuevos 

asentamientos humanos y las nuevas zonas agrícolas, donde el ciclo de la enfermedad es silvestre 

(Maia-Elkhoury et al., 2021; Mollinedo et al., 2020a), hacen que el comportamiento de la 

enfermedad cambie de un ciclo silvestre inicial, hacia un ciclo peri-doméstico y doméstico (Ballart 

et al., 2016), generando nuevos focos de LT e incremento del número de casos (Mollinedo & 

Mollinedo, 2020b). Las especies citadas en Bolivia son: L. braziliensis, L. guyanensis y L. lainsoni, 

del subgénero Viannia, y L. amazonensis y L. infantum (causante fundamentalmente de LV y 

leishmaniosis canina), del subgénero Leishmania (Cupolillo, 2020; Herrera et al., 2020b). 

Existen numerosos métodos para la identificación de especies de Leishmania, bioquímicos, 

moleculares y proteómicos (espectroscopia de masas) (Akhoundi et al., 2017, 2016). En la década 

de los noventa, el método bioquímico de análisis electroforético de las isoenzimas (MLEE), fue el 

más utilizado en la identificación de especies de Leishmania (Akhoundi et al., 2016), siendo sus 

principales limitaciones técnicas, la necesidad de aislar los parásitos mediante cultivo y por ser 

actualmente utilizada en muy pocos centros como herramienta de tipificación de especies de 

Leishmaniasis (Akhoundi et al., 2016; Cupolillo, 2020). Esta técnica, ha sido considerada durante 

mucho tiempo el estándar de referencia de identificación (OMS, 2010; Van der Auwera & 

Dujardin, 2015) y también ha servido como técnica de referencia para la evaluación de técnicas de 
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identificación (Fernández-Arévalo et al., 2022; Lachaud et al., 2017; Van der Auwera et al., 2014; 

Zemanová et al., 2007). En la actualidad, la caracterización se realiza principalmente por análisis 

molecular, sin existir consenso sobre cuál es el método o marcador más adecuado (OMS, 2010; 

Schonian et al., 2011). En Bolivia la caracterización de especies de Leishmaniosis, se realiza en 

forma esporádica solo con fines epidemiológicos o de investigación y la técnica utilizada ha sido 

la PCR-RFLP (García et al., 2009). Esta técnica permite la identificación de las especies de 

Leishmania de importancia médica, tanto del VM como del NM, sobre la base de una única PCR, 

por lo que es posible implementarla en lugares donde se dispone de PCR (Montalvo et al., 2010). 

Además, en los últimos años, la técnica utilizada en Bolivia por García (García et al., 2009), se ha 

basado en el análisis del gen de la proteína de choque térmico 70 (hsp70), mediante la PCR seguida 

por RFLP, que ha sido muy utilizada en las Américas para la caracterización de especies 

neotropicales (Cupolillo, 2020). 

En nuestro caso, y dados los resultados obtenidos por diversos autores (Fernández-Arévalo et al., 

2022; Van der auwera et al., 2013), escogimos como técnica de referencia la secuenciación del 

gen hsp70, que ha sido utilizada en los artículos 1 y 2 de resultados. 

En los últimos años, a partir de 2014, la técnica de MALDI TOF-MS, ha incursionado en la 

identificación de especies de Leishmania, dando resultados alentadores (Cassagne et al., 2014; 

Culha et al., 2014; Mouri et al., 2014). Esta técnica ha sido evaluada en el segundo de los artículos 

que conformas los resultados de la memoria de tesis doctoral.  

En el primer artículo, titulado “Tegumentary leishmaniosis by Leishmania braziliensis complex 

in Cochabamba, Bolivia including the presence of L. braziliensis outlier”, se pretendía ahondar 

en el estudio del complejo L. braziliensis en Bolivia. Esta especie causa LT en la mayoría de países 

de América (Argentina, Belice, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala, México, 

Nicaragua, Panamá, Paraguay, Perú, Suriname y Venezuela) (OPS, 2020), y según reportes 

existentes, el 93% de casos de LT en Bolivia están causados por L. braziliensis.  

Varios estudios sobre L. braziliensis en Latinoamérica habían mostrado la diversidad genética del 

complejo (Baptista et al., 2012; Odiwuor et al., 2012; Ramírez et al., 2016), pero tan sólo un estudio 

incluía tres cepas de referencia de Bolivia (Odiwuor et al., 2012). Nuestro estudio ha permitido 

detectar la presencia de dos especies de Leishmania del complejo en Bolivia, L. braziliensis “sensu 

stricto” y L. peruviana y una posible especie, L. braziliensis outlier, que presentan una elevada 
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diversidad genética al analizar los resultados obtenidos por secuenciación del fragmento de 1245 

pb del gen hsp70. También se han caracterizado posibles híbridos de L. braziliensis/L. peruviana.  

L. braziliensis outlier ha sido aislada en Perú, Panamá y también en Bolivia (Fraga et al., 2013; 

Odiwuor et al., 2012; Van der auwera et al., 2013). Esta Leishmania, ha presentado una mayor 

diversidad genética (9 genotipos diferentes en 16 cepas analizadas) en relación a L. braziliensis (6 

genotipos en 24 cepas) y L. peruviana (1 genotipo en 1 cepa), característica que la posiciona a 

mayor distancia genética de L. braziliensis y L. peruviana, y próxima a cepas de referencia de L. 

lainsoni. Sin embargo, pese a la facilidad de su discriminación genética en comparación a L. 

braziliensis “sensu stricto” y L. peruviana, aún no existe un consenso en su denominación ni en su 

posición taxonómica (Van der Auwera & Dujardin, 2015). 

 Es la primera vez que se reporta L. peruviana en Bolivia, cuya presencia se limitaba, inicialmente, 

a las zonas endémicas andinas del Perú (Dujardin et al., 1995)  

Hasta la fecha, L. braziliensis “sensu stricto” es considerada como la especie más frecuentemente 

aislada de LM, pero otras especies que pueden afectar las mucosas en el NM son L panamensis, 

principalmente, L guyanensis, L amazonensis y L. mexicana (Abadías-Granado et al., 2021; Gomez 

et al., 2020; Llanos-Cuentas, 2020). También se han descrito casos ocasionales por L. peruviana e 

híbridos de L. braziliensis/L. peruviana (Llanos-Cuentas, 2020). En Bolivia, la afectación de los 

pacientes abarca a un 20% de la población, fundamentalmente a varones y a personas entre 16-40 

años sobre todo en el Chapare del departamento de Cochabamba seguido de La Paz, Santa Cruz, 

Beni y Pando (David et al., 1993). 

En nuestro estudio, las tres especies del complejo L. braziliensis han sido aisladas de casos de LM, 

siendo L. braziliensis la que ha dado lugar principalmente a esta manifestación clínica (80% de los 

casos de LM), aunque ha sido aislada más frecuentemente de pacientes con lesiones cutáneas 

(58%). Es importante mencionar que un 5% de la población infectada por L. braziliensis, tiene 

riesgo de desarrollar LM después de semanas e incluso hasta más de 20 años después de haber 

cursado una LC, produciéndose en la etapa final obstrucción y destrucción de la nariz, faringe y 

laringe y muerte por infecciones bacterianas secundarias, si no es tratada a tiempo (Dawit et al., 

2013; OMS, 2010).   

L. braziliensis grupo atípico ha sido aislado con mayor frecuencia de pacientes lesiones cutáneas 

(92%) y solo de un paciente con lesión mucosa, quien presentó además falla terapéutica. En 
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estudios previos L. braziliensis atípica había sido reportado exclusivamente de aislados 

provenientes de lesiones cutáneas (Odiwuor et al., 2012; Van der Auwera et al., 2013).  

En lo que respecta a L. peruviana, el único aislado de esta especie procedía de un paciente con 

lesión mucosa proveniente de la provincia del Chapare del departamento de Cochabamba y que 

presentaba, a su vez, falla terapéutica al tratamiento con Glucantime® y a Anfotericina B. 

La presencia de las posibles cepas hibridas L. braziliensis/ L. peruviana en nuestro estudio, aisladas 

también en Perú (Kato et al., 2019, 2016; Nolder et al., 2007; Odiwuor et al., 2012), podría ser una 

evidencia de la evolución genética de L. braziliensis hasta llegar adquirir el perfil genético de L. 

peruviana, puesto que está establecido que L. braziliensis es antecesora de L. peruviana, producto 

de la adaptación a los diferentes ecosistemas del Perú (Dujardin et al., 1995)  Una de las dos cepas 

hibridas aisladas procedía de un paciente con LM y ninguna de las dos cepas respondió al 

tratamiento con antimoniales. 

Basados en las ventajas del MALDI-TOF MS en la identificación de las leishmanias como son su 

rapidez, bajo coste y facilidad de manejo, una vez obtenidos los cultivos (Clark et al., 2013; 

Croxatto et al., 2012), se pensó que esta técnica podría ser una alternativa de caracterización de 

especies de Leishmania en áreas endémicas de países en vías de desarrollo como Bolivia., El 

artículo, titulado “Usefulness of Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight 

Mass Spectrometry in the Characterization of Leishmania Strains Causing Tegumentary 

Leishmaniosis in Bolivia versus hsp70 Gene Sequencing” , consistió en la evaluación de la 

técnica de MALDI TOF-MS en la caracterización de especies de Leishmania causantes de LT en 

Bolivia, utilizando como técnica de referencia la secuenciación del gen hsp70. En este estudio, se 

analizaron 55 cepas aisladas de 44 pacientes con LT en Bolivia durante los años 2004 – 2015. El 

MALDI-TOF MS fue comparado con la secuenciación del fragmento de 1245 pb del gen hsp70, 

técnica usada como referencia. Mediante la secuenciación se identificaron en el subgénero 

Viannia: L. braziliensis “sensu stricto”, L. braziliensis outlier, L. peruviana, L. lainsoni, L. 

guyanensis y posibles hibridos de L. braziliensis/L.peruviana, y en el subgénero Leishmania: L. 

amazonensis, L. mexicana y posibles híbridos de L. amazonensis/L. mexicana. En base a estos 

resultados el MALDI-TOF MS identificó correctamente el 81,8% del total de las cepas de 

Leishmania analizadas, pudiendo alcanzar hasta el 93,5% de correcta identificación, cuando se 

excluyeron a las cepas hibridas. Estos resultados son similares a los obtenidos en otras 
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investigaciones, donde se utilizaron diferentes especies de Leishmania, tanto del del VM como del 

NM (Cassagne et al., 2014; Fernández-Arévalo et al., 2022; Mouri et al., 2014). La técnica de 

MALDI-TOF MS, fue capaz de identificar en forma correcta cepas de Leishmania, a nivel de 

género, subgénero y complejo. Sin embargo, a nivel de especies, solo fueron correctamente 

identificadas las especies que se encuentran a mayor distancia genética (Neighbor-Net): L. 

lainsoni, L. guyanensis y dentro del complejo L. braziliensis a L. braziliensis outlier que fue 

claramente diferenciada de L. braziliensis “sensu stricto”, aunque esta posible subespecie, no tiene 

una clasificación taxonómica definida (Odiwuor et al., 2012). L. peruviana por su parte, por su 

gran similitud genética con L. braziliensis “sensu stricto” (Van der Auwera & Dujardin, 2015), ha 

sido identificada por MALDI-TOF MS como L. braziliensis lo que concuerda con otros estudios 

realizados (Cassagne et al., 2014; Lachaud et al., 2017). Dentro del subgénero Leishmania, hubo 

mayor problema de identificación a nivel de especie, ya que el MALDI-TOF MS, solo identificó 

a la cepa de L. amazonensis en forma correcta y, en cambio, las cepas de L. mexicana fueron 

identificadas erróneamente como L. amazonensis, resultados que posiblemente se deban a la 

variabilidad genética y geográfica entre los miembros de este complejo (Van der Auwera & 

Dujardin, 2015).  

Una de las limitaciones de la técnica de MALDI-TOF MS, en la identificación de especies de 

Leishmania, es la falta de discriminación de cepas híbridas, que en el caso de las cepas L. 

braziliensis/L. peruviana, puede ser debido a la variabilidad de la secuencia del gen hsp70, por lo 

que fueron identificadas simplemente como L. braziliensis. Otras cepas hibridas de este complejo, 

ya habían sido previamente estudiadas, y se sabe que están circulando en ciertas áreas endémicas 

de LT incluyendo Bolivia (Dujardin et al., 1995; Nolder et al., 2007). En el caso de híbridos del 

complejo L. mexicana del NM, la falta de discriminación podría estar relacionada a la presencia 

de 3 a 4 sitios polimórficos en la secuencia nucleotídica del gen hsp70 (datos no mostrados). Si 

bien este complejo ya ha sido estudiado previamente, no hemos encontrado datos reportados sobre 

híbridos. Ante este hecho, la presencia de cepas hibridas en zonas endémicas de LT, conllevaría a 

la identificación errónea por MALDI-TOF MS, pero dentro del mismo complejo. 

Teniendo en consideración la gran variabilidad genética que presentan las especies de Leishmania 

del NM (Cupolillo et al., 1998), será necesario fortalecer aún más, y en número similar, el banco 

de espectros existentes en el MSL incluyendo más especies e híbridos de cepas de Leishmania de 

diferentes hospedadores y regiones geográficas, dado a que una de las limitantes de este sistema 
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es la dependencia de la calidad y precisión de la base de datos existente (Ballesté, 2018). De hecho, 

en una primera aproximación, no se identificaban correctamente las L. braziliensis outlier, pero al 

incluir más cepas en el banco de espectros los resultados, se solucionó este problema. Otra 

limitante del MALDI-TOF MS, es que requiere  parásitos en cultivo, porque la precisión de los 

espectros está relacionado con la concentración de parásitos (Liébana-Martos, 2018). Sin embargo, 

en comparación con las técnicas moleculares, ésta ofrece grandes ventajas, como la rapidez en la 

obtención de resultados, la simplicidad, el costo para la identificación de aislamientos y facilidad 

para integrarse en un laboratorio clínico (Clark et al., 2013; Mouri et al., 2014) , ya que el equipo, 

una vez instalado, podría ser aprovechado para su uso en la identificación de otros 

microorganismos que causan problemas de salud en países en vías de desarrollo, donde las 

herramientas moleculares aún no son rutinariamente utilizadas con fines de diagnóstico y de 

caracterización, por su elevado costo y requerir personal capacitado (Lachaud et al., 2017; Singhal 

et al., 2015). La identificación de especies de Leishmania, permitiría al paciente recibir un 

tratamiento específico y oportuno, mejorar su manejo y contribuir en el diseño de estrategias de 

control de la LT en nuestro país. 

El tratamiento de la LT en Bolivia, es subvencionado y aplicado bajo supervisión médica, debido 

a su toxicidad, que a veces es necesario la suspensión del tratamiento (Dedet et al., 1995). Por este 

motivo, es un requisito indispensable la confirmación de diagnóstico clínico mediante el 

diagnóstico de laboratorio.  

El diagnóstico de la LT en el país, se realiza rutinariamente por EPD mientras que el cultivo 

axénico es realizado únicamente en laboratorios especializados con infraestructura adecuada y 

personal capacitado (De Vries et al., 2015). Basados en este hecho, en el tercer capítulo de 

resultados evaluamos cuatro técnicas parasitológicas de diagnóstico utilizando dos métodos de 

toma de muestras. Los resultados de esta investigación se encuentran descritos en el manuscrito 

“The need for integrate culture technique for tegumentary leishmaniosis diagnosis in 

Bolivia: A comparative evaluation of four parasitological techniques using two sampling 

methods”. Las técnicas de diagnóstico parasitológico evaluadas fueron el EPD y tres métodos de 

cultivo (cultivo en medio TSTB, MNC y MCC, estos dos últimos en medio de cultivo Schneider 

suplementado con 20% de FBS). Para cada uno de los métodos se utilizaron dos tipos de muestras 

(aspirado y raspado, ambos de los bordes de las lesiones). Según la OPS/OMS, se pueden utilizar 

tres tipos de muestras en el diagnóstico de LT, muestras obtenidas por aspiración, raspado o trozos 
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de biopsia (OPS/OMS, 2019). Una muestra idónea para el diagnóstico de la LT, debe ser de bajo 

costo, poco traumática y segura, y su elección dependerá de las características clínicas de las 

lesiones. La toma de muestra de piezas de biopsia, por ser traumática e invasiva, solo debe de 

realizarse para descartar otras enfermedades (Aronson & Joya, 2019). La calidad de una muestra 

para diagnóstico de LT, dependerá de la experiencia del personal de laboratorio y repercutirá en la 

calidad de los resultados de diagnóstico obtenido. Por otro lado, la elección de la técnica de 

diagnóstico, dependerá de la infraestructura y los recursos disponibles en el establecimiento de 

salud y no tanto de la precisión diagnostica de la técnica (De Vries et al., 2015). Por este motivo 

es necesario optimizar las herramientas diagnósticas disponibles, a fin de obtener un diagnóstico 

preciso y temprano, y poder realizar el tratamiento y seguimiento adecuados de las personas 

afectadas (OPS/OMS, 2017). Un resultado falso positivo llevará a someter al paciente a un 

tratamiento altamente tóxico, sin necesidad de requerirlo, y quitar la oportunidad de tratamiento a 

otro paciente que si lo requiera, dada la disponibilidad intermitente de medicamentos por ser 

subvencionado, y que en su desesperación de curar su lesión, acude a las farmacias privadas a 

tratar de conseguir el medicamento, donde hay una escasa disponibilidad para su expendio por su  

elevado costo (insuficiente para realizar un tratamiento completo) (Peláez-Sanchez, 2012). Ello 

fuerza a realizar tratamientos incompletos y a generar posibles fallas terapéuticas, que ya están 

reportadas en ciertos países y en Bolivia (Llanos-Cuentas et al., 2008; Rojas et al., 2021; Vélez & 

Carrillo, 2013) y, posiblemente, a largo plazo podría generar el genotipo de resistencia de 

Leishmania a los medicamentos disponibles en Bolivia, como sucede en la India (Ponte-Sucre et 

al., 2017). Por otra parte, un resultado falso negativo, quitaría la oportunidad al paciente de realizar 

un tratamiento rápido y oportuno, y favorecería la evolución de una LC a una LM, teniendo en 

consideración que el 90% de las lesiones en la LT, son causadas por L. braziliensis (Garcia et al., 

2007a) y que aproximadamente el 20% de éstas pueden evolucionar a una lesión mucosa si no se 

realiza el tratamiento oportuno (García et al., 2009).  

Según los resultados obtenidos en la presente investigación el EPDS, presentó una sensibilidad del 

45%, superior al EPDA. Los reportes científicos muestran que el EPD presenta una sensibilidad 

variable entre el 27,9 al 85% (Boggild et al., 2007, 2008, 2010; Cantanhêde et al., 2021; De 

Almeida et al., 2021; De Mello et al., 2011; Marco et al., 2012; J. Ramírez et al., 2002; Weigle et 

al., 1987). Es difícil comparar los resultados de la EPD de los diferentes estudios, debido a la 

diversidad de utensilios utilizados para la toma de muestras (lanceta, bisturí, palillo, sacabocados, 
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cepillos de citología, aguja, aguja fina), sitios de muestreo de la lesión (bordes indurado o centro), 

lesión reciente o más antigua, métodos de toma de muestras (aspiración, raspado o biopsia) y por 

requerir personal capacitado. 

La normativa nacional de Leishmaniosis de Bolivia, menciona que el cultivo para el diagnóstico 

de LT puede ser implementado desde laboratorios de segundo nivel (Ministerio de salud del Estado 

Plurinacional de Bolivia., 2015a)(Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015).  

Sin embargo, en la actualidad el cultivo es utilizado en forma rutinaria en tres laboratorios de 

referencia de Bolivia, INLASA (La Paz), CENETROP (Santa Cruz) y LABIMED (Cochabamba) 

y de forma eventual en dos laboratorios de hospitales de segundo nivel de la región tropical de 

Cochabamba. En la presente investigación la técnica TSTBS presentó una sensibilidad del 98% 

con un índice de concordancia del 88% y un coeficiente de fiabilidad catalogado como satisfactorio 

(94%). Los resultados muestran la utilidad de la muestra de raspado para realizar las técnicas de 

cultivo, puesto que todas las técnicas evaluadas con los cultivos presentaron mayor sensibilidad 

que con la muestra de aspirado. Un problema del raspado es que puede dar lugar a un mayor grado 

de contaminación, como se ha mostrado en nuestro estudio. Sin embargo, ello no afectó la 

sensibilidad de las mismas, a diferencia de otras investigaciones realizadas (Aronson & Joya, 2019; 

Montealegre, 2010).  posiblemente la contaminación en el presente estudio estuvo relacionada con 

el retardo del crecimiento de los parásitos, puesto que a los siete días de incubación el 93% de los 

cultivos en TSTBA fueron positivos, mientras que TSTBS solo 83%, pero a los 14 días de 

incubación el 98% de los cultivos fueron positivos tanto TSTBA como en TSTBS. Una medida 

para evitar estas contaminaciones es el tratamiento previo a que deberían someterse los pacientes 

antes de la toma de muestras, procediendo a un buen lavado de las lesiones, tal y como se pidió en 

el presente estudio. 

Los resultados de nuestra investigación muestran que el raspado de los bordes de la lesión fue más 

útil que la aspiración para el diagnóstico de LT, ya sea para la EDP o para el cultivo. El EPD puede 

seguir utilizándose en el diagnóstico de LT por las ventajas que presenta, sobre todo la seguridad 

para el personal de laboratorio. Pero por los resultados obtenidos, es necesario instar a las 

autoridades para que se implemente el cultivo en TSTB en el diagnóstico de la LT, ya que se ha 

duplicado el número de casos inicialmente diagnosticados por el EPD. Sin embargo, para ello es 

necesario capacitar al personal de los laboratorios de segundo y tercer nivel en Bolivia.  
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V. CONCLUSIONES 

 

A) Estudio sistematizado del rendimiento de la secuenciación del gen hsp70 de aislados de 

Leishmania causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia con especial hincapié en 

el estudio del complejo Leishmania braziliensis y su relación con las características clínicas 

1. La secuenciación del fragmento de 1245 pb del gen hsp70 ha sido útil en la caracterización de 

55 cepas de Leishmania aisladas en Bolivia en el periodo comprendido entre 2004-2015, 

permitiendo la caracterización de 23 cepas de Leishmania braziliensis sensu stricto, 18 cepas 

de Leishmania braziliensis outlier, una cepa de Leishmania peruviana, dos cepas de 

Leishmania lainsoni, una cepa de Leishmania guyanenisis, dos cepas de Leishmania 

mexicana, una cepa de Leishmania amazonensis, dos posibles cepas híbridas de Leishmania 

braziliensis/Leishmania peruviana y 5 posibles cepas híbridas de Leishmania 

mexicana/Leishmania amazonensis. 

2. Se ha evidenciado el polimorfismo genético del gen hsp70 en las leishmanias del complejo 

Leishmania braziliensis, obteniéndose 16 genotipos diferentes: seis genotipos de Leishmania 

braziliensis sensu stricto, nueve genotipos de Leishmania braziliensis outlier y un genotipo 

de L. peruviana. 

3. El análisis genético del complejo Leishmania braziliensis permite observar que Leishmania 

braziliensis outlier, se encuentra claramente separada genéticamente de Leishmania 

braziliensis y Leishmania peruviana mientras que los posibles híbridos de Leishmania 

braziliensis/Leishmania peruviana se ubican entre las ramas de ambas especies. 

4. Se ha identificado Leishmania braziliensis sensu stricto en 19 pacientes, once presentaban 

lesiones cutáneas y ocho lesiones mucosas. Cuatro de los pacientes con lesiones cutáneas y 

dos con lesiones mucosas presentaron falla terapéutica. 

5. Leishmania peruviana ha sido aislada, por primera vez en Bolivia, de un paciente afectado de 

leishmaniosis mucosa que presentaba falla terapéutica. 

6. Leishmania braziliensis outlier, ha sido aislada casi exclusivamente de lesiones cutáneas, a 

excepción de una cepa aislada de lesión de la mucosa, y ninguno de los pacientes infectados 

con esta especie presentó falla terapéutica. 
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B) Evaluación de la utilidad del MALDI-TOF MS en la caracterización de las especies de 

Leishmania causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia 

1. La técnica de MALDI-TOF MS discrimina, de forma correcta, cepas bolivianas de 

Leishmania a nivel de género, subgénero y complejo. 

2. La técnica de MALDI TOF-MS, caracterizó correctamente el 82% de las cepas a nivel de 

especie, incluyendo la totalidad de cepas de Leishmania braziliensis (23), Leishmania 

braziliensis outlier (18), Leishmania lainsoni (2), Leishmania guyanensis (1) y Leishmania 

amazonensis (1). Sin embargo, ha fallado en la identificado de Leishmania peruviana (1) y 

Leishmania mexicana (2). 

3. La técnica de MALDI-TOF MS no permite identificar híbridos potenciales de Leishmania, 

mientras que el análisis del polimorfismo del gen hsp70 puede detectar las características 

genéticas de ambas especies.  

4. MALDI TOF-MS presenta las ventajas de su rapidez en la obtención de resultados, su 

simplicidad, el menor coste para la identificación de aislamientos de Leishmania, una vez 

obtenido el cultivo, y su facilidad de integrarse a un laboratorio clínico, por lo que podría 

constituirse como una estrategia de caracterización de especies de Leishmania en países 

endémicos donde aún no se tienen implementada la caracterización molecular. 

 

C) Evaluación de la muestra biológica y el diagnóstico parasitológico en el diagnóstico de la 

leishmaniosis tegumentaria en Bolivia 

1. La leishmaniosis tegumentaria fue confirmada en 96 pacientes (82%) por al menos una técnica 

parasitológica y un método de muestreo, considerado como el patrón de referencia. 

2. La muestra de raspado tuvo mayor rendimiento (81%) que la de aspirado (78%), siendo así en 

las cuatro técnicas de diagnóstico evaluadas (examen parasitológico directo, cultivos en 

TSTB, MNC y MCC en medio Schneider), lo que le confiere una mayor idoneidad, juntamente 

con el hecho de ser menos traumática para el paciente y más segura para el personal de 

laboratorio. 

3. La técnica de diagnóstico utilizada que presentó la mayor sensibilidad (94%) fue el cultivo en 

TSTB, independientemente de la toma de muestra realizada. 
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4. El porcentaje de positividad en los cultivos positivos aumenta con el tiempo de cultivo, 

independientemente del método utilizado, pasando del 84% en el día 7 al 100% en el día 28, 

lo que sugiere que los cultivos deben mantenerse durante este tiempo. 

5. Se observó contaminación bacteriana, por levaduras y hongos filamentosos en un 18,32% de 

los cultivos, independientemente del método de muestreo y de cultivo, siendo la más frecuente 

la bacteriana (9,5% de los cultivos contaminados). A pesar de ello, se observó crecimiento de 

las leishmanias en un 17% de los medios contaminados. 

6. El minicultivo en medio de Schneider presenta el porcentaje más elevado de contaminación, 

aproximadamente del 33%. 

7. El diagnóstico por cultivo debería ser implementado en Bolivia, por lo que se recomienda 

capacitar al personal de los laboratorios de segundo y tercer nivel. Cuando no sea posible, la 

muestra obtenida in situ podría ser enviada, en condiciones adecuadas, a un laboratorio 

cercano equipado para realizar el cultivo. 

 

V. CONCLUSIONS 

 

A) Systematized study of the performance of the hsp70 gene sequencing of Leishmania 

isolates causing tegumentary leishmaniasis in Bolivia with special emphasis on the study 

of the Leishmania braziliensis complex and its relationship with clinical characteristics 

1. The sequencing of the 1245 bp fragment of the hsp70 gene proved to be useful in the 

characterization of 55 strains of Leishmania isolated in Bolivia in 2004-2015, allowing the 

characterization of 23 strains of Leishmania braziliensis sensu stricto, 18 strains of 

Leishmania braziliensis outlier, one strain of Leishmania peruviana, two strains of 

Leishmania lainsoni, one strain of Leishmania guyanensis, two strains of Leishmania 

mexicana, one strain of Leishmania amazonensis, two possible hybrid strains of Leishmania 

braziliensis/Leishmania peruviana and five possible hybrid strains of Leishmania 

mexicana/Leishmania amazonensis. 

2. Genetic polymorphism of the hsp70 gene has been demonstrated in species of the Leishmania 

braziliensis complex, with the identification of 16 different genotypes: six genotypes of 
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Leishmania braziliensis sensu stricto, nine genotypes of Leishmania braziliensis outlier and 

one genotype of L. peruviana. 

3. The genetic analysis of the Leishmania braziliensis complex allows us to observe that 

Leishmania braziliensis outlier is clearly genetically separated from Leishmania braziliensis 

and Leishmania peruviana while the possible hybrids of Leishmania braziliensis/Leishmania 

peruviana are located between the branches of both species. 

4. Leishmania braziliensis sensu stricto was identified in 19 patients, eleven with skin lesions and 

eight with mucosal lesions. Four of the patients with cutaneous lesions and two with mucosal 

lesions experienced therapeutic failure. 

5. Leishmania peruviana has been isolated, for the first time in Bolivia, from a patient affected by 

mucosal leishmaniasis with therapeutic failure. 

6. Leishmania braziliensis outlier was isolated almost exclusively from skin lesions, except for 

one strain isolated from mucosal lesions, and none of the patients infected with this species 

experienced therapeutic failure. 

 

B) Evaluation of the usefulness of MALDI-TOF MS in the characterization of Leishmania 

species causing tegumentary leishmaniasis in Bolivia 

1. The MALDI-TOF MS technique correctly discriminate Bolivian Leishmania strains at the 

genus, subgenus, and complex level. 

2. The MALDI TOF-MS technique correctly characterized 82% of the strains at species level, 

including the totality of Leishmania braziliensis (23), Leishmania. braziliensis outlier (18), 

Leishmania lainsoni (2), Leishmania guyanensis (1) and Leishmania amazonensis (1). 

However, it failed to identify Leishmania peruviana (1) and Leishmania mexicana (2). 

3. The MALDI-TOF MS technique cannot identify potential Leishmania hybrids, whereas analysis 

of hsp70 gene polymorphism can detect genetic characteristics of both species. 

4. MALDI TOF-MS has the advantages of providing rapid results, simplicity, lower cost for the 

identification of Leishmania isolates once the culture is obtained, and ease of integration in a 

clinical laboratory. The technique could therefore be suitable for the characterization of 
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Leishmania species in endemic countries where molecular techniques have not yet been 

implemented. 

 

C) Evaluation of biological samples and parasitological techniques in the diagnosis of 

tegumentary leishmaniasis in Bolivia 

1. Tegumentary leishmaniasis was confirmed in 96 patients (82%) by at least one parasitological 

technique and one sampling method, considered as the reference standard. 

2. Scraping samples had a higher yield (81%) than aspirate samples (78%) in the four diagnostic 

techniques evaluated (direct parasitological examination, and culture in TSTB, MNC and 

MCC in Schneider’s medium), indicating higher effectivity. Additionally, they are less 

traumatic for the patient and safer for laboratory personnel. 

3. The diagnostic technique used that presented the highest sensitivity (94%) was the TSTB 

culture, regardless of the sample taken. 

4. The percentage of positivity in positive cultures increased with culture time, regardless of the 

method used going from 84% at day 7 to 100% at day 28.  

5. Bacterial, yeast and filamentous fungal contamination was observed in 18.32% of the cultures, 

regardless of the sampling and culture method, with bacterial contamination being the most 

frequent (9.5% of contaminated cultures). Nevertheless, leishmanias growth was observed in 

17% of the contaminated media. 

6. The miniculture in Schneider’s medium had the highest percentage of contamination 

(approximately 33%). 

7. Diagnosis by culture should be implemented in Bolivia, and second and third level laboratory 

personnel should be trained accordingly. When this is not possible, the sample obtained in situ 

could be sent, under suitable conditions, to a nearby laboratory equipped to perform the 

culture. 
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V. CONCLUSIONS 

 

A) Etude systématisée de la performance du séquençage du gène hsp70 d'isolats de 

Leishmania responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie avec un attention 

particulier sur l'étude du complexe Leishmania braziliensis et sa relation avec les 

caractéristiques cliniques 

1. Le séquençage du fragment de 1245 pb du gène hsp70 a été utile dans la caractérisation de 55 

souches du complexe Leishmania braziliensis isolées en Bolivie dans la periode entre 2004 et 

2015, permettant la caractérisation de 23 souches de Leishmania braziliensis sensu stricto, 18 

souches atypiques de Leishmania braziliensis, une souche de Leishmania peruviana, deuz 

souches de Leishmania lainsoni, une souche de Leishmania guyanensis, deux souches de 

Leishmania mexicana, une souche de Leishmania amazonensis, deux souches possibles 

hybrides de Leishmania braziliensis/Leishmania peruviana et cinq souches possibles hybrides 

de Leishmania mexicana/Leishmania amazonensis. 

2. Le polymorphisme génétique du gène hsp70 a été démontré chez les leishmanies du complexe 

Leishmania braziliensis, obtenant 16 génotypes différents : six génotypes de Leishmania 

braziliensis sensu stricte, neuf génotypes de Leishmania braziliensis atypiques et un génotype 

de Leishmania peruviana. 

3. L'analyse génétique du complexe Leishmania braziliensis permet de constater que les souches 

atypiques de Leishmania braziliensis sont clairement séparées génétiquement de Leishmania 

braziliensis et de Leishmania peruviana tandis que les hybrides possibles de Leishmania 

braziliensis/Leishmania peruviana sont situés entre les branches des deux espèces. 

4. Leishmania braziliensis sensu stricto a été identifiée chez 19 patients, onze présentaient des 

lésions cutanées et huit des lésions muqueuses. Quatre patients avec lesions cutanés et deux 

patients avec lesions muqueuses ont présenté un échec thérapeutique. 

5. Leishmania peruviana a été isolée, pour la première fois en Bolivie, chez un patient atteint de 

leishmaniose muqueuse qui présentait un échec thérapeutique. 
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6. Leishmania braziliensis atypique a été isolé presque exclusivement à partir de lésions cutanées, 

à l'exception d'une souche isolée de lésions muqueuses, et aucun des patients infectés avec 

cette espèce n'a présenté d'échec thérapeutique. 

 

B) Évaluation de l'utilité du MALDI-TOF MS dans la caractérisation des espèces de 

Leishmania responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie 

1. La technique MALDI-TOF MS est capable de discriminer correctement les souches boliviennes 

de Leishmania au niveau du genre, du sous-genre et du complexe. 

2. La technique MALDI TOF-MS a correctement caractérisé 82% des souches à niveu d’espèce, 

y compris toutes les souches de Leishmania braziliensis (23), Leishmania. braziliensis 

atypique (18), Leishmania lainsoni (2), Leishmania guyanensis (1) et Leishmania 

amazonensis (1). Cependant, elle n’a pas réussi à identifier Leishmania peruviana (1) et 

Leishmania mexicana (2). 

3. La technique MALDI-TOF MS ne peut pas identifier les hybrides potentiels de Leishmania, 

tandis que l'analyse du polymorphisme du gène hsp70 peut détecter les caractéristiques 

génétiques des deux espèces. 

4. MALDI TOF-MS présente les avantages de sa rapidité d'obtention des résultats, de sa simplicité, 

du moindre coût pour l'identification des isolats de Leishmania, une fois la culture obtenue, et 

de sa facilité d'intégration dans un laboratoire clinique, donc qui pourrait être constitué comme 

stratégie de caractérisation des espèces de Leishmania dans les pays endémiques où la 

caractérisation moléculaire n'a pas encore été mise en œuvre. 

 

C) Évaluation de l'échantillon biologique et du diagnostic parasitologique dans le diagnostic 

de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie 

1. La leishmaniose tégumentaire a été confirmée chez 96 patients (82%) par au moins une 

technique parasitologique et une méthode de prélèvement, considérées comme standard de 

référence. 
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2. L'échantillon gratté a eu un rendement plus élevé (81%) que l'échantillon aspiré (78%), ceci 

étant le cas dans les quatre techniques de diagnostic évaluées (examen parasitologique direct, 

cultures en TSTB, MNC et MCC en milieu Schneider), ce qui lui confère une plus grande 

aptitude, outre le fait qu'il est moins traumatisant pour le patient et plus sûr pour le personnel 

du laboratoire. 

3. L La technique de diagnostic utilisée qui présentait la sensibilité la plus élevée (94%) était la 

culture TSTB, quel que soit l'échantillon prélevé. 

4. Le pourcentage de positivité dans les cultures positives augmente avec la durée de la culture, 

quelle que soit la méthode utilisée passant du 84% au jour 7  à 100% au jour 28, ce qui suggère 

que les cultures doivent être maintenues pendant cette période. 

5. Des contaminations bactériennes, levures et champignons filamenteux ont été observées dans 

18,32 % des cultures, quelle que soit la méthode d'échantillonnage et de culture, la 

contamination bactérienne étant la plus fréquente (9,5 % des cultures contaminées). Malgré 

cela, une croissance des leishmanies a été observée dans 17 % des milieux contaminés. 

6. La mini-culture du millieu de Schneider présente le pourcentage de contamination le plus élevé, 

environ 33%. 

7. Le diagnostic par culture devrait être mis en œuvre en Bolivie, il est donc recommandé de former 

le personnel des laboratoires de deuxièmes et troisièmes niveaux. Lorsque cela n'est pas 

possible, l'échantillon obtenu "in situ" pourrait être envoyé, dans des conditions adaptées, à un 

laboratoire proche équipé pour réaliser la culture. 
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