
R M P
RMDP 2023; 43(3):116­124

Órgano oficial de la Academia Panameña de Medicina y Cirugía y del Instituto Commemorativo Gorgas 
para Estudios de la Salud (ICGES). Indexado en LILACS, EBSCO, y www.revistasmedicas.org.

P
ub

lic
ac

ió
n 

de
 L

a 
A

ca
de

m
ia

 P
an

am
eñ

a 
de

 M
ed

. y
 C

iru
gí

a.
  E

di
to

ria
l I

nf
or

m
ed

ic
 In

tl.
 D

er
ec

ho
s 

re
se

rv
ad

os
. A

rt
íc

ul
o 

de
 li

br
e 

ac
ce

so
 p

ar
a 

us
o 

pe
rs

on
al

 e
 in

di
vi

du
al

.

REVISTA MÉDICA DE PANAMÁREVISTA MÉDICA DE PANAMÁ

DOI: 10.37980/im.journal.rmdp.20232228 ISSN: 2412­642X116

 Artículos originales
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lesiones cutáneas con baja carga parasitaria
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Resumen
Introducción: La leishmaniasis cutánea (LC) es un problema grave de salud pública en Pa­
namá. El diagnóstico de esta parasitosis ha sido siempre desafiante, no sólo debido a su si­
militud con otras infecciones dérmicas, sino también a características particulares de las 
lesiones, como cargas parasitarias bajas.  Materiales y Métodos: En este estudio, se evalua­
ron mediante cuatro métodos moleculares, 235 muestras de ADN procedentes de lesiones 
con frotis negativos por LC obtenidas durante el período 2015­2019. Resultados: Los resul­
tados señalan que las sensibilidades encontradas fueron de 75.6% (IC 0.6234­0.8709) para 
la PCR kDNA­Género específico, de 66.7% (IC 0.5359­0.776) para la PCR Hsp70­Género 
específico y de 77.6% (IC 0.645­0.8949) para la qPCR 18S ribosomal. Todas las pruebas ob­
tuvieron un valor predictivo positivo de 100%, mientras que el valor predictivo negativo más 
alto fue con la qPCR (80.58%) y el más bajo con el PCR Hsp70­Género específico (73.2%). 
En cuanto a la precisión de diagnóstico se obtuvo un rango mayor del 82% en todas las prue­
bas evaluadas. Conclusión: Este estudio confirma la buena sensibilidad de la PCR kDNA­
Viannia para el análisis de lesiones de LC con baja carga parasitaria. Esta metodología es re­
lativamente fácil de estandarizar, por lo que se recomienda su uso en laboratorios clínicos 
regionales de Panamá. Aun cuando la qPCR 18S ribosomal presentó una sensibilidad relati­
vamente menor, el uso de esta metodología debe ser también considerada por su facilidad de 
uso, menor tiempo de ejecución y capacidad de cuantificación.

Abstract
Introduction: Cutaneous leishmaniasis (CL) is a serious public health problem in Panama. 
The diagnosis of this parasitosis has always been challenging, not only because of its simi­
larity to other dermal infections, but also because of characteristics of the lesions, such as 
low parasite loads. Materials and Methods: In this study, 235 DNA samples from smear­
negative lesions by LC obtained during the period 2015­2019 were evaluated by four mo­
lecular methods. Results: The results indicate that the sensitivities found were 75.6% (CI 
0.6234­0.8709) for kDNA­Gene­specific PCR, 66.7% (CI 0.5359­0.776) for Hsp70­Gene­
specific PCR and 77.6% (CI 0.645­0.8949) for 18S ribosomal qPCR. All tests obtained a po­
sitive predictive value of 100%, while the highest negative predictive value was with qPCR 
(80.58%) and the lowest with Hsp70­Gene­specific PCR (73.2%). In terms of diagnostic ac­
curacy, a range greater than 82% was obtained in all the tests evaluated. Conclusion: This 
study confirms the good sensitivity of kDNA­Viannia PCR for the analysis of LC lesions with 
low parasite load. This methodology is relatively easy to standardize, so it is recommended 
for use in regional clinical laboratories in Panama. Although 18S ribosomal qPCR showed a 
relatively lower sensitivity, the use of this methodology should also be considered because 
of its ease of use, shorter execution time and quantification capacity.
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Introducción 

La leishmaniasis cutánea (LC) es producida por 
parásitos del género Leishmania. Estas infecciones 
pertenecen a un grupo de enfermedades tropicales 
consideradas desatendidas por la Organización 
Mundial de la Salud, al manifestarse principalmente 
en asentamientos humanos rurales desprovistos de 
las medidas para su prevención, manejo clínico y 
control [1,2]. 

La LC se transmite mayormente de manera 
zoonótica, por la picadura de pequeños mosquitos 
pertenecientes a la subfamilia phlebotominae [3]. 
Estos vectores y un número considerable de 
mamíferos reservorios mantienen, en las áreas 
endémicas, el ciclo biológico natural de las difer­
entes especies de Leishmania [4]. En el ser humano 
la LC se manifiesta como diferentes formas clínicas 
que pueden comprometer la piel y las mucosas [5]. 

Leishmania (Viannia) panamensis es el principal 
agente causal de la LC en Panamá. Sin embargo, 
recientemente se han confirmado otras especies y 
variantes genéticas que circulan en los distintos 
sitios endémicos del país [6]. Estas parasitosis se 
presentan en varias regiones geográficas del istmo, 
principalmente en comunidades rurales, general­
mente montañosas y con abundante vegetación 
cercana, en donde proliferan los vectores (chitras) y 
reservorios (perezosos, roedores y zarigüeyas entre 
otros) de estos parásitos. Anualmente se reportan 
en Panamá entre 1,0000 y 3,000 casos de LC. Esta 
incidencia está ligada a muchos factores, in­
cluyendo los cambios climáticos, la deforestación y 
los movimientos de la poblaciones afectadas [7] y 
en la mayoría de los años se considera una subesti­
mación de la cifra real [8].

El diagnóstico de la LC es desafiante debido en 
parte al amplio espectro de formas clínicas involu­
cradas. Las lesiones cutáneas varían en gravedad, 
apariencia clínica, duración y, en ciertos casos, 
pueden ser indistinguibles de las causadas por bac­
terias y hongos, como botriomicosis cutánea, lepra 
lepromatosa, lobomicosis cutánea o inclusive de 
ciertos tipos de cáncer cutáneo [9]. El estándar de 
oro actualmente aceptado para el diagnóstico de la 
LC requiere el aislamiento de los parásitos en cul­
tivos in vitro y/o la visualización microscópica del es­
tadio de amastigotes en fragmentos procesados de 
tejido de una lesión sospechosa [10]. Sin embargo, la 
sensibilidad de estas metodologías parasitológicas 
varía de 40 a 74.4% [11], dependiendo entre otras 
variables, de las especies causales, el tiempo de 
evolución clínica, el tipo de la lesión, la carga para­
sitaria presente y la experiencia del personal técnico 
que realiza la detección microscópica [12].

Las pruebas parasitológicas, mediante frotis y/o cul­
tivos del parásito, tiene una alta especificidad diag­
nóstica para la LC. Sin embargo, debido a su relativa 
baja sensibilidad, las técnicas moleculares represen­
tan una alternativa más eficiente para el diagnóstico 
de estas infecciones [13]. Adicionalmente, los méto­
dos moleculares tienen la ventaja de poder determi­
nar la carga parasitaria y la especie del parásito 
presente en las lesiones. Con esto se mejora el 
pronóstico del paciente, al adecuar el tratamiento y 
permitir monitorear la eficacia del mismo [14].

Un buen desempeño diagnóstico de los métodos 
convencionales (frotis/cultivo) depende en gran me­
dida de cargas parasitarias relativamente altas y a 
la ausencia de contaminación bacteriana en las le­
siones [15]. Esta última puede inducir no sólo resul­
tados falsos positivos, sino también falsos negativos 
[16], aun cuando las características clínicas/epi­
demiológicas sugieran que el paciente presente una 
LC. De hecho, las lesiones de LC con cargas para­
sitarias bajas representan uno de los escenarios 
clínicos en dónde los métodos parasitológicos con 
frecuencia fallan en diagnosticar la infección. Al re­
specto, entre los años 2015 al 2019 se registraron 
en el Departamento de Investigaciones en Para­
sitología del ICGES (DIP­ICGES) 342 pruebas para 
LC con resultados negativos por frotis de lesión y 
cultivo. Sin embargo, 179 de estas muestras (52.34 
%) resultaron ser positivas al analizarse posterior­
mente con una prueba de PCR standard que de­
tecta una secuencia específica de kDNA [17]. Esta 
prueba molecular es una de las más utilizadas du­
rante el diagnóstico molecular de la LC en el DIP­
ICGES.
Si bien, un número importante de métodos molecu­
lares han sido desarrollados para el diagnóstico de 
la LC en América Latina [18], estas técnicas todavía 
se usan principalmente en laboratorios de investi­
gación y referencia. 

La aplicación de análisis moleculares en prácticas 
clínicas y establecimientos de salud, requiere de 
personal técnicamente capacitado y de equipos/re­
activos relativamente costosos que generalmente 
no están disponibles en países con limitados recur­
sos económicos. No obstante, la alta sensibilidad y 
especificidad del diagnóstico molecular refuerza la 
necesidad de implementarlos, especialmente en 
situaciones donde los métodos parasitológicos han 
demostrado tener una eficiencia limitada. El objetivo 
de este estudio fue comparar el desempeño diag­
nóstico de cuatro pruebas moleculares en lesiones 
de LC que presentaron inicialmente un diagnóstico 
parasitológico negativo debido a la escasa presen­
cia de formas amastigotes.

INTRODUCCIÓN
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Materiales y Métodos

Muestras de ADN evaluadas
Se evaluaron 235 muestras de ADN procedentes 
de lesiones de LC que presentaron pruebas para­
sitológicas negativas. Estas muestras fueron 
obtenidas de pacientes que asistieron a la Clínica 
de Medicina Tropical del ICGES durante el periodo 
de 2015­2019. Los fragmentos de tejido de la 
lesión (raspados) se mantuvieron en una solución 
tampón TE (Tris EDTA) y luego se realizó la ex­
tracción de ADN empleando el kit Qiagen QI­
Aamp® DNA Blood Mini Kit de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante (Qiagen, Hilden, Ale­
mania). En ninguna de estas lesiones fue posible 
demostrar la presencia de amastigotes mediante 
frotis teñidos de raspados o formas promastigotas 
en cultivos. En 123 muestras se confirmó la LC 
mediante un análisis de PCR kADN Viannia es­
pecífico [17]. El uso de estas muestras clínicas y 
sus respectivos datos fue revisado y aprobado por 
el Comité Nacional de Bioética en Investigación, 
Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la 
Salud, Ciudad de Panamá, Panamá (Código: 733/
CBI/ICGES/19).

Análisis Moleculares
Las 235 muestras fueron reevaluadas mediante cu­
atro técnicas de PCR que amplifican diferentes re­
giones del genoma de Leishmania: 

(1) PCR kDNA­Viannia específico [17] 
Se utilizaron los cebadores B1 (5’­GGGGTTGGTG­
TAATATAGTGG­3’) y LV (5´­ATTTTTGAACGGGG 
TTTCTG­3’) que amplifican un producto de 750 pb 
de minicírculo de las especies de Leismania Vian­
nia. Las reacciones de amplificación se realizaron 
en un volumen final de 50 μL que contenía 25 μL de 
PCR Master Mix 2X (Promega, Madison, Wisconsin, 
USA), 2 μL de MgCl2 2X (Promega, Madison, Wis­
consin, USA) a una concentración final de 1mM, 3 
μL de cada primer con una concentración final de 
0.6 μmol/L, 12 μL de agua calidad biología molecu­
lar, y 5 μL de ADN de muestra o aislados de refer­
encia: L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS‑94). Se 
utilizó un termociclador MiniAmp™ (Applied Biosys­
tems, Waltham, Massachusetts, USA), y la amplifi­
cación se realizó de acuerdo a la siguiente 
programación: 5 ciclos de 95 °C por 6 min, 95 °C 
por 30 s, 64.5 °C por 2 min, 72 °C por un min, 
seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 64 °C por 1 
min, y 72 °C durante 1 min; luego, 72 °C por 10 min 
e indefinidamente a 4 °C.

(2) PCR kDNA­Género específico [19].
Se utilizaron los cebadores L­150 (5’ GGGKAGGGG 
CGTTCTSCCAA­3’ y L­151 (5’ SSSMCTATWTTA­
CACCAACCC­3’) que amplifican un producto de 
120 pb de la región conservada del kDNA de las es­

pecies de Leishmania. Las reacciones de amplifi­
cación se realizaron en un volumen final de 30 μL 
que contenía 12.5 μL de PCR Master Mix 2X 
(Promega, Madison, Wisconsin, USA), 1 μL de Mg­
Cl22X (Promega, Madison, Wisconsin, USA) a una 
concentración final de 1mM, 2.5 μL de cada primer 
con una concentración final de 1 μmol/L, 6.5 μL de 
agua calidad biología molecular, y 5 μL de ADN de 
muestra o aislados de referencia: L. (V.) panamen­
sis (MHOM/PA/71/LS‑94). Se utilizó un termoci­
clador MiniAmp™ (Applied Biosystems, Waltham, 
Massachusetts, USA), y la amplificación se realizó 
de acuerdo al siguiente ciclaje: 1 ciclo de 94 °C por 
4 min seguido de 29 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C 
por 30 s, y 72 °C por 30 s ; luego, 72 °C por 10 min 
e indefinidamente a 4 °C.

(3) PCR Hsp70­Género específico [20].
Se emplearon los cebadores F25 y R1310 que am­
plifican un producto de 1286 pb del gen que codifica 
la proteína de choque térmico hsp70. Las reac­
ciones de amplificación se realizaron en un volumen 
final de 50 μL que contenía 25 μL de GoTaq Green 
Master Mix 2X (Promega, Madison, Wisconsin, 
USA), 2 μL de cada primer con una concentración 
final de 0.6 μmol/L, F25 (5’ GGACGCCGGCAC­
GATTKCT 3’) y R1310 (5’ CCTGGTTGTTG TTCAG 
CCACTC‑3’), 16 μL agua de calidad biología molec­
ular, y 5 μL de ADN de muestra o aislados de refer­
encia: L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS‑94), L. 
(V.) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) y L. (V.) 
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903 ) [21–23]. Se uti­
lizó un termociclador MiniAmp™ (Applied Biosys­
tems, Waltham, Massachusetts, USA), y la ampli­
ficación se realizó de acuerdo al siguiente ciclo: 94 
°C por 5 min, 33 ciclos de 94 °C por 30 s, 61 °C por 
1 min , y 72 °C durante 3 min; luego, 72 °C por 10 
min e indefinidamente a 4 °C.

(4) qPCR 18 s ribosomal [24]. 
Se utilizaron los cebadores 18 S ADN ribosomal (5’­
AAG TGC TTT CCC ATC GCA ACT­ 3´, 5´­GAC 
GCA CTA AAC CCC TCC AA­ 3´) y 0.25 µL de la 
sonda FAM (5´­6FAM CGG TTC GGT GTG TGG 
CGC C – NFQ). La reacción se llevó a cabo en un 
volumen total de 12 µL, que contenía 2 µL de la 
muestra, 6.0 µL de taqman (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA), 1.0 µL de los primers y 1.75 
µL de agua calidad molecular. Se utilizó un termoci­
clador QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems, 
Waltham, Massachusetts, USA) con las siguientes 
condiciones: desnaturalización 95 °C durante 10 
minutos, seguido de 44 ciclos de desnaturalización 
de 95 °C durante 15 segundos y finalmente 60 °C 
durante 50 segundos para la detección de FAM.

MATERIALES Y MÉTODOS
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Análisis de Datos
Las comparaciones entre las pruebas moleculares y 
su evaluación del desempeño diagnóstico se re­
alizaron empleando el softwear OpenEpi, versión 3, 
la calculadora de código abierto DiagnosticTest soft­
ware (https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm). 
Se determinaron los siguientes parámetros: sensi­
bilidad, especificidad, valores predictivos positivo y 
negativo y el coeficiente kappa.

Resultados
 

Se evaluaron 235 muestras de ADN provenientes 
de lesiones de LC con resultados de pruebas para­
sitológicas negativas utilizando cuatro métodos 
moleculares previamente descritos.

Como era esperado, 123 de las muestras fueron re­
confirmadas positivas al ser analizadas con el PCR 
kDNA­Viannia específico (Ver tabla 1). Esta prueba 
molecular se emplea rutinariamente en el DIP­ICGES 
para hacer el diagnóstico de referencia a nivel na­
cional, y fue empleada para la selección inicial de las 
muestras en este estudio.

La mayor sensibilidad (77.6%) y coeficiente k (0.77) 
se obtuvo al comparar los resultados del PCR 
kDNA­Viannia específico y el qPCR, seguido de 
75.6 % y coeficiente k (0.74) para la comparación 
entre PCR kDNA­Viannia específico y qPCR kDNA­
Género específico. El PCR Hsp70­Género especí­
fico presentó la sensibilidad más baja con 66.6 % y 
un coeficiente k de 0.65 (Ver tabla 1). 

Todas las pruebas realizadas obtuvieron un valor 
predictivo positivo de 100%, mientras que el valor 
predictivo negativo más alto fue para la qPCR (80.58 
%) y el más bajo fue para el PCR Hsp70­Género es­
pecífico (73.2 %). En cuanto a la precisión de diag­
nóstico se obtuvo un rango mayor del 82% en todas 
las pruebas estudiadas (Ver tabla 1).

Discusión 

La LC es una zoonosis parasitaria endémica en 
Panamá, afecta principalmente a poblaciones desa­
tendidas rurales e indígenas, generalmente cer­
canas a regiones boscosas. Uno de los pilares para 
su control, un diagnóstico oportuno, confronta difi­
cultades debido a la diversidad de formas clínicas 
que adopta la enfermedad, al tipo de metodología 
utilizada, a la escasez de laboratorios y la poca 
disponibilidad de personal capacitado que brinden 
este servicio en las regiones endémicas. Un diag­
nóstico eficiente para detectar casos de LC, repre­
senta un requisito ineludible para el funcionamiento 
de los programas de vigilancia, prevención y 

tratamiento de esta infección [25]. De hecho, en 
Panamá la Norma Nacional indica que para poder 
suministrar el tratamiento etiológico de LC es nece­
saria una prueba de laboratorio positiva. En este 
sentido, las pruebas de diagnóstico parasitológico 
convencionales no siempre son definitivas con el di­
agnóstico clínico [26]. 

Los métodos clásicos utilizados para realizar el di­
agnóstico en áreas endémicas muestran una baja 
sensibilidad, debido a que en muchas ocasiones los 
laboratorios clínicos disponibles no cuentan con una 
infraestructura adecuada, la toma de muestra es 
deficiente, los reactivos utilizados son de calidad 
baja, se utiliza una sola metodología diagnóstica y 
el personal técnico encargado no cuenta con sufi­
ciente entrenamiento para identificar de forma confi­
able los parásitos presentes en los frotis cutáneos 
[27]. El examen directo para la detección de parási­
tos en frotis teñidos tiene una sensibilidad no mayor 
al 75%, no obstante, esta metodología ha de­
mostrado ser una prueba útil, relativamente rápida y 
económica para el diagnóstico de la mayoría de los 
casos de LC [28]. El análisis de frotis con fragmen­
tos de tejido de la lesión es el método más utilizado 
actualmente para el diagnóstico de la LC en 
Panamá. Sin embargo, la técnica pierde mucha 
sensibilidad en lesiones con baja carga parasitaria. 
El escaso número de amastigotes en una lesión 
puede tener muchas causas, entre las que destacan 
el tiempo de evolución, circulación de diferentes es­
pecies de Leishmania, respuesta inmune del 
huésped y tratamientos implementados [29]. Por lo 
tanto, es necesario contar con metodologías alter­
nas al diagnóstico directo, con mejor sensibilidad y 
buena especificidad, aun en casos clínicos que pre­
senten una carga parasitaria baja.

Los métodos moleculares son una alternativa para 
la detección temprana de pacientes infectados con 
parásitos del género Leishmania, lo que ayuda a 
una implementación rápida del tratamiento. 
Además, permiten la caracterización de las es­
pecies de parásitos involucradas [30]. Sin embargo, 
los análisis moleculares tienen como principal 
desventaja sus elevados costos, lo que hace difícil 
su uso en regiones endémicas donde los recursos 
económicos son limitados. La sensibilidad de los 
métodos moleculares es variable, dependiendo de 
la metodología utilizada y del número de copias de 
la secuencia blanco presentes en el genoma del 
parásito [18]. A pesar de esto, numerosos estudios 
argumentan que los métodos moleculares repre­
sentan una alternativa confiable, específica y sensi­
ble que deben formar parte del algoritmo 
diagnóstico de la LC en las regiones endémicas de 
América Latina.

Los resultados de la presente investigación señalan 
que la metodología de kDNA­Viannia específico re­

RESULTADOS

DISCUSIÓN
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sultó ser la técnica con mejor sensibilidad, esto al 
ser comparado con las otras tres metodologías de 
PCR evaluadas. De acuerdo con nuestros hallaz­
gos, la PCR de kDNA tiene una alta sensibilidad du­
rante la detección de Leishmania (Viannia) spp., 
aun en muestras que resultaron negativas al diag­
nóstico parasitológico. Bajo nuestras condiciones de 
laboratorio, esta prueba puede detectar hasta 
0.0098 pg de ADN de Leishmania (Viannia) sp. 
(Datos no mostrados). 

Los controles de la PCR kDNA­Viannia no 
mostraron contaminación, por lo tanto, se asumió 
que 123 de estas muestras con examen directo 
negativo, correspondían a lesiones positivas de LC 
con cargas parasitarias bajas [31]. Las diferencias 
en sensibilidad encontradas en este estudio están 
quizás mayormente asociadas con el número de 
copias de las diferentes secuencias blanco pre­
sentes en el genoma del parásito. 

En el caso del análisis por PCR kDNA­Viannia, la 
secuencia amplificada se encuentran entre 10,000 a 
20,000 copias por célula en las especies de L. Vian­
nia [32], la PCR kDNA­Género específico amplifica 
una región del cinetoplasto que tiene aproximada­
mente 700 copias [19], para la PCR HSP­70, la se­
cuencia amplificada está presente en sólo 1 a 15 
copias [20] y para la secuencia 18S ribosomal entre 
20 a 40 copias [33]. Lo anterior concuerda con los 
resultados obtenidos, ya que debemos contemplar 
que la metodología de qPCR incrementa la sensibil­
idad de las pruebas, aun con secuencias blanco 
poco abundantes en el genoma [24]. 

Las cuatro pruebas moleculares evaluadas repor­
taron un índice bueno de concordancia. Sin bien la 
metodología de PCR HSP­70 presentó las sensibili­
dad más baja (66.67%), esta prueba presenta el 
valor agregado de ser útil en la caracterización de 
las leishmanias a nivel de especies en combinación 
con otros análisis moleculares como el RFLP y la 
secuenciación. La utilización de estas pruebas han 
permitido describir muchas de las especies y vari­
antes genéticas de Leishmania que circulan en 
áreas endémicas de Panamá [34]. La sensibilidad 
encontrada para el PCR kDNA­género específico 
fue de 75.6%, sólo ligeramente menor que la hal­
lada con la qPCR. Esta prueba tiene la ventaja de 
permitir el diagnóstico de casos de LC inducidos por 
especies de los subgéneros Viannia y Leishmania 
[30]. A pesar de que el subgénero Leishmania no 
circula con frecuencia en las áreas endémicas de 
Panamá, el contar con una prueba molecular que 
pueda detectar estas infecciones es importante no 
sólo por su valor diagnóstico sino también para fort­
alecer la vigilancia epidemiológica en nuestro 
medio.

Por otro lado, existe actualmente un gran interés 
por el uso de metodologías de qPCR ya que las 
mismas pueden ser utilizadas para el diagnóstico, 
cuantificación de carga parasitaria e identificación 
de especies de Leishmania [35]. En el presente es­
tudio se evaluó la qPCR 18S ribosomal como diag­
nóstico, mostrando una sensibilidad de 77.6%, un 
resultado un poco más bajo comparado con los re­
portados en otros estudios con plataformas de 
qPCR para el diagnóstico de la LC, en donde las 
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sensibilidades encontradas alcanzaron hasta un 
90%, [14]. Sin embargo, es importante considerar 
que estos análisis fueron realizados con paneles de 
muestras con altas y bajas cargas parasitarias. 
También debemos señalar que la diana utilizada en 
nuestro estudio ha sido descrita con una sensibili­
dad menor comparada con la del qPCR de kDNA 
empleado en la determinación de carga parasitaria 
[36]. Además, la menor sensibilidad de la qPCR 
evaluada en este estudio puede estar relacionada 
con el tipo de muestra utilizada, ya que original­
mente las muestras fueron colectadas para otros 
tipos de análisis moleculares. 

En la actualidad algunos grupos de investigación 
trabajan en la estandarización del método de toma 
de muestras para una qPCR de uso en América 
Latina [11]. Al respecto, se refiere que las muestras 
recolectadas raspando el borde interior de la lesión 
LC ulcerada son las más apropiadas para el diag­
nóstico, tanto para el diagnóstico molecular como 
para el examen parasitológico directo [29]. De igual 
manera se sugiere que la muestra de tejido de la 
lesión sea colectada con la ayuda de un cepillo 
citológico, lo cual ayudaría a homogenizar la canti­
dad y tipo muestra a ser evaluada [37]. Estas re­
comendaciones representan limitantes confrontadas 
en el presente estudio que deben ser consideradas 
en futuras evaluaciones de la qPCR 18S ribosomal 
y de otros marcadores que utilicen la metodología 
de PCR en tiempo real.

La qPCR 18S ribosomal es una metodología ro­
busta que es posible considerar en el diagnóstico 
de la LC en Panamá, sobre todo por su facilidad de 
uso, menor tiempo de ejecución, menor riesgo de 
contaminación y capacidad de cuantificar la carga 
parasitaria [11]. Al respecto algunos reportes han 
demostrado que la cuantificación de la carga para­
sitaria en lesiones de LC, resulta útil para la evalu­
ación del pronóstico clínico de los pacientes, 
implementación del tratamiento y reforzar estudios 
epidemiológicos [38,39] . 

Además de las metodologías de qPCR, es también 
necesario establecer otras alternativas de diagnós­
tico molecular para la LC en Panamá, especial­
mente aquellas de fácil implementación en entornos 
de áreas endémicas. Este es el caso de la amplifi­
cación isotérmica mediada por bucle (LAMP), ya 
que no requiere de un termociclador, el tiempo total 
de amplificación es corto, la visualización de los re­
sultados puede ser directa, reporta altas sensibili­
dades y bajo riesgo de contaminación [40]. 

La metodología de kPCR Viannia específico ha sido 
utilizada por más de 15 años en el Departamento de 
Investigaciones en Parasitología del ICGES [32], es 
por lo tanto un método bien estandarizado, de relati­
vamente fácil ejecución y de buena sensibilidad y 
especificidad, lo cual fue comprobado con los resul­

tados del presente estudio. El uso de esta prueba 
también se justifica al considerar que los parásitos 
del subgénero Viannia prevalecen en la gran may­
oría de los casos de leishmaniasis diagnosticados 
en Panamá [34]. Sin embargo, el costo de la kPCR 
Viannia específica aún es muy superior a la de los 
análisis parasitológicos. En la actualidad en el 
ICGES, el costo aproximado de sólo los reactivos 
necesarios para analizar una muestra por esta 
metodología es de B/7.98, pero este precio puede 
variar debido a múltiples factores. No obstante, 
hacemos la recomendación de que esta 
metodología diagnóstica sea utilizada en algunos 
laboratorios clínicos cercanos a regiones endémi­
cas para LC en Panamá. La descentralización de 
este diagnóstico beneficiaría a un importante 
número de personas afectadas por esta enfer­
medad parasitaria y a los programas estatales de 
vigilancia, manejo y control de la LC en el país.

Conclusión

La prueba de PCR KDNA­Viannia presentó la mejor 
sensibilidad diagnóstica, esto al ser evaluada con 
un panel de 235 muestras de ADN provenientes de 
lesiones de LC con diagnóstico parasitológico nega­
tivo. En base a estos resultados y su relativamente 
fácil ejecución, sugerimos la implementación de 
esta prueba en otros laboratorios del país. Las 
pruebas de PCR kDNA­género específico y PCR 
HSP­70, a pesar de ser menos sensibles, son re­
spectivamente útiles en el diagnóstico de infec­
ciones causadas por leishmanias del subgénero 
Leishmania y para la identificación de las especies. 
Finalmente, la sensibilidad de la prueba de qPCR 
18S ribosomal fue 77.69%, sin embargo, el uso de 
esta metodología debe ser también considerada en 
Panamá, sobre todo por su facilidad de uso, menor 
tiempo de ejecución y capacidad de cuantificación.
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