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Resumen 

La leishmaniosis es un complejo de enfermedades causada por protozoarios del género 

Leishmania y transmitida por insectos hematófagos del género Phlebotomus y Lutzomyia,. 

Puede presentar distintas manifestaciones clínicas, entre las que se describen cutáneas, 

mucocutáneas y viscerales. La severidad y síntomas de esta enfermedad pueden variar de 

acuerdo con la especie infectante y la respuesta inmune del hospedero.  

En Costa Rica es una enfermedad endémica. Desde finales de los años noventa no se 

cuenta con información actualizada sobre las especies de Leishmania sp. circulantes en el 

país, en parte debido a la carencia de una norma técnica sobre la leishmaniosis en Costa 

Rica, en aquel momento se reportó la presencia de dos especies muy importantes como 

causantes de la leishmaniosis cutánea y muco-cutánea: L panamensis, la más frecuente y 

L. braziliensis. (Jaramillo et al., 2009, Peraza et al., 1999). 

En el presente estudio se analizaron, mediante la técnica de Polimorfismos en la Longitud 

de los Fragmentos de Restricción (RFLP), 82 aislamientos de Leishmania de un banco 

del Centro Nacional de Referencia en Parasitología (CNRP) del Instituto Costarricense 

de Investigación y Enseñanza en Nutrición y Salud (INCIENSA). El estudio reveló que 

de los 82 aislamientos, 50 correspondían a L. panamensis, 17 a L. braziliensis, 

presentando éstos un perfil electroforético atípico y finalmente 3 correspondieron a L. 

guyanensis. Además un total de 12 aislamientos presentaron un patron mixto de L. 

panamensis y L. guyanensis por lo que se requiere realizar estudios adicionales. 
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1. Introducción 

1.1 Género Leishmania 

El género Leishmania pertenece a la familia Trypanosomatidae que está compuesta por 

protozooarios flagelados que son mayoritariamente monoxenos, aunque hay algunos que son 

dixenos como Leishmania. Estos parásitos poseen ciclos de vida zoonóticos o antroponóticos 

y se transmiten por insectos hematófagos. Leishmania sp. se presenta en forma de dos estados 

morfológicamente distintos: los promastigotos formas flageladas mótiles alargadas que 

miden entre 20 y 30 µm y se encuentran extracelularmente en el tracto alimentario de los 

insectos flebótomos vectores, así como los amastigotos que son no móviles, tienen una forma 

redondeada, son intracelulares, poseen flagelo corto, visible solo por microscopia electrónica 

y miden entre 2 y 5 µm. Los amastigotos se multiplican en células del sistema mononuclear 

fagocítico del hospedador vertebrado principalmente en los macrófagos (1). 

Los parásitos del género Leishmania se dividen por fisión binaria y poseen además de su 

ADN nuclear, una única estructura mitocondrial llamada kinetoplasto, que consiste en varios 

miles de moléculas circulares de kADN unidas entre sí en una red concatenada (2). El 

kinetoplasto, consta de miles de minicírculos (~ 1 Kb cada uno) y varias docenas de 

maxicírculos (~ 23 Kb cada uno). Los maxicírculos codifican genes homólogos a los 

presentes en el ADN mitocondrial de otros eucariotas. Los minicírculos constituyen 

aproximadamente el 95% de kDNA y codifican pequeñas moléculas de ARN denominadas 

ARN guía, que proporcionan información para la edición del ARN de las transcripciones 

codificadas en los maxicirculos (3). El kDNA es uno de los blancos más utilizados para la 
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detección y tipificación de Leishmania debido a su naturaleza multicopia y a su alta 

sensibilidad de detección (4). Se sabe que la diversidad de secuencias entre los minicírculo y 

el ADNc de los maxicírculos es de naturaleza variable.  

Dado que los minicírculos de ADN están presentes en miles de copias por célula, son 

objetivos ideales para la detección altamente sensible de Leishmania sp. a partir de muestras 

biológicas con bajos números de parásitos (5). Los minicírculos constituyen más del 95% de 

la masa total de ADNc, y sus secuencias típicamente heterogéneas (hay alrededor de 10 clases 

de secuencias diferentes y el número de minicírculos en cada clase es variable, sin embargo, 

pueden perder variabilidad durante el continuo cultivo (2,6). Cada minicírculo está 

compuesto de una a cuatro regiones conservadas de 150-200 pb que contienen los orígenes 

de replicación para ambas cadenas y una región variable que codifica generalmente un solo 

gen de ARN (3,7). La región variable de los minicírculos es de aproximadamente 150 pb de 

largo, y se puede utilizar para discriminación precisa entre especies de Leishmania sp. (8,9). 

Aunque generalmente la variabilidad intraespecífica se basa en mutaciones, hay evidencia de 

formación de híbridos, amplificación genética, e intercambio genético entre distintos 

organismos (10, 11) sugiriendo que eventos genéticos pueden estar involucrados en la 

evolución de estos parásitos. 

Lainson en 1979 estableció una clasificación basada en los sitios de desarrollo dentro del 

insecto flebótomo vector como un rasgo biológico fundamental para lo cual estableció tres 

secciones diferentes: a) hipopilaria; cuyo desarrollo se da únicamente en el intestino posterior 

del vector invertebrado y está restringido a algunas especies que sólo infectan reptiles b) 

peripilaria en los que el desarrollo se presenta en el intestino posterior y el píloro y c) 

suprapilaria, incluye especies que se desarrollan en la porción anterior al píloro del 
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invertebrado (Figura 1). En 1987 las especies ubicadas en la sección suprapilaria fueron 

asignadas al subgénero Leishmania y los de la sección Peripilaria fueron asignados al 

subgénero Viannia (12). 

                                        

Figura 1. Representación esquemática de las tres secciones de Leishmania propuestas por Lainson y 

Shaw (1979). La figura muestra las secciones Hipopilaria, Suprapilaria y Peripilaria en relación con las 

características estructurales relevantes del insecto flebótomo, incluyendo la trompa (pr), la válvula estomodeal 

(sv), cardias (c), el intestino medio torácico (tm), el intestino medio abdominal (am), los túbulos malpigianos 

(mt), píloro (py) y recto (r). La distribución del desarrollo de Leishmania dentro del vector se muestra en negro.  

Tomado de Kaufer et al. 2017 

 

La estructura taxonómica del género Leishmania está convencionalmente organizada en los 

niveles de subgénero, complejo de especies y (sub) especies. El género Leishmania se 

subdivide en dos secciones: Euleishmania y Paraleishmania, por analogía con una 

subdivisión similar en Trypanosoma. Euleishmania comprende a los 

subgéneros Leishmania y Viannia, como se describió por Lainson y Shaw (1987) así como 

el subgénero Sauroleishmania que está estrechamente relacionado con especies que infectan 
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reptiles (13). El subgénero Leishmania tiene cuatro complejos de especies principales: L. 

donovani, L. major, L. mexicana y L. tropica (13). En el caso del subgénero Viannia es 

posible clasificarlo en los complejos de especies: L. braziliensis, L. guyanensis, así como 

también especies L. lainsoni y L. naiffi (13). Paraleishmania descrito por Lainson y Shaw 

(1987) contiene a las especies L. hertigi, L. deanei, L. colombiensis, L. equatoriensis, 

L.herreri así como algunas cepas de Endotrypanum. 

La aplicación de técnicas moleculares a nivel genómico ha sido útil en el estudio de evolución 

molecular y de las relaciones filogenéticas, Actualmente se ha propuesto una clasificación 

tomando en cuenta todas estas características, según se observa en la figura 2.  
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Figura 2. Clasificación actualizada de especies de Leishmania, Subrayado: Sin clasificación final. L. 'siamensis' y L. 

martiniquensis también se han encontrado en el Nuevo Mundo. Los nombres de Leishmania entre comillas son nombres no 

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

nuevo mundo se destacan en azul y rojo respectivamente. Tomado de M. Akhoundi et al. 2017. 

 

1. 2 Leishmaniosis   

La leishmaniosis es un complejo de enfermedades causada por protozoos del género 

Leishmania, que se dividen en dos subgéneros Leishmania y Viannia.  Las formas infectantes 

de Leishmania sp. para el hospedero se transmiten por la picadura de la hembra del insecto 

vector flebótomo (14,15). Aproximadamente 20 especies de Leishmania se consideran 

patógenas para los seres humanos. El cuadro clínico se manifiesta en formas cutáneas, 

mucosas, mucocutáneas y viscerales. Esta enfermedad se presenta en 88 países de casi todas 

las latitudes y 368 millones de personas se encuentran en riesgo de contraerla (16). Es 

considerada una enfermedad endémica y un problema de salud pública en los países en vías 

de desarrollo.  

La leishmaniosis cutánea (LC), se caracteriza por úlceras cutáneas localizadas refractarias o 

nódulos en los sitios de infección que curan espontáneamente pero que dejan cicatrices para 

toda la vida (14,15), es causada por varias especies de Leishmania incluyendo Leishmania 

major, L. tropica en Europa y Oriente Medio, L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, 

L. guyanensis y L. peruviana en el continente americano (14,15,17). El cuadro clínico se 

caracteriza por un aumento local de la temperatura y edema. Una pápula asintomática 

eritematosa aparece en el sitio de la picadura, aunque puede haber prurito. El tamaño varía 

de 1 a 10 mm de diámetro. Después de 2 días, se convierte en una vesícula y luego en una 

pústula, y cuando se rompe, ya sea espontáneamente o por un traumatismo debido al rascado, 

resulta en una úlcera redondeada con bordes nodulares o gruesos con bordes afilados y 

puntiagudos.  
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En el continente americano se observa una amplia gama de manifestaciones clínicas causadas 

por múltiples especies de Leishmania filogenéticamente distintas. Aunque algunas de esas 

manifestaciones se asocian con más frecuencia a alguna especie o subgénero en particular, 

ninguna se puede considerar exclusiva de una sola especie.  

Las manifestaciones de la enfermedad pueden variar de leishmaniosis cutáneas localizadas, 

a cuadros clínicos que pueden ser en algunos casos más severos como en las formas 

diseminadas, difusas y atípicas (18).  

La leishmaniosis mucocutánea (LMC), también conocido como "espundia", es endémica en 

América Central y América del Sur, por lo general, las lesiones comienzan en la mucosa 

nasal y se extienden a la mucosa oral y faríngea, la laringe y la piel de la nariz y los labios. 

Las lesiones de la mucosa oral generalmente producen síntomas que varían desde molestias 

simples y dolor leve u odinofagia hasta caquexia en casos extremos; este último solo se 

observa en los casos en que la lesión involucra la totalidad de la faringe, la laringe (con 

ronquera) y el esófago (con disfagia). Las lesiones pueden evolucionar a metastásicas 

destructivas en las membranas mucosas de la nariz, boca y garganta; además de las cavidades 

y tejidos circundantes.  Estas se manifiestan meses o años después de la aparición de la 

infección cutánea primaria, que es dependiente de la especie de Leishmania infectante y del 

estado inmunológico del hospedero (19). Aunque el principal agente causal de MCL es L. 

braziliensis, otras especies de Leishmania como L. guyanensis, L. panamensis y L. 

amazonensis se han reportado que pueden afectar a los tejidos de las mucosas (20-22).  

La leishmaniosis visceral (LV) es causada por especies de Leishmania del complejo 

donovani, también conocida como "kala azar" o "fiebre Dum Dum". La LV es la forma más 

grave de la leishmaniosis y los síntomas clínicos incluyen fiebre, pérdida de peso, fatiga, 
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anemia y edema considerable del hígado y el bazo (23), que pueden progresar rápidamente 

en semanas o meses. Los niños afectados por lo general presentan una diarrea crónica 

característica y retraso del crecimiento. La enfermedad suele ser mortal si no se trata a tiempo 

(15). 

La alta prevalencia de la leishmaniosis se ha atribuido a varios factores como migraciones de 

población y el desarrollo de proyectos agroindustriales, que ha desplazado a personas no 

inmunes hacia las áreas endémicas, urbanizaciones de crecimiento rápido y no planificadas; 

migración masiva rural-urbana y cambios producidos por el hombre en el medio ambiente 

(construcción de represas, sistemas de irrigación) (24). No obstante, a pesar de ser una 

enfermedad de tipo rural, en otros países la transmisión urbana ya se ha documentado entre 

la población local y el aumento del turismo ecológico ha extendido este problema a los países 

desarrollados.   

1.3 Ciclo de Vida de Leishmania 

La mayoría de las leishmaniosis son enfermedades zoonóticas que incluyen animales como 

hospederos reservorios en el ciclo de transmisión (14). Los seres humanos son considerados 

como un hospedero accidental, aunque la transmisión antropogénica sin reservorios animales 

se reporta en algunas especies de Leishmania sp. (14).  

Los promastigotos metacíclicos, extracelulares, en la probóscide del mosquito flebótomo 

hembra, son introducidos en la piel de un hospedero vertebrado durante la ingesta de sangre. 

Los parásitos son fagocitados en la piel por macrófagos y células de Langerhans que activan 

el complemento y promueve la lisis de muchos de los parásitos. Aunque muchos de los 

promastigotes son eliminados también por los neutrófilos polimorfonucleares (PMN), 
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algunos se transforman en amastigotos en las células del sistema fagocítico mononuclear 

(Figura 3). 

En los fagolisosomas los promastigotos pierden el flagelo y se transforman en amastigotos, 

los cuales se multiplican por división binaria. Posteriormente las células infectadas se 

rompen, los amastigotos se liberan y luego infectan otras células y pueden diseminarse a 

otros tejidos (25,26).  

 

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania sp. en las Americas Tomado de Organización Panamericana de la 

Salud. OPS, 2019 
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El desarrollo en el insecto vector inicia cuando la hembra ingiere sangre conteniendo 

macrófagos infectados con amastigotos. Los amastigotos ingeridos con la sangre se 

transforman dentro del intestino medio en promastigotos procíclicos, éstos luego se 

transforman en nectomonas alargadas. Durante la digestión de la sangre los parásitos están 

rodeados por la matriz peritrófica (PM), cuando esta se rompe por las enzimas del flebótomo, 

las nectomonas alargadas escapan a través de la apertura posterior y se adhieren a las 

microvellosidades del intestino medio. El siguiente paso es la replicación como nectomonas 

cortas llamadas leptomonas, que después se transforman en promastigotos metacíclicos o se 

adhieren al revestimiento de quitina de la válvula estomadeal como haptomonas. En la fase 

tardía del desarrollo, masas de neptomonas secretando filamentos de proteofosfoglicano 

obstruyen el intestino medio torácico. Esto junto con la destrucción de la válvula estomadeal, 

facilita el reflujo de los parásitos cuando el insecto toma una nueva comida de sangre. En el 

subgénero Viannia y Sauroleishmania, las haptomonas se adhieren también al revestimiento 

de quitina de la región pilórica (27).  

 

Figura 4. Desarrollo de Leishmania en el tracto digestivo del vector. El intestino medio del flebótomo se 

compone de un epitelio de una sola capa con un borde en cepillo de microvellosidades que recubren la luz. En 

contraste, el intestino anterior (incluida la válvula estomodeal) y el intestino posterior (incluido el triángulo 

pilórico) están revestidos por quitina. Los amastigotos (a) ingeridos junto con la comida de sangre en el intestino 

medio abdominal se transforman en promastigotos procíclicos (b), estos se replican y se transforman en 

nectomonas largas (c). Durante la digestión de la sangre, los parásitos están rodeados por una matriz peritrófica 

(PM). Cuando las enzimas del insecto rompen la PM, las nectomonas largas se escapan a través de la abertura 

posterior y se adhieren a las microvellosidades del intestino medio. La siguiente etapa son nectomonas cortas 
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replicativas llamados leptomonas (d); estas se transforman en promastigotos metacíclicos infecciosos (e) o se 

adhieren al revestimiento de quitina de la válvula estomodeal como haptomonas (f). En el desarrollo de la etapa 

tardía, las masas de nectomonas que secretan proteofosfoglicanos filamentosos obstruyen el intestino medio 

torácico. Esto, junto con la destrucción de la válvula estomadeal, facilita el reflujo de parásitos cuando el vector 

toma una comida de sangre posterior. En los subgéneros Viannia y Sauroleishmania, las haptomonas se adhieren 

también al revestimiento de quitina de la región del píloro. Tomado de Dostálová A, Volf P, 2012  

 

1.4 Patogénesis de Leishmania 

Los parásitos transmitidos por el insecto vector deben infectar los macrófagos, ya que es 

dentro de ellos donde los parásitos lograrán sobrevivir y multiplicarse. El establecimiento de 

la infección y el desarrollo de la enfermedad o resolución de la infección dependerá, además 

de la dosis de parásitos inoculados y de la capacidad del macrófago para activarse (28). El 

desarrollo de la enfermedad dependerá de factores propios del parásito como proteínas de 

superficie, factores asociados al hospedero como la expresión o supresión de ciertos genes 

de genes de citoquinas que están asociados a resistencia o susceptibilidad a la infección, la 

respuesta inmune del hospedero, así como también factores relacionados con el vector. Al 

parecer, la infección es un proceso facilitado por componentes de la saliva del vector que 

permitiría la entrada y supervivencia intracelular del parásito, al inhibir la acción de 

citoquinas activadores del macrófago lo cual, en última instancia, favorece la infección 

persistente, las recurrencias y las metástasis (29). 

El flebótomo infectado regurgita junto con la saliva e inocula los promastigotos en la dermis, 

luego en su intento por escapar a la acción de la lisis por el complemento activado interactúan 

con los neutrófilos y macrófagos presentes en la dermis (30). Los neutrófilos fagocitan los 

promastigotos y a su vez estos entran en los macrófagos a través de un proceso conocido 

como fagocitosis facilitada, en el cual los promastigotos penetran activamente el macrófago 

formando un fagosoma que, al fusionarse con los lisosomas, da origen a la fagolisosoma. Es 
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en el interior del fagolisosoma donde los promastigotos se transforman en amastigotos y son 

capaces de sobrevivir y multiplicarse, llevando a la lisis del macrófago infectado (31). 

Los amastigotos liberados penetran los macrófagos adyacentes o se diseminan por vía 

linfática y sanguínea para ingresar a macrófagos localizados en sitios distantes como ganglios 

linfáticos, hígado médula ósea y bazo. La presencia del parásito en el tejido causa una 

reacción inflamatoria de tipo granulomatosa crónica, con reclutamiento de un gran número 

de células que no son antígeno-específicas, predominio de neutrófilos y macrófagos y la 

activación de dichas células por IFN- γ e TNF-α liberados por los linfocitos Th1 que a su vez 

fueron activados por células presentadoras de antígeno. Con la activación de los macrófagos 

se incrementa la liberación de factores inflamatorios como el interferón gamma (IFN- γ) y se 

favorece la extravasación de células y fluidos desde los vasos sanguíneos hacia el sitio de 

infección y su acumulación en el tejido, ocasionando edema e induración local (32). En el 

sitio de la picadura aparece inicialmente un eritema que luego pasa a pápula. La lesión 

continúa creciendo y se desarrolla un nódulo. El nódulo es producido por la masa dermal que 

contiene macrófagos vacuolados con abundantes parásitos y un infiltrado linfocitario. Los 

nódulos crecen en tamaño y como consecuencia de la necrosis en el centro de la reacción 

granulomatosa, que se induce por la respuesta inmune, los nódulos se ulceran.  

A nivel sistémico, luego de la multiplicación del parásito en la piel, que puede causar o no 

una lesión pequeña transitoria, los parásitos y los macrófagos infectados alcanzan órganos y 

tejidos hematopoyéticos (hígado, bazo y médula ósea). En estos sitios dependiendo de la 

especie del parásito, se pueden multiplicar infectando los macrófagos locales, alterando la 

funcionalidad de dichos órganos y tejidos causando la leishmaniasis visceral (33). 
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El proceso de curación de las lesiones cutáneas se presenta gracias a una efectiva respuesta 

inmune del hospedero o debido a la acción del tratamiento específico contra Leishmania.  

Este proceso inicia con la producción de colágeno y metaloproteasas de la matriz extracelular 

por parte de las células hospedadoras para permitir con ello la remodelación del tejido, 

posteriormente migran queratinocitos y fibroblastos hacia el tejido afectado. Los fibroblastos 

se transforman en mielofibroblastos que favorecen la contracción de las heridas. Luego 

ocurre un proceso de angiogénesis masiva que lleva a la formación de nuevos vasos 

sanguíneos y del tejido conectivo resultante conocido como tejido de granulación que 

culmina con la transición de este tejido a cicatrices maduras (28). 

1.5 Respuesta inmune a Leishmania 

Tanto los promastigotos inoculados por el vector como los amastigotos intracelulares deben 

resistir a los mecanismos de defensa del hospedero tales como la lisis mediada por el 

complemento, por especies reactivas del oxígeno (ROS) o por hidrolasas lisosomales; así 

como los mecanismos microbicidas mediados por el IFN- γ (34). Algunos aspectos de la 

biología del parásito, como por ejemplo infectividad y virulencia, son el resultado de una 

modulación del sistema inmune que hace que los parásitos sean capaces de utilizar algunos 

componentes de la respuesta inmune del hospedero para propiciar su sobrevivencia y 

perpetuación dentro del hospedero mamífero (31). Algunos de los mecanismos de evasión 

que utiliza Leishmania son: interacción de los promastigotos con la célula hospedera a través 

de moléculas o receptores que no inducen mecanismos microbicidas en el macrófago, 

retardando la formación del fagolisosoma y capturando ROS a través del lipofosfoglicano 

expresado en la membrana del promastigoto y finalmente transformándose en amastigotos 

para resistir así el pH ácido del fagolisosoma y la acción de las enzimas lisosomales (31, 34). 
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La enfermedad puede desarrollar distintos fenotipos: individuos que se infectan y no 

desarrollan la enfermedad y otros que sí desarrollan la enfermedad en alguna de sus diferentes 

manifestaciones. Esto se debe a la interacción de una serie de factores que determinan 

finalmente la susceptibilidad o resistencia a la infección o enfermedad por Leishmania. Entre 

estos factores se encuentran: a) factores ecoepidemiológicos que incluyen condiciones de 

clima que favorecen la presencia en un lugar geográfico particular de los elementos de la 

transmisión: vectores y reservorios infectados y el contacto entre el hombre y el vector 

infectado; b) factores genéticos entre los que se encuentran genes de citoquinas y sus 

receptores cuya expresión estaría relacionada con la susceptibilidad o resistencia a la 

infección por Leishmnania como los genes de IL-4 y del receptor para IFN- γ que al parecer 

están asociados con susceptibilidad y resistencia a LV y también c) factores inmunológicos 

del hospedero que hacen referencia a la capacidad o no del hospedero para desarrollar una 

respuesta inmune efectiva (35) 

La mayoría de los promastigotos inyectados por el vector son eliminados por el complemento 

sérico activado durante la respuesta inflamatoria, las especies reactivas del oxígeno (ROS) y 

enzimas lisosomales producidas por el macrófago durante la respuesta microbicida, lo que se 

traduce en una infección limitada con fácil resolución. La resolución de la infección y el 

desarrollo de una respuesta curativa o cicatrizante depende de la inducción y activación de 

una respuesta inmune mediada por células T, tanto de linfocitos T cooperadores tipo 1 (Th1) 

como de citotóxicos (LTc), productores de IFN- γ, una citoquina que es capaz de activar los 

macrófagos infectados a través de la producción de ROS, permitiendo con ello la resolución 

de la infección o en su defecto, la involución de la lesión y posterior cicatrización (36). 

Con el trauma producido por la picadura del vector se activa, en el hospedero, el proceso 

inflamatorio con el objetivo de reparar el tejido lesionado, con la migración de células 
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proinflamatorias principalmente neutrófilos y macrófagos, pero también células asesinas 

naturales (NK) del parásito y mastocitos, desde la circulación hacia el sitio donde se 

encuentra el parásito. El influjo de estas células puede ocurrir mientras perdure el antígeno. 

En los tejidos los neutrófilos y macrófagos fagocitan los promastigotos inoculados por el 

vector con el fin de destruirlos. Al mismo tiempo los macrófagos fagocitan también los 

neutrófilos que han fagocitado los parásitos. La entrada del parásito en los neutrófilos es una 

forma que utilizan los promastigotos para evadir la lisis por el complemento que ellos activan 

por la vía alterna y llegar al interior de los macrófagos que son sus células hospederas, donde 

se pueden transformar en amastigotos y multiplicarse y sobrevivir dentro del hospedero (33, 

37). Por su parte, los promastigotos pueden inducir directamente la secreción de IFN- γ por 

las células NK; las cuales se activan mediante la interacción del LPG (lipofosfoglicano) del 

parásito con los receptores tipo Toll en células dendríticas que secretan citoquinas como IL-

12, que activan a las células NK (37).  

Si bien el complemento activado destruye muchos de los promastigotos extracelulares 

disminuyendo su número, la multiplicación de los amastigotos dentro del macrófago es un 

proceso muy activo por lo que los macrófagos son fácilmente lisados liberando abundantes 

amastigotos que son capaces de infectar células adyacentes como macrófagos y células 

dendríticas (38, 39). 

Los amastigotos liberados durante la lisis de los macrófagos infectados encuentran a las 

células de Langerhans y otras células dendríticas que están transitando por la dermis y son 

ingeridos por ellas para luego transportar los antígenos a los nódulos linfoides regionales 

drenantes de la lesión. En el nódulo linfoide las células dendríticas presentan los antígenos 

del parásito a las células LTh y LTc. 
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Luego de la interacción del LTh0 y LTc con los antígenos presentes en la membrana de la 

célula presentadora de Ag, los LT proliferan y se diferencian a LTh1 productores de IFN- γ. 

Otras citoquinas producidas por las mismas células infectadas, por los LT activados o por las 

células presentadoras de Ag como la interleucina 12 (IL-12), IL-1, IL-23, IL-27 y el TNF-α, 

favorecen la activación de la respuesta inmune mediada por los LTh1 y los LTc que tiene 

como fin activar los macrófagos infectados a través del IFN- γ. Este IFN- γ producido activa 

los mecanismos microbicidas dependientes de ROS en el macrófago infectado, potenciando 

así la eficiencia del macrófago en la destrucción y eliminación de los amastigotos que posee 

en su interior. Por otro lado los LTh1 y LTc activados son capaces de inhibir la producción 

de citoquinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 y del factor de crecimiento de tumores β (TGF- 

β) por parte de los LTh2, una respuesta que aunque puede prevenir la destrucción del tejido, 

promueve la infección de los macrófagos a través de la interacción entre las 

inmunoglobulinas producidas por las células plasmáticas que han sido activadas por las 

citoquinas del perfil Th2 y los receptores para dichas inmunoglobulinas que expresan los 

macrófagos. Las citoquinas del perfil Th2 también bloquean la activación de los macrófagos 

permitiendo la multiplicación intracelular del parásito, lo que a su vez favorece la 

exacerbación de la enfermedad (40, 33) 

Aunque el IFN- γ está asociado al control de la infección o respuesta cicatrizante y el patrón 

de citoquinas Th2  predomina en la leishmaniasis cutánea difusa y en la leishmaniosis 

visceral, al parecer la respuesta inmune mediada por células LTh es más compleja que la 

simple polarización en Th1 y Th2 ya que en dicha respuesta participan, además las células T 

reguladoras que secretan IL-10 y TGF- β1, las células NK que producen IFN- γ. 

Adicionalmente se han identificado otras subpoblaciones de LTh como los LTh9 y Th-17, 

cuya participación está en investigación. Lo importante es destacar que una respuesta inmune 
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efectiva o no es la relación entre las citoquinas producidas durante la infección y enfermedad 

(40). 

1.6 Leishmaniosis en Costa Rica  

La leishmaniosis, se ha mantenido entre las diez primeras enfermedades de reporte 

obligatorio más frecuentes.   La leishmaniosis es de notificación obligatoria al Ministerio de 

Salud desde 1983 y desde el 2017 pasó a formar parte del grupo B de notificación donde su 

reporte además de ser semanal se realiza de forma individual, ya que se considera endémica 

en el país. Su incidencia ha aumentado de 10,5/100 mil habitantes en el 2001, a 41,6/100 mil 

habitantes en el 2007, es decir, aumentó 4 veces su magnitud en un lapso de 6 años. Los 

grupos más afectados por esta enfermedad han sido los menores de 5 años, quienes 

presentaron una tasa de 122,4 por cien mil habitantes, que corresponde a 1330 casos 

detectados durante el trienio 2005-2007 (24).  

En el año 2007 se presentó en el país una incidencia de 40,7 por 100.000 habitantes 

distribuida en las siete provincias del país. Durante el año 2008 se reportó un descenso en el 

número de casos, sin embargo, volvió a aumentar considerablemente a 2025 casos en el 2009 

(24).  

En el año 2015 se observó que la mayoría de los casos se presentaron en la provincia de 

Limón con el 34.4 % de los casos, seguido de Alajuela 18.4 %, San José 17,3 % y Cartago 

14.8% (Vigilancia de la Salud, Ministerio de Salud., 2016). La mayoría de los casos se 

presentaron en los cantones de Talamanca (n=175), San Carlos (n=88), Pérez Zeledón (n=48) 

y Turrialba (n=156). 

En Costa Rica se han reportado, dos especies muy importantes: L panamensis, (la más 

frecuente) y L. braziliensis, como causantes de la leishmaniosis cutánea y muco-cutánea, 
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respectivamente (24,41). Peraza, Urbina y Zeledón (41) concluyeron mediante estudios de 

electroforesis de isoenzimas y de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos 

monoclonales, que la L. panamensis, es el principal agente etiológico de la leishmaniosis 

cutánea en las zonas endémicas de nuestro país. Además L. braziliensis fue encontrada en un 

paciente en Pérez Zeledón, en el Pacífico y en otro en Guápiles, en el Caribe. El poder 

identificar las especies que producen la leishmaniosis en nuestro medio, tiene gran 

importancia en el manejo terapéutico de cada caso, como lo indica el grupo de expertos de la 

OMS (18).  

En un estudio realizado por Zeledón y colaboradores (42) en 1986-1987 en la región 

semiárida de Nazareth de Liberia al noroeste de Costa Rica, se reportaron 2 casos de 

leishmaniosis atípica. Uno de estas se logró identificar en el Instituto Oswaldo Cruz de Brasil 

como Leishmania infantum (= L. chagasi). Esta Leishmania se presentó en la forma cutánea 

atípica; ninguno de los pacientes presentó el cuadro de leishmaniosis visceral. No obstante 

Carrillo y colaboradores (43) publicaron en 1999, el caso de un niño eutrófico, sin ninguna 

inmunodeficiencia, con 15 meses de edad y proveniente de una región semiárida, en Liberia, 

Guanacaste, Costa Rica, como el primer caso en humano, de leishmaniosis visceral, 

producido por Leishmania donovani infantum o Leishmania donovani chagasi, tratado con 

éxito con antimoniales por 6 semanas.  

En Costa Rica dado el frecuente fenómeno de migraciones de otros países tanto de 

Centroamérica como de Suramérica, pueden ingresar personas infectadas con otras especies 

de Leishmania distintas a las ya reportadas, que podrían servir como reservorios e introducir 

nuevas especies en el país. En la actualidad el panorama es desconocido y las especies con 

las características fenotípicas involucradas en la transmisión en los diferentes focos del país 

también son desconocidas. 
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1.7 Diagnóstico  

El diagnóstico parasitológico para la leishmaniosis cutánea se realiza mediante el análisis del 

frotis directo de las lesiones que evidencien las formas de amastigotos del parásito, esta 

prueba se considera el estándar de oro en el diagnóstico de la leishmaniosis cutánea. También 

se puede realizar a través de cultivo de biopsia o aspirado de las lesiones, utilizando medios 

de cultivo apropiados como el Senekjie, NNN ó Rugai para detectar las formas móviles 

llamadas promastigotos en ese medio. El problema del cultivo es que deben revisarse hasta 

por un período de cuatro semanas antes de considerarlo negativo. No obstante, la utilización 

del frotis junto con el cultivo puede aumentar la sensibilidad diagnóstica. 

Es posible detectar el material genético del parásito (ADN o ARN) o bien de proteínas del 

parásito por técnicas como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o la electroforesis 

de isoenzimas respectivamente (44). 

Dentro de los métodos indirectos se encuentra la detección de anticuerpos específicos 

principalmente de tipo IgG contra el parásito, a través de pruebas serológicas que son útiles 

en el caso de la leishmaniosis visceral no así para las otras presentaciones. También mediante 

evaluación de la respuesta celular utilizando la prueba de hipersensibilidad retardada de 

Montenegro o leishmanina. Un resultado negativo señala que no ha habido exposición al 

parásito o que el paciente tiene anergia, siempre y cuando se evidencie la presencia del 

parásito por alguna otra metodología. Los pacientes con anergia necesitarán un tratamiento 

especial. Dentro de las desventajas del empleo de estas técnicas se encuentran que es difícil 

definir si el resultado se debe a infección activa o exposición antigua al parásito (44,45).  

1.8 Caracterización de especies 

A pesar de que, en el diagnóstico de rutina, no se identifican las especies de Leishmania sp. 

infectantes, la caracterización es importante por razones clínicas, epidemiológicas y 
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terapéuticas. Por ejemplo: a) las lesiones pueden deberse a distintas especies de Leishmania   

por lo tanto es importante realizarla tipificación y correlacionarla con el pronóstico o manejo 

clínico b)  diferentes especies de Leishmania pueden dar lugar a un mismo cuadro clínico de 

leishmaniosis c) algunas especies podrían requerir de tratamientos diferentes al glucantime 

utilizado rutinariamente para el tratamiento de esta enfermedad en el país d) las migraciones 

humanas y viajes de larga distancia pueden contribuir a la expansión de la leishmaniosis a 

áreas donde ésta no es endémica o bien puede facilitar el ingreso de nuevas especies a 

regiones donde no estén presentes inicialmente (45).  

El uso de la electroforesis de isoenzimas es la técnica más ampliamente utilizada para la 

caracterización de especie. No obstante, es una técnica muy laboriosa que requiere de al 

menos unas nueve isoenzimas diferentes, reactivos de alto costo, equipo especial y personal 

entrenado, lo cual la hace difícil de estandarizar en cualquier laboratorio de rutina por lo que 

su uso se limita sólo a ciertos centros especializados como laboratorios de investigación y 

referencia. Dadas estas limitaciones se ha dejado de usar en muchos laboratorios de 

referencia y actualmente se prefieren otras alternativas que sean más fáciles de estandarizar 

y de menor duración como las que se basan en metodologías moleculares para tipificación. 

Aunque el análisis de isoenzimas continúa siendo la técnica de referencia para la tipificación, 

otros métodos, basados en la PCR y sus variantes, se han utilizado para discriminar entre las 

especies causantes de las lesiones cutáneas (46,47). 

1.8.1 PCR-RFLP 

Desde 1995 se reporta el uso del gen que codifica para los espaciadores internos de la 

transcripción del ADN como blanco para estudios de tipificación (46) y varios genes han sido 

evaluados mediante la técnica de PCR asociada a polimorfismos de longitud de los 
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fragmentos de restricción (PCR-RFLP) para discriminar entre las especies de Leishmania de 

la región neotropical (48).  La PCR-RFLP es un método que detecta la variación entre los 

patrones de fragmentos de ADN producidos por la digestión con enzimas de restricción 

visualizada mediante electroforesis en gel. Estos RFLP son causados por nucleótidos 

alternativos en los sitios de restricción, y son utilizados a menudo como marcadores en los 

mapas de enlace genético. La variación de longitud y la diferencia en los números y patrones 

de los fragmentos se pueden usar para la diferenciación de especies de Leishmania (49,50), 

particularmente cuando se utilizan como blancos los genes de los espaciadores transcriptos 

internos (ITS1) los genes del mini-exon o los genes asociados a las regiones de la proteína 

de choque térmico HSP70 (51-53). 

Entre los genes evaluados mediante PCR-RFLP destaca el gen que codifica para la proteína 

de choque térmico 70 (HSP-70). La proteína de choque térmico 70 (HSP70) es un antígeno 

de Leishmania que desempeña un papel como chaperona molecular en el plegamiento y 

transporte de proteínas (54). Entre 5 y 10 copias del gen están presentes en el genoma de 

Leishmania (55,56). El gen de la Hsp 70 ha sido ampliamente utilizado para estudios 

taxonómicos y filogenéticos de Leishmania. Este gen puede diferenciar los subgéneros de 

Leishmania tales como Leishmania, Viannia y Sauroleishmania, complejos de especies L. 

donovani, L. major, L. tropica, L. mexicana, L braziliensis y L. guyanensis así como especies 

individuales. García y colaboradores (57) fueron los primeros en explotar la variabilidad 

del gen de la HSP70 para la discriminación de especies del subgénero Viannia de 

Leishmania con base al análisis de polimorfismos de longitud de los fragmentos de 

restricción RFLP. Algunos autores como Montalvo et al. 2010 incrementaron el número 

de enzimas de restricción para permitir la tipificación de todas las especies de Leishmania 

independientemente del origen o subgénero (58,59) Todos los estudios han mostrado una 
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alta congruencia con la técnica de tipificación de electroforesis de isoenzimas. Dada la 

mayor simplicidad en comparación con el análisis de isoenzimas, los métodos basados en 

la PCR y sus variantes se han utilizado para discriminar entre las especies causantes de las 

lesiones cutáneas, entre estas la PCR RFLP basada en la hsp 70 como el blanco más 

ampliamente validado para la tipificación de especies a la fecha dado que no presenta casi 

ninguna variación a nivel de intra-especie (60). La utilización de la enzima HaeIII permite 

diferenciar entre los complejos L. braziliensis y L. guyanensis pertenecientes al subgénero 

Viannia así como el complejo L. mexicana perteneciente al subgénero Leishmania y que 

agrupan a las especies del nuevo mundo. Al realizar una segunda digestión enzimática 

siguiendo el algoritmo propuesto por Montalvo et al, 2016 utilizando las enzimas BccI se 

puede discriminar L. panamensis de L. guyanensis, y utilizando la enzima RsaI poder 

diferenciar L. braziliensis de L. peruviana (61,62). La PCR-RFLP posibilita identificar las 

especies del subgénero Viannia reportadas en Costa Rica en los años noventa L. panamensis 

y L. braziliensis, siendo ésta última la especie mayormente implicada en la forma 

mucocutánea grave de la enfermedad.  

1.9 Tratamiento 

El tratamiento sólo se debe administrar luego de confirmada la enfermedad y la elección de 

este dependerá de la extensión de la infección, ya sea que se necesite únicamente el 

tratamiento etiológico o requiera además de un tratamiento de apoyo.  

En algunas regiones geográficas ha sido necesario determinar la especie infectante 

(leishmaniosis cutáneas del nuevo mundo) a través de metodologías de tipificación para la 

toma de decisiones terapéuticas (18). No obstante, en países como Costa Rica las personas 

con leishmaniosis son tratadas con antimoniales pentavalentes (Glucantime), sin embargo, 
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estos tratamientos tienen una amplia toxicidad y en algunos casos han perdido su efecto 

debido al desarrollo de resistencia al parásito o al hecho de que algunas cepas no respondan 

de la misma forma que otras. La resistencia de Leishmania spp. a los antimoniales parece 

estar mediada principalmente por mecanismos de amplificación y coamplificación génica, y 

sistemas de eflujo del medicamento asociados a proteínas de membrana (63-65). Por lo tanto, 

en algunos casos se requiere contar con otro tipo de tratamientos para tratar este tipo de 

infecciones 

Las decisiones terapéuticas deberían basarse en la relación entre los riesgos y los beneficios 

de cada medicamento, el tipo de servicio de salud, la disponibilidad de medicamentos 

antileishmaniásicos y la eventual prevención de farmacorresistencia.  

Actualmente se dispone de otros medicamentos alternativos tanto locales como sistémicos 

que son utilizados en diferentes situaciones clínicas y que dependen de la disponibilidad y 

efectividad en diferentes regiones del orbe. Entre estos medicamentos se encuentran 

miltefosina, anfotericina B, isotianato de pentamidina, paramomomicina y derivados azólicos 

(18). 
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2. Hipótesis 

En Costa Rica circulan diferentes especies  de Leishmania con patrones fenotípicos diversas 

que producen cuadros clínicos de leishmaniasis cutánea y leishmaniasis mucocutánea  

3. Objetivos 

3.1 Objetivo General: Identificar las especies de Leishmania sp. a partir de aislamientos 

provenientes de diferentes zonas geográficas de Costa Rica, mediante la técnica de PCR-

RFLP, con el fin de obtener conocimiento epidemiológico acerca de las especies circulantes 

en el país.    

3.2 Objetivos específicos: 

3.2.1 Establecer una base de datos de las especies de Leishmania sp. circulantes en diferentes 

zonas geográficas de Costa Rica, para contribuir al conocimiento de la enfermedad en el país. 

3.2.2 Establecer los diferentes perfiles de patrones fenotípicos presentes en las distintas 

especies de Leishmania sp. presentes en Costa Rica. 
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4. Materiales y Métodos 

4.1 Identificación de Leishmania sp. 

4.1.1 Origen de los aislamientos 

La identificación molecular de especies causantes de leishmaniosis cutánea y/o mucocutánea, 

se realizó a partir de un total de 82 aislamientos de un banco de muestras de Leishmania sp. 

del CNRP, los cuales fueron mantenidos en medio de cultivo Seneca (Senekjie) preparado 

en el CNRP-INCIENSA  

Los aislamientos utilizados para este estudio se obtuvieron a partir de muestras clínicas de 

personas con diagnóstico de leishmaniasis cutánea, atendidos entre los años 2017 al 2021 en 

clínicas u hospitales de la Caja Costarricense del Seguro Social (C.C.S.S.) de varios focos 

endémicos de Costa Rica. La toma previa que se realizó de esas muestras estaba enmarcada 

dentro de la vigilancia epidemiológica basada en laboratorio de la enfermedad en el país 

realizada a través del Centro Nacional de Referencia en Parasitología del INCIENSA. 

Todos los aislamientos fueron cultivados en medio Seneca (Senekjie), producido en el 

laboratorio del CNRP-INCIENSA (Anexo 2). Con los promastigotos obtenidos a partir del 

cultivo de cada aislamiento individual y utilizando un kit de la casa comercial Promega 

Wizard SV Genomic DNA purification System, USA Lot 000156954, se procedió a extraer 

el ADN a partir de los promastigotes presentes en el medio de cultivo, para después realizar 

la técnica molecular de PCR-RFLP para la identificación de especies de Leishmania sp. 

De la base de datos de los aislamientos debidamente codificada y anonimizada, se cuenta con 

información epidemiológica de los pacientes: edad en años, sexo (femenino y masculino), 

nacionalidad, lugar de residencia (provincia, cantón y distrito), profesión u oficio, y en 
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algunos casos los signos y/o síntomas que presentaban al momento de la toma de muestra. 

En una base de datos en Excel se incluyó la información de las variables anteriormente 

descritas en la mayoría de los aislamientos. Esta base de datos se encuentra en un archivo 

digital en la carpeta compartida del Centro Nacional de Referencia en Parasitología del 

INCIENSA. 

4.1.2 Tipificación por PCR-RFLP 

4.1.2.1 PCR de punto final del gen HSP-70 

Se procedió a realizar una PCR de punto final a partir del ADN extraido de los aislamientos; 

para esto se utilizó el Go Taq G2 Hot Star Master Mix (Promega) a una concentración de 2X 

y los cebadores específicos para el gen de la HSP-70: hsp70 sen 

5´GACGGTGCCTGCCTACTTCAA3´, hsp70 anti 

5´CCGCCCATGCTCTGGTACATC3´.de la marca Invitrogen a una concentración de 10 

µM. Las amplificaciones se llevaron a cabo en una concentración final dentro de la mezcla 

de reacción como se describe: 1 µM de cada primer, 1X de Go Taq G2 Hot Star Master Mix, 

marca Applied Biosystems conteniendo 2.0 mM de MgCl2 y colocando 1.5 µl de cada ADN, 

independiente de la concentración, para un volumen total final de 25 µl. La amplificación se 

llevó a cabo en un termociclador Veriti (Modelo # 9901 de la casa comercial Applied 

Biosystems). El protocolo de amplificación utilizado fue desnaturalización inicial de 2 min 

a 95 ºC, 35 ciclos con las siguientes condiciones (40 s a 94 ºC, 1 min a 61 ºC, 2 min a 72 ºC) 

y un paso de extensión final de 5 min a 72 ºC y finalmente a 4 ºC.                           
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Luego de finalizada la amplificación se corrió una alícuota de 15 µl de cada ADN amplificado 

mediante la técnica de electroforesis capilar en tiempo real con equipo QIAxcell,, para 

comprobar la amplificación del producto esperado de 1400 pares de bases (66). 

4.1.2.2 RFLP    

A las muestras amplificadas se les realizó la técnica de Polimorfismos de longitud de los 

fragmentos de restricción (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (RFLP). El ADN 

amplificado fue digerido con enzimas de restricción específicas, para esto se utilizaron las 

enzimas Hae III (Promega), la cual corta en el sitio 5′-GG/CC-3′ y luego se utilizaban las 

enzimas RsaI (Invitrogen) (sitio de reconocimiento 5′-GT/AC-3′) BccI (Biolabs) (sitio de 

reconocimiento 5′-GT/AC-3′) de acuerdo con el protocolo descrito por Montalvo et al., 

(62,63) Figura 5. El ensayo de restricción se realizó de la siguiente manera: en un tubo 

eppendorff de 100 µL se adicionaron 1 µL de la enzima respectiva, 7 µL de agua grado 

molecular, 2 µL de buffer 10X y 10 µL del ADN amplificado, para un volumen total de 20 

µL de reacción enzimática. Esta mezcla se procedió a digerir por 12 horas en baño maría a 

37ºC.  Posterior a la digestión fue realizada una electroforesis en gel capilar en equipo de 

marca QIAxcel, para después visualizar los patrones de banda específicos de cada 

aislamiento e identificar las especies de Leishmania presentes en cada uno comparándolas 

con los ADN digeridos de las cepas de referencia utilizadas en este estudio. 
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Figura 5 Algoritmo de restricciones enzimáticas (RFLP) a realizar según el protocolo 

descrito por Montalvo et al., 2016, (62,63) para discriminar entre las especies de 

Leishmania del subgénero Viannia. 

4.1.3 Cepas de referencia 

Se utilizaron como cepas control de referencia para la tipificación las siguientes:  

Leishmania Viannia panamensis (HOM//PA/71/LS94), Leishmania Viannia guyanensis 

(HOM/Br/75/M4147), Leishmania Viannia braziliensis (HOM/BR/75/M2903), Leishmania 

Leishmania  (chagasi) (MHOM/BR/74/PP75), Leishmania (L. (L.) amazonensis  

(IFLA/BR/67/PH8) Estas cepas fueron provistas por el Centro de Adiestramiento e 

Investigaciones Médicas (CIDEIM) de Cali, Colombia designado como Centro de Referencia 

de leishmaniosis de la Organización Panamericana de la Salud (OPS).  

Complejo 

braziliensis                  

Amplificones 

de 1400 pb del 

gen hsp 70 

Hae III 

L. braziliensis          

BccI RsaI

I 

Complejo 
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Estas cepas de referencia se conservan en un banco de cepas en el CNRP y una vez al año se 

les realiza un control de viabilidad con la técnica de RFLP para comprobar que las cepas 

conservan los patrones de bandas esperados para cada una. 

4.1.4 Análisis estadístico 

A partir de la base de datos anonimizada construida con los datos de los pacientes a partir de 

los cuales se obtuvieron los aislamientos, se analizaron variables como sexo, nacionalidad, 

ocupación, lugar de residencia, especie infectante. A partir de estos datos se obtuvieron 

proporciones, promedios, frecuencias, también se realizó una prueba estadística de ANOVA 

para evaluar la homogeneidad entre la edad de los pacientes en el estudio, utilizando el 

programa estadístico R. 

5. Resultados  

5.1 Caracterización de especies de Leishmania mediante análisis PCR-RFLP  

Para realizar el método de caracterización de las especies de Leishmania, se sometió a análisis 

por RFLP el producto amplificado de 1400 pb en la PCR de punto final a partir del gen de la 

proteína hsp70 tanto las cepas de referencia, como de los aislamientos en estudio, todos los 

análisis se realizaron por duplicado en diferentes días; cabe destacar que todos los 

aislamientos amplificaron con esta PCR (Figura 8).  

Cada aislamiento en estudio produjo un patrón particular y característico que se comparó 

contra las cepas de referencia (Figura 9) para determinar las especies infectantes  
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Al realizar la primera restricción con Hae III, se observó que de los 82 aislamientos 

analizados 65 presentaban un perfil electroforético similar a las cepas control de L. 

panamensis y L. guyanensis del complejo guyanensis y 17 aislamientos con un perfil similar 

a L. braziliensis del complejo braziliensis, no obstante, de estos 17 aislamientos, 16 

presentaron una banda adicional de 265 pb que también contenían los aislamientos de L. 

panamensis pero que no la presentaba la cepa de referencia de L. braziliensis. (Figura 9). 

Una segunda digestión con la enzima BccI a los aislamientos del binomio L. panamensis/L. 

guyanensis, permitió diferenciar entre las cepas de L. panamensis y L. guyanensis, Se logró 

identificar 50 especies correspondientes con los patrones del control de referencia de L. 

panamensis y 3 especies presentaron el mismo patrón correspondiente a la cepa de referencia 

de L. guyanensis (Figura 10), sin embargo, un grupo de 12 aislamientos presentaron un patrón 

que no era idéntico a los patrones observados en las cepas de referencia de L. panamensis ni 

L. guyanensis, por separado. Es decir, estos aislamientos tenían la banda de aproximadamente 

325 pb que presentaba la cepa de referencia de L. guyanensis, que no está presente en la cepa 

de referencia de L. panamensis, adicionalmente tenían otra banda de 878 pb que tiene la cepa 

de referencia de L. panamensis, pero que está ausente en la cepa de referencia de L. 

guyanensis. (Figuras 11A y 11B).  

Luego del análisis con la enzima de restricción RsaI se observó que los 17 aislamientos con 

patrón similar a L. braziliensis con la HaeIII presentaron un patrón idéntico que la cepa 

control de L. braziliensis con la RsaI, lo cual nos confirma que estas cepas corresponden a 

esta última especie (Figura 12). 

El origen geográfico de los aislamientos y las respectivas especies identificadas se muestran 

en las figuras 13 y 14. 
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5.2 Análisis estadístico 

Del total de muestras analizadas, 68.3 % correspondían a pacientes masculinos y el resto 

correspondían a pacientes femeninas 31.7%. La diferencia entre ambos sexos indica que la 

proporción de casos en hombres con respecto a la cantidad de mujeres era de 3:1. La edad de 

los pacientes varió de 5 a 79 años, con una media de 40 años. El grupo etario donde se 

presentó la mayor cantidad de casos era el grupo de 21-40 años, siendo el grupo de población 

laboralmente activa (Figura 6). No se observaron diferencias entre la edad promedio de las 

personas infectadas por las diferentes especies de parásitos de Leishmania (F=0.7449, 

df=3,68 P>0.529). 

 

Figura 6. Distribución de los pacientes con leishmaniosis según el grupo etario. 

Del total de aislamientos, 5 (6.1 %) provenían de pacientes extranjeros residentes en el país, 

4 eran nicaraguenses y uno correspondía a un paciente panameño indígena. El resto (93.9 %) 
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correspondían a costarricenses. De los cinco casos, cuatro correspondían a L. panamensis y 

uno nicaraguense correspondía al binomio de especies L. panamensis/L. guyanensis. 

Con respecto a la ocupación desempeñada por los pacientes de los aislamientos, la mayoría 

correspondían a agricultores, estudiantes y amas de casa (Figura 7),  

 

Figura 7. Ocupación desempeñada por los pacientes con leishmaniosis del estudio de 

tipificación de especies en Costa Rica. ND (No hay datos) 
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Figura 8. PCR del gen hsp 70, visualización de bandas de 1400 pb diagnósticas del género 

Leishmania sp.  mediante electroforesis capilar QIAxcell. Línea A1 Control negativo, líneas 

A2-A4, A6-B1, aislamientos de cultivo, muestras control de cepas de referencia: línea B2: L 

guyanensis, línea B3: L panamensis, línea B4: L braziliensis línea B5: L amazonensis. Líneas 

A5, B6-B11 pocillos vacíos Línea B12 marcador de peso molecular de 100-1000 pb. 

 

1400 pb 
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Figura 9. PCR-RFLP del gen de hsp70 utilizando la enzima de restricción Hae III, para la 

identificación de especies de Leishmania en muestras clínicas de pacientes con LC, y los 

respectivos controles, visualizadas en electroforesis capilar. Línea 1 control negativo, L. 

panamensis/L. guyanensis (lineas A2-A4). línea 5 pocillo vacío (líneas A7-A10) (líneas A12-

B1) y L. braziliensis (A6, A11,), línea B2 cepa control referencia L guyanensis, línea B3 cepa 

control referencia L panamensis, línea B4 cepa control referencia L braziliensis, B5 cepa 

control referencia L amazonensis, los productos de las digestiones enzimáticas se realizaron 

utilizando el ADN genómico amplificado del gen hsp70 tanto de las muestras como 

controles. Líneas B6-B11 (pocillos vacíos) Línea B12 marcador de peso molecular de 100-

1000 pb.  
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Figura 10. PCR-RFLP del gen de hsp70 utilizando la enzima de restricción BccI, para la 

identificación de especies de Leishmania en muestras clínicas de pacientes con leishmaniosis 

cutánea, y los respectivos controles, visualizadas en electroforesis capilar L. panamensis 

(líneas A2, A5, A8 y A10) y L. panamensis/ L. guyanensis (líneas A3, A4, A6, A7, A9), línea 

A11 cepa control referencia L. guyanensis, línea A12 cepa control referencia L. panamensis.   

Líneas B1-B4 (utilizando la enzima RsaI) corresponden a L. braziliensis, B3 cepa control 

referencia L. braziliensis, B4 cepa control referencia L. amazonensis, los productos de las 

digestiones enzimáticas se realizaron utilizando el ADN genómico amplificado del gen hsp70 

tanto de las muestras como controles. Línea B12 marcador de peso molecular de 100-1000 

pb. 
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A 

B 

Figuras 11A y 11B. (A). PCR-RFLP del gen de hsp70 utilizando la enzima de restricción 

BccI, para la identificación de especies de Leishmania en muestras clínicas de pacientes con 

leishmaniosis cutánea, y los respectivos controles, visualizadas en electroforesis capilar, 

control negativo (línea 1), L. panamensis/ L. guyanensis (líneas A2–A9), línea A10 cepa 

control referencia L. guyanensis, línea A11 cepa control referencia L. panamensis. Línea A12 

marcador de peso molecular de 100-1000 pb. (B). Líneas A1 y A5 muestras clínicas con 
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patrón similar a L. guyanensis el resto de las líneas presentan corresponden a muestras 

clínicas con un patrón similar a L. panamensis. Marcador de peso molecular línea (A12) 

 

 

Figura 12. PCR-RFLP del gen de hsp70 utilizando la enzima de restricción RsaI, para la 

identificación de especies de Leishmania en muestras clínicas de pacientes con leishmaniosis 

cutánea, y los respectivos controles, visualizadas en electroforesis capilar (líneas A1-B3) 

corresponden a L. braziliensis, B4 pocillo vacío, B5 cepa control referencia L. braziliensis, 

B6 cepa control referencia L. amazonensis, B12 marcador de peso molecular de 100-1000 

pb. Los productos de las digestiones enzimáticas se realizaron utilizando el ADN genómico 

amplificado del gen hsp70 tanto de las muestras como los controles.  
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Figura 13. Distribución geográfica por cantón de las especies tipificadas a partir de los 

aislamientos clínicos e identificados mediante PCR-hsp70/RFLP (n=82) 

 

Figura 14. Distribución geográfica por distrito de las especies tipificadas a partir de los 

aislamientos clínicos e identificados mediante PCR-hsp70/RFLP (n=82). Abreviaturas: T 

(Turrialba), PZ (Pérez Zeledón), SC (San Carlos), CRR (Corredores), J (Jiménez), Parr 

(Parrita), A (Alajuelita), G (Guácimo), P (Pococí), M (Mora), L (Liberia), S (Siquirres). 
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Figura 15 Total de aislamientos de Leishmania sp. identificados por especie a través de la 

técnica de PCR RFLP del gen de la Hsp 70 y por cantón de origen 

 

 

Cod. Muestra Resultado final Procedencia Cod. Muestra Resultado final Procedencia

499838 L. braziliensis Corredores 484102 L. braziliensis Perez Zeledon

501982 L. braziliensis Corredores 484180 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon

508972 L. braziliensis Corredores 488144 L. braziliensis Perez Zeledon

481229 L. panamensis San Carlos 488534 L. guyanensis Perez Zeledon

485971 L. panamensis San Carlos 489672 L. guyanensis Perez Zeledon

491204 L. panamensis San Carlos 492345 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon

492507 L. panamensis San Carlos 493798 L. braziliensis Perez Zeledon

494031 L. panamensis San Carlos 493261 L. panamensis Parrita

494292 L. panamensis San Carlos 459368 L. panamensis Turrialba

497855 L. panamensis San Carlos 459367 L. panamensis Turrialba

505670 L. panamensis San Carlos 459366 L. panamensis Turrialba

507541 L. panamensis San Carlos 461040 L. panamensis Turrialba

459371 L. panamensis Perez Zeledon 461094 L. panamensis Turrialba

459370 L. panamensis Perez Zeledon 462285 L. panamensis Turrialba

459527 L. panamensis Perez Zeledon 462537 L. panamensis Turrialba

459528 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 459261 L. panamensis Turrialba

459851 L. panamensis Perez Zeledon 471201 L. panamensis Turrialba

460851 L. panamensis Perez Zeledon 471866 L. panamensis Turrialba

461041 L. panamensis Perez Zeledon 472681 L. panamensis Turrialba

461218 L. panamensis Perez Zeledon 474404 L. panamensis Turrialba

461484 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 474492 L. panamensis Turrialba

461483 L. panamensis Perez Zeledon 480449 L. panamensis Turrialba

464884 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 482638 L. panamensis Turrialba

465704 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 484200 L. panamensis Turrialba

465705 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 484327 L. panamensis Turrialba

466064 L. panamensis Perez Zeledon 495474 L. panamensis Turrialba

469241 L. braziliensis Perez Zeledon 499020 L. panamensis Turrialba

469242 L. braziliensis Perez Zeledon 499432 L. panamensis Turrialba

470251 L. braziliensis Perez Zeledon 500897 L. panamensis Turrialba

470252 L. braziliensis Perez Zeledon 503616 L. panamensis Jimenez

470253 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 503775 L. panamensis Turrialba

488492 L. panamensis Perez Zeledon 646305 L. panamensis Alajuelita

470860 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 559039 L.panamensis Guacimo

471200 L. braziliensis Perez Zeledon 607980 L.panamensis Siquirres

471519 L. panamensis Perez Zeledon 634324 L.panamensis Mora

473635 L. braziliensis Perez Zeledon 637405 L.panamensis Turrialba 

475280 L. braziliensis Perez Zeledon 654312 L. braziliensis Pérez Zeledón

476872 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 658624 L. panamensis Pococí

477505 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 659327 L. guyanensis Pococí

478430 L guyanensis/panamensis Perez Zeledon 650707 L. panamensis Liberia

483304 L. braziliensis Perez Zeledon 663270 L. braziliensis Turrialba 
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6. Discusión 

La leishmaniosis es un complejo de enfermedades causada por protozoos del género 

Leishmania.  El cuadro clínico se manifiesta en formas cutáneas, mucosas, mucocutáneas y 

viscerales. Esta enfermedad se presenta en 88 países de casi todas las latitudes y 368 millones 

de personas se encuentran en riesgo de contraerla (16).  

En Costa Rica es considerada una enfermedad endémica. La leishmaniosis es de notificación 

obligatoria al Ministerio de Salud desde 1983. Por su importancia para la salud pública, es 

una enfermedad que se debe notificar en forma semanal e individual. 

La técnica de PCR RFLP del gen de la Hsp 70 se realizó a partir del cultivo de cada uno de 

los aislamientos; la extracción del ADN se realizó durante la fase logarítmica al observar a 

nivel microscópico la presencia de aglutinación de parásitos o formación de rosetas; que es 

el momento cuando hay una mayor cantidad de promastigotos y por lo tanto se puede extraer 

la mayor cantidad de ADN. Esto constituye una ventaja con respecto a la realización a partir 

de muestras clínicas debido a que, en estas últimas, la cantidad de ADN obtenido puede que 

no sea suficiente e impida realizar la tipificación. En el Centro Nacional de Referencia en 

Parasitología (CNRP) del INCIENSA, también se ha realizado tipificación a partir de 

muestras clínicas, sin embargo no en todos los casos es posible identificar la especie 

infectante, porque esto depende del tipo de muestra enviada (raspado, biopsia o aspirado), la 

cantidad de muestra y la cantidad de parásitos presentes en la misma, generalmente cuando 

son lesiones crónicas, tienen menos parásitos y por lo tanto se dificulta obtener la suficiente 

cantidad de ADN para realizar la identificación. 
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El análisis realizado a los aislamientos mediante el ensayo de restricción enzimática 

utilizando la enzima Hae III,  permitió observar un patrón de bandas idéntico al presentado 

por la cepa de referencia de L. panamensis en la mayor parte de los aislamientos (figura 9), 

destacándose una banda de 265 bp la cual es sugestiva de esta especie, sin embargo otros 

aislamientos presentaron además de esta banda, otra adicional de 225 bp la cual se asocia con 

L. braziliensis al estar presente en la cepa de referencia para esta especie, sin embargo estos 

aislamientos requirieron de realizarles la restricción con la enzima RsaI para confirmar o 

descartar que fueran L. braziliensis. Se sugiere que estos aislamientos al ser diferentes que la 

cepa de referencia de L. braziliensis pueden ser polimorfismos o especies atípicas de L. 

braziliensis. 

Algunos estudios realizados en otros países identificaron un grupo de cepas de L. braziliensis 

que son genéticamente distintos de los principales del complejo braziliensis donde se 

encuentra L. braziliensis-L. peruviana, grupo que comprende aislamientos de diferentes 

países del continente americano (67,68). Este grupo de parásitos ha recibido varios nombres, 

como "outlier L. braziliensis", "L. braziliensis atípica" o "L. braziliensis tipo 2”. La mayoría 

de los trabajos coinciden en destacar a este grupo de parásitos como de la especie L. 

braziliensis (68-71).  Algunos autores han informado de un grupo atípico de L. braziliensis 

sobre la base del análisis de secuencia MLEE y del ADN (72), pero no está claro si se trata 

de la misma variante. Para estos casos se requieren estudios filogenéticos más detallados para 

dilucidar el estado taxonómico de los “outliers” de L. braziliensis; mediante análisis de 

secuenciación del genoma para determinar con cuales especies o variantes genéticas están 

más relacionadas (68). El último estudio de tipificación de especies de Leishmania en Costa 

Rica que fue realizado por Peraza et al., 1998, se había demostrado que las dos especies de 

L. braziliensis no eran fenotípicamente iguales a las cepas control de referencia y qué más 
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bien correspondían a polimorfismos genéticos de esta especie o especies atípicas cómo se ha 

reportado en otros países de América (41).  

En el estudio de Peraza et al., 1998, se demostró la presencia de L. panamensis en un 94,1 % 

de un total de 34 muestras analizadas y en menor grado L. braziliensis en un 5.9 % de las 

muestras (41). En el presente estudio se observó además de las dos especies anteriores, la 

presencia de L. guyanensis en tres de los aislamientos, dos eran provenientes de la Región 

Sur (Brunca) y uno en el cantón de Guápiles, Limón, la cual no había sido reportada 

anteriormente en el país. Esta especie está filogenéticamente relacionada con L. panamensis, 

principal especie identificada en Costa Rica. Las especies de L. guyanensis correspondieron 

a pacientes costarricenses, sin embargo, dos de los casos se desconoce si habían viajado 

dentro o fuera del país; uno de ellos indicó que no había viajado en los últimos meses, por lo 

tanto, en este último caso, del cantón de Pococí, sin embargo, no es posible dilucidar si 

corresponden a un caso autóctono. Los otros dos casos de esta especie del cantón de Pérez 

Zeledón aparecieron en distritos diferentes, se desconoce si tenían nexo epidemiológico. Una 

explicación es que esta especie haya sido introducida en los últimos años al país o que ya 

estuviera circulando previamente, pero que no se había documentado anteriormente. No 

obstante, dadas las limitaciones de este estudio, no se pudo comprobar ninguna de las 

afirmaciones anteriores.  

Las especies L. panamensis y L. guyanensis presentan un cuadro clínico con diferentes 

formas cutáneas que van desde lesiones simples a múltiples acompañadas de nódulos que 

siguen una distribución linfática con posibilidad de diseminación sanguínea o linfática de los 

parásitos. Aun cuando la mayoría de pacientes con infecciones cutáneas muestran una 

respuesta óptima al tratamiento, ciertos tipos de lesiones sobre todo en las diseminadas 
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causadas por L. guyanensis o L. braziliensis la cicatrización y curación puede requerir de la 

aplicación de varios ciclos de tratamiento con antimoniales a diferencia de L. panamensis 

que tiene una mejor respuesta a esta drogas (73,74). Dado que hay ciertas formas de la 

enfermedad que pueden afectar el pronóstico y la cura, es importante realizar la tipificación 

principalmente cuando haya lesiones refractarias al tratamiento. 

Un total de 12 aislamientos compartían dos bandas en común de 325 pb y 878 pb, que 

contenían las cepas de referencia de L. guyanensis y L. panamensis respectivamente (Figura 

11 A) lo que impidió clasificarlas como de una u otra especie. Las especies L. panamensis y 

L. guyanensis están filogenéticamente relacionadas dado que pertenecen al complejo 

monofilético guyanensis, por lo que en algunas ocasiones se dificulta tipificar aislamientos 

en dicho complejo (75). Se podría pensar en la posibilidad de que sean especies atípicas o 

polimorfismos de cualquiera de las especies, no obstante, en este ensayo no fue posible 

demostrarlo. 

Dentro de cada especie, pueden existir diferentes poblaciones. Dichas poblaciones pueden 

tener características específicas, como la virulencia o la tolerancia a ciertos medicamentos. 

Hay cepas o aislamientos que pueden compartir vías metabólicas que las hacen resistentes a 

los medicamentos o que les permiten colonizar ciertos tipos de células o especies de 

flebótomos. En ese sentido, es recomendable realizar otros estudios donde se correlacione la 

diversidad de estos aislamientos con posibles factores de resistencia en medicamentos o bien 

investigar los tropismos de cada aislamiento por algún tejido en particular. Dado el patrón 

que presentaban los 12 aislamientos de L. panamensis/L. guyanensis, será necesario realizar 

estudios adicionales como la utilización de otros genes blanco como el gen miniexon o el gen 

espaciador del transcripto interno (ITS) del parásito, para comparar y corroborar los 
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resultados con el gen de la hsp70 (76), también es posible acudir a la secuenciación del 

genoma completo para determinar a cuál de las dos especies corresponden o si son 

polimorfismos de alguna de las dos especies.  

La PCR-RFLP del gen de la proteína hsp70 es una alternativa simple y precisa para detectar 

y caracterizar parásitos de Leishmania tanto en muestras humanas como de vectores, esto 

según los estudios realizados por diferentes autores en otros países (62). No obstante, según 

lo observado en este trabajo, existen limitantes para los aislamientos con patrones fenotípicos 

distintos. Ningún método basado en la PCR se considera hasta el momento de referencia en 

la tipificación de especies de Leishmania. La falta de consenso se puede deber a la carencia 

de reportes sobre la estandarización, controles de calidad, evaluaciones multicéntricas de los 

protocolos que se aplican y a falta de investigación en la caracterización de subtipos o 

variantes genéticas (77,78), por lo tanto, es recomendable una combinación de métodos 

diferentes que permitan descifrar el patrón filogenético al cual corresponden estos 

aislamientos. 

En el análisis epidemiológico que se realizó, se hizo referencia a la ocupación de los pacientes 

cuyas aislamientos fueron utilizados para este estudio; se observó que la mayoría son 

agricultores o trabajadores del campo, lo cual sugiere una exposición aumentada a los 

vectores y mayor susceptibilidad a las picaduras de los flebótomos. Sin embargo esto no se 

puede extrapolar al resto de la población de Costa Rica, dado que el estudio sólo incluyó a 

unos pocos focos, por lo tanto no necesariamente representan la situación epidemiológica del 

resto del país.  

En el cantón de Pérez Zeledón se observó la presencia de las tres especies identificadas en 

este estudio L. panamensis, L. guyanensis y L. braziliensis, que estaban distribuidas en los 



44 
 

 
 

diferentes distritos que lo componen. En uno de los casos asociados a L. guyanensis el 

paciente presentaba un cuadro mucocutáneo, que también se ha relacionado a esta especie. 

Por su parte en el cantón de Turrialba se identificaron 22 casos L. panamensis y 1 caso de L 

braziliensis con compromiso mucoso, que de acuerdo a lo reportado para esta especie se 

asocia con la forma más severa de la leishmaniosis mucosa o mucocutánea. Este caso 

provenía del distrito de Grano de Oro, de donde procedían la mayor cantidad de aislamientos 

de este estudio con 8 en total (Figura 14). 

Es importante que, en futuros estudios de tipificación, se incluyan aislamientos de otras zonas 

de Costa Rica para determinar, si las especies reportadas se encuentran en otros focos 

endémicos o bien si hay circulación de otras especies diferentes a las reportadas en el país.  

En Costa Rica son muy escasos los estudios de tipificación de especies de Leishmania, como 

se mencionó anteriormente, el último trabajo se realizó en el año 1998, en aquel momento se 

demostró la presencia de L. panamensis y en menor grado L. braziliensis, utilizando para el 

estudio únicamente 34 cepas. Las técnicas utilizadas en aquel momento fueron: electroforesis 

de isoenzimas y la inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales (41). En dicho 

estudio, se contaba con muestras de 14 cantones del país y en el presente estudio se 

incluyeron muestras provenientes de 12 cantones en total; sin embargo en este último la 

cantidad de muestras por cantón fue mayor; como en el caso de los cantones de Pérez Zeledón 

y Turrialba que aportaron 37 y 24 muestras respectivamente, al contrario del estudio de 1998 

donde solo se incluyeron dos muestras de cada uno de estos cantones. Esto permitió, que se 

confirmara la presencia de L. braziliensis en la zona Sur del país (Región Brunca) y el reporte 

por primera vez de 2 casos L. guyanensis en los cantones de Pérez Zeledón y 1 caso en 

Guápiles. Por otro lado también se observó que L. panamensis continua siendo la principal 
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especie circulante en el país. En 1998 L. panamensis constituía el 94, 1 %  de los aislamientos 

y para este estudio se observó en un 60 % del total de aislamientos.. 

Es importante destacar que los estudios de poblaciones parasitarias deberían incluir además 

de estudios en humanos, poblaciones de parásitos presentes en vectores o reservorios. Sin 

embargo, uno de los principales obstáculos a la hora de estudiar poblaciones es la dificultad 

para obtener parásitos en reservorios de animales silvestres, debido a su escasa accesibilidad 

y en individuos infectados asintomáticamente, porque se pueden tener pocos parásitos. 

También las cargas parasitarias pueden ser bajas en algunos enfermos sintomáticos, los 

cuales constituyen limitantes a la hora de realizar estos estudios (73,74). 

Por último, el país carece de una norma técnica nacional para el control de la enfermedad, 

que establezca y unifique los criterios a seguir desde el punto de vista clínico, 

epidemiológico, diagnóstico, de identificación de especies, terapéutico, entomológico y de 

prevención. En las zonas más alejadas del país muchos casos no se diagnostican ni se reportan 

a la Dirección de Vigilancia Epidemiológica del Ministerio de Salud y esto constituye un 

subregistro importante. Es necesario que, en esa norma, se establezca en qué casos es 

necesaria la tipificación de especies de Leishmania, sobre todo cuando se requiera conocer 

las especies circulantes en otros focos endémicos del país, en situaciones de brotes o en casos 

refractarios al tratamiento, con el fin de contribuir al control de la leishmaniosis y disminuir 

la incidencia de esta enfermedad en el país. 
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7. Condiciones Éticas 

Este proyecto fue aprobado por el comité Ético científico de la Universidad de Costa Rica 

según consta en el oficio VI-9229-2017 del 18 de diciembre de 2017 así como la aprobación 

del Comité Ético Científico de INCIENSA según el oficio INCIENSA-CEC-of- 2018-042 

del 22 de Junio de 2018. 
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