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RESUMEN  

Introducción: La leishmaniasis es una parasitosis producida por más de 20 especies 

de Leishmania. La enfermedad tiene una amplia distribución mundial en zonas 

tropicales y subtropicales y se presenta en tres formas clínicas fundamentales: la 

leishmaniasis cutánea, mucocutánea y visceral. Existen varios procedimientos de 

laboratorio para realizar el diagnóstico, pero continúa la investigación acerca de la 

detección molecular del parásito ante la falta de consenso sobre los protocolos en uso.  
Objetivo: Desarrollar y normalizar una nueva reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), que amplifique un fragmento más corto del gen hsp20.  
Métodos: Se utilizaron cepas de referencia del parásito para realizar la normalización 

de un nuevo ensayo de PCR que amplifica un fragmento corto del gen que codifica para 

la pequeña proteína de 20 Kda. Se evaluaron las cantidades y concentraciones óptimas 

del ensayo, la sensibilidad analítica para L. braziliensis, la especificidad analítica, así 

como la repetibilidad, y se evaluó su desempeño con cepas de referencia.  
Resultados: Se determinaron las condiciones óptimas de amplificación de la nueva 

PCR-hsp20S, y se demostró que amplifica las principales especies de importancia 

médica. La sensibilidad analítica resultó en 100 fg para L. braziliensis.  
Conclusiones: Las condiciones establecidas garantizan un buen desempeño de esta 

propuesta de PCR, y la sensibilidad analítica y especificidad obtenidas permiten evaluar 

su desempeño para el diagnóstico utilizando muestras clínicas. Las condiciones de este 

protocolo, sensibilidad y especificdad y otros parámetros establecidos permiten 
recomendar su evaluación para su posible uso diagnóstico.  

Palabras clave: Leishmania; leishmaniasis; diagnóstico; PCR; normalización; 

optimización; hsp20.  
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ABSTRACT  

Introduction: Leishmaniasis is a parasitosis produced by more than 20 species of 

Leishmania. The disease has a wide global distribution in tropical and subtropical zones, 

and occurs in three fundamental clinical forms: cutaneous, mucocutaneous and visceral 

leishmaniasis. There are several laboratory procedures which are used for the 

diagnosis, but research continues on the molecular detection of the parasite due to the 

lack of consensus on the protocols in use.  
Objective: To develop and standardize a new chain reaction of polymerase (PCR) that 

extends a shorter fragment of hsp20 gene.  
Methods: Reference strains of the parasite were used to perform the standardization of 

a new PCR assay that extends a short fragment of the gene encoding the small 20 Kda 

protein. The optimal conditions and amounts of the assay, the analytical sensitivity for 

L. braziliensis, the analytical specificity as well as the repeatability were evaluated and 

their performance was evaluated with reference strains.  
Results: The optimal amplification conditions of the new PCR-hsp20S were determined 

and it was demonstrated that the main species of medical importance of the parasite 

are detected using this protocol. The analytical sensitivity resulted in 100 fg for L. 

braziliensis.  
Conclusions: The established conditions guarantee a good performance of this PCR 

proposal, and the analytical sensitivity and specification achieved suggest evaluating its 

diagnostic performance by using clinical samples. The conditions of this protocol, 

sensitivity and specification, and other established parameters allow recommending this 
evaluation for its possible diagnostic use.  

Keywords: Leishmania; leishmaniasis; diagnostic; PCR; normalization; 

optimization, hsp20.  

 

  

  

INTRODUCCIÓN  

Más de 20 especies del género Leishmania pueden producir en el hombre la 

leishmaniasis, nombre con el que se identifica a un grupo de enfermedades de amplia 

distribución geográfica. Se presenta en 98 países y 5 territorios de zonas tropicales y 

subtropicales, donde cada año se notifican de 1,5 a 2 millones de casos nuevos.1 La 

enfermedad se presenta en tres formas clásicas: la leishmaniasis cutánea, la 

leishmaniasis mucocutánea y la leishmaniasis visceral (forma sistémica), pero también 

se notifican las formas difusa y diseminada.2 Otras presentaciones cutáneas atípicas 

comprenden manifestaciones vegetativas, verrucosas, costrosas y lupoides.3,4  

Recientemente se notificó la ocurrencia de nuevos casos importados, relacionados con 

la presencia de viajeros cubanos procedentes de áreas endémicas, pues por distintas 

razones las personas entran en contacto con los vectores transmisores sin la protección 

adecuada, con la consiguiente infección, y desarrollan posteriormente la enfermedad 

con distintas manifestaciones clínicas de tipo cutáneas.5,6 Esto se corresponde con lo 

que sucede en otras zonas geográficas, generado por las actividades de turismo, 
militares, o desplazamientos humanos en general.7-10  
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Para un diagnóstico adecuado de la leishmaniasis deben evaluarse tanto aspectos 

clínicos, epidemiológicos como de laboratorio. La amplificación molecular del ADN 

parasitario mediante la reacción en cadena de la polimerasa (en inglés PCR) es un 

método altamente sensible y específico que está disponible solo en los laboratorios 

especializados o en clínicas del viajero.11 En el Instituto de Medicina Tropical "Pedro 

Kourí" (IPK), Centro Nacional de Referencia para las enfermedades infecciosas, se 

utiliza un algoritmo diagnóstico de la leishmaniasis que conjuga la aplicación de 

métodos parasitológicos y moleculares, lo cual permite la detección e identificación de 

la especie infectante.12  

Entre las dianas genéticas que más se han aplicado a la detección de Leishmania, se 

encuentran distintas regiones del gen ribosomal (ADNr) y el ADN del kinetoplasto 

(kADN).13,14 Otros protocolos moleculares detectan género, subgénero, complejos o 

especies15-18 El gen que codifica la pequeña proteína de choque térmico HSP20 

(sHSP20), participa en los procesos que evitan la agregación de proteínas mal plegadas 

o inestables, aún en ausencia de estrés celular.19 En estudios previos se comprobó que 

un fragmento de sus secuencias está suficientemente conservado y es a la vez 

polimórfico, lo que permite discriminar las especies y subespecies de Leishmania de 

mayor importancia médica.20 Esto permitió desarrollar una PCR que detecta el género 

Leishmania en muestras clínicas, con una sensibilidad adecuada (84,6 %) y una 
excelente especificidad (100 %).21  

A pesar de esto, hasta el momento no existe un consenso global que guíe la 

aproximación diagnóstica, dada la diversidad de especies del parásito que circulan, los 

acercamientos experimentales, los propósitos o intereses de los laboratorios, y el bajo 

número de evaluaciones multicéntricas, con lo cual la investigación en esta área 

continúa siendo necesaria. En tal sentido, y tomando en cuenta resultados anteriores de 

la PCR-hsp20, nos propusimos desarrollar y normalizar una nueva PCR, que amplifique 

un fragmento más corto del gen hsp20, con vistas a lograr una mayor sensibilidad, que 
posibilite su futura aplicación diagnóstica en el laboratorio.  

   

MÉTODOS  

ADN de cepas de referencia de Leishmania spp. Se utilizó ADN de 37 cepas de 

referencia de Leishmania, representativas de las especies de mayor importancia médica 

procedentes del Nuevo y Viejo Mundo (anexo). Las alícuotas, a una concentración de 

1 o 10 ng/μL, fueron donadas por el Laboratorio de Parasitología Molecular del Instituto 

de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica. Estas se almacenaron a -20 °C en el banco 

de ADN del Laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Parasitología, IPK, 

hasta su uso.  

ADN de otros patógenos. Para evaluar la especificidad analítica de la PCR a 

desarrollar se utilizó el ADN de otros patógenos provenientes del Banco de ADN del 

Laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Parasitología del IPK: 

Trypanosoma spp., Plasmodium falciparum, Cryptosporidium sp., Entamoeba sp., 

Giardia lamblia; además ADN de papiloma virus humano, adenovirus y de herpes 

simplex donados por el Departamento de Virología del IPK. Se obtuvo también ADN de 

otras especies patógenas al hombre como:Treponema pallidum, Haemophilus 

influenzae, Staphylococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma 

genitalium, Fonsecaea pedrosoi, Candida albicans, Candida tropicalis y Candida 

parapsilosis, por el método de Chelex®) al 20 % (Bio-Rad, Richmond, Estados Unidos) 
donados por el Departamento de Bacteriología-Micología, IPK.  
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Diseño de cebadores género específicos. Para el diseño de cebadores específicos al 

género Leishmania se utilizaron 39 secuencias nucleotídicas correspondientes a un 

fragmento del gen hsp20 de Leishmania spp.13 Se adicionaron al análisis, otras seis 

secuencias del mismo gen almacenadas en el banco de genes (números de acceso: 

XM_842817; XM_003862626; XM_001466741; XM_003872264; AM712297; 

XM_001566535), a partir de la búsqueda de identidad de secuencia con el gen hsp20 de 
Leishmania utilizando el programa n-BLAST (2000).22  

Todas las secuencias se alinearon utilizando el programa MEGA versión 5.0 (2011)23 y 

se seleccionó como molde para el diseño de los cebadores una región de 100 a 120 pb, 

conservada entre las distintas especies de Leishmania. Se utilizó el programa Primer 324 

en el diseño y selección de dos oligonucleótidos. A los cebadores seleccionados se les 

determinó la temperatura de hibridación (Tm, por sus siglas en inglés), el porcentaje G-

C, la probabilidad de complementariedad en el extremo 3´ y la potencialidad de formar 

horquillas y de autohibridar, utilizando el programa Oligonucleotide Properties 

Calculator.25 Teniendo en cuenta estos criterios, se verificó la identidad de secuencia de 

los cebadores con genes de otras especies de patógenos que pudieran estar presentes 

en las muestras clínicas, y de ADN humano, utilizando el programa n-BLAST.22 Los 

cebadores se rediseñaron manualmente cuando fue necesario, con el fin de obtener los 
oligonucleótidos más adecuados para el ensayo de PCR.  

Normalización de una nueva PCR basada en el gen hsp20 de Leishmania. La 

normalización de la PCR incluyó el ensayo independiente de diferentes concentraciones 

en un volumen final de 25 μL de reacción de los siguientes componentes: cebadores 

(0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1 μmol/L), enzima HotStarTaq®Plus (0,5, 1, 1,5, 2 y 2,5 U) y 

MgCl2 (1,5, 2, 2,5, 3 y 3,5 mmol/L). La mezcla se completó en cada caso con 1X de 

tampón Coral Load PCR, 200 μmol/L de desoxirribonucleósidos (dNTPs), 1 μL de ADN 

molde a 0,1 ng y cantidad suficiente de agua libre de RNAsas para completar el 

volumen final de la reacción. Además, se evaluaron distintas temperaturas de 

hibridación dentro de un intervalo de temperaturas cercanas a la preestablecida por el 

análisis teórico de los cebadores: 65 °C; 64,6 °C; 64 °C; 63,1 °C; 61,9 °C; 61 °C; 
60,4 °C y 60 °C.  

Para todas las evaluaciones el programa de amplificación (T100TM Thermal Cycler 

(BioRad) fue: desnaturalización a 95 °C por 1 min, seguida de 35 ciclos de: 

desnaturalización a 94 °C 40 s, hibridación a la temperatura seleccionada como óptima 

por 1 min, extensión a 72 ºC durante 1 min, con una extensión final a 72 °C por 8 min.  

En todos los ensayos de normalización se utilizó como molde ADN de las cepas de 

referencia L. braziliensis (LH2887) y L. donovani (Hussen), ambas representativas de 

los subgéneros L. (Viannia) y L. (Leishmania), respectivamente. Se incluyó un control 

negativo de la PCR que consistió en un vial que contenía la mezcla de reacción, al que 

se le adicionó agua libre de RNAsas en lugar de ADN molde.  

Electroforesis en gel de agarosa. En cada caso, se verificó el producto de 

amplificación mediante electroforesis en gel de agarosa 2 % en 0,5X de tampón de 

corrida TBE (0,045 mol/L de tris-borato, 0,001 mol/L de ácido etiléndiaminotetracético 

[EDTA, por sus siglas en inglés]), que contenía bromuro de etidio (0,5 μg/mL). La 

corrida electroforética se realizó a 135 V, por 30-35 min. El patrón de peso molecular 

utilizado fue Gene Ruler 100 bp Plus Ladder (MBI, Fermentas). Los resultados se 

visualizaron utilizando un sistema compacto analizador de imágenes U-Genius 

(Syngene, Reino Unido). Se consideraron como condiciones óptimas de la reacción de 

amplificación, las concentraciones de los componentes de la mezcla y la temperatura de 

hibridación a la que se obtuvo el producto de PCR específico con la mayor intensidad de 
la banda, sin la presencia de otras bandas de amplificación inespecíficas.  
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Sensibilidad analítica de la PCR desarrollada. Para determinar la mínima cantidad 

de ADN de Leishmania spp. que es capaz de detectar la PCR-hsp20S se utilizó ADN de 

la cepa de referencia L. braziliensis (LH2887), perteneciente al subgénero L. (Viannia). 

Se realizaron diluciones seriadas (1/10) del ADN en tampón TE desde 100 pg hasta 

0,01 pg, y se evaluaron en la PCR normalizada. Como control negativo se incluyó un 

vial que contenía la mezcla de reacción y al que se le adicionó agua libre de RNAsas en 

lugar de ADN molde. Los productos de amplificación obtenidos con cada dilución de ADN 
realizada se observaron en una corrida electroforética en gel de agarosa 2 %.  

Especificidad analítica de la PCR desarrollada. Para estudiar la especificidad 

analítica de la PCR, se utilizaron como molde 1 o 10 ng de ADN de otros patógenos. Se 

realizó la reacción de amplificación en las condiciones de la PCR previamente 

normalizadas. Se utilizó como control positivo 1 μL de ADN a 0,1 ng de la cepa de 

referencia de L. donovani (Hussen) y como control negativo se incluyó un vial que 

contenía la mezcla de reacción antes descrita. Los productos de amplificación se 
visualizaron en una corrida electroforética en gel de agarosa 2 %.  

Repetibilidad de la PCR desarrollada. Para evaluar la variabilidad intrínseca o 

repetibilidad de la reacción se realizaron en dos días diferentes los ensayos de 

sensibilidad analítica y se evaluó también la amplificación del ADN de L. lainsoni 

(CUM78) y L. guyanensis (LH2190), pertenecientes al subgénero L. (Viannia), y L. 
donovani (3S) subgénero L. (Leishmania).  

Evaluación de las cepas de referencia mediante la PCR desarrollada. Se evaluó 

la PCR desarrollada en las condiciones previamente normalizadas utilizando como molde 

1 μL de ADN a 1 ng obtenido de cada una de las 37 cepas de Leishmania spp. 

representativas de ambos subgéneros, para determinar en qué especies sería posible 

obtener un diagnóstico positivo de leishmaniasis a partir de la posible amplificación del 
fragmento deseado.  

   

RESULTADOS  

Diseño de cebadores género específicos. Tras el alineamiento de las secuencias 

nucleotídicas de un fragmento del gen que codifica la proteína HSP20 en Leishmania 

spp. se seleccionó un juego de cebadores específicos para este género para amplificar 

un fragmento de 107 pb. Las secuencias de estos cebadores fueron: 5´-GCC RGA RGT 

GAR RAA GGA GGA C-3´ cebador positivo (hsp20S F) y 5´-GYA GCT GGYKYT CGT CCT 

GC-3´ cebador negativo (hsp20S R), donde R= A o G; Y= C o T y K= G o T. En ambos 

casos, el contenido G-C resultó en más de 50 %. Las respectivas Tms obtenidas fueron 

para el cebador positivo entre 62,1 °C a 69,5 °C y para el cebador negativo entre 

60,5 °C a 68,7 °C. Asimismo, la probabilidad de complementariedad en el extremo 3´, 

la potencialidad de formar horquillas y de autohibridación de los cebadores resultó nula, 
características que sugieren su utilización en una PCR.  

Normalización de la PCR basada en el gen hsp20 de Leishmania. Los resultados 

de la normalización de la nueva PCR desarrollada (en lo adelante PCR-hsp20S), se 

muestran en la Fig. 1. Tanto para L. braziliensis como para L. donovani la concentración 

óptima de cebadores resultó de 0,8 μmol/L; mientras que la de MgCl2 fue 2,5 mmol/L. 

La banda de amplificación que se observó con mayor nitidez a la menor concentración 

para la enzima HotStarTaq® Plus fue 1 U y la temperatura de hibridación óptima 

resultó 61,9 °C, por lo que se estableció en 62 °C. 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES


Revista Cubana de Medicina Tropical. 2018;70(3) 

 

 Esta obra está bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES 

 
 

75 

 

 

 

 

Parámetros analíticos de la PCR-hsp20S. Una vez normalizada la PCR, se determinó 

la sensibilidad analítica (menor cantidad de ADN a la cual aun se observó una banda de 

amplificación específica). Para la cepa de L. braziliensis utilizada, la sensibilidad de la 

PCR-hsp20S al repetirse en dos días diferentes, fue de 0,1 pg (100 fg) de ADN 

genómico del parásito (Fig. 2).  

El ensayo de la PCR-hsp20S utilizando ADN de un amplio grupo de especies del género 

Trypanosoma, otros protozoos, así como de hongos, bacterias y virus vinculados a 

enfermedades cutáneas o mucocutáneas, demostró que no hubo amplificación con 

ninguno de los organismos evaluados (Fig. 3).  

Evaluación de la PCR-hsp20S con cepas de referencia. La evaluación de la PCR-

hsp20S con un grupo de 37 cepas de referencia representativas de ambos subgéneros 

de Leishmania demostró la amplificación del ADN de todas las especies utilizadas en el 

estudio (Fig. 4).  
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DISCUSIÓN  

Para el diagnóstico de laboratorio de la leishmaniasis, los métodos basados en la 

amplificación del ADN mediante PCR han mostrado avances en cuanto a la 

especificidad, sensibilidad, versatilidad y rapidez; además de su posible aplicación a una 

gran variedad de muestras clínicas que incluyen: raspado de lesión, exudado de 

mucosas, leucocitos en sangre periférica, tejido impregnado en papel de filtro y 

extendidos teñidos previamente con Giemsa, entre otros.18,26-28  

En este escenario, los intentos por disponer de herramientas diagnósticas cada vez más 

sensibles y específicas, que sean aplicables a una gran variedad de muestras, son de 

vital importancia en los laboratorios de referencia o clínicas del viajero donde se reciben 

pacientes de diversas áreas endémicas en las que circulan diferentes especies. Estas 

son responsables de gran variedad de presentaciones de la leishmaniasis, las cuales 

deben distinguirse certeramente de otras afecciones, junto a otros factores del 
hospedero.29-31  

Actualmente, se notifican con más frecuencia ensayos dirigidos a la detección o 

identificación de especies, lo cual es relevante para la terapéutica y el seguimiento del 

paciente.15,28 Sin embargo, la detección a nivel de género facilita un paso importante 

para ofrecer una respuesta inmediata al médico de asistencia y pudiera, en paralelo, 

favorecer en otros contextos el análisis de los posibles reservorios o vectores 

involucrados como parte de estudios epidemiológicos.32-34  

Para el desarrollo de la PCR-hsp20S se seleccionó un fragmento más corto del gen 

hsp20 (107 pb), lo cual facilita la amplificación, incidiendo de manera positiva en la 

sensibilidad diagnóstica. En paralelo, se tomaron en cuenta otras consideraciones como 

el contenido de G-C, la longitud de los cebadores y que la Tm de ambos no difiera en 

más de 5 °C. Por su parte, la concentración de cebadores que se estableció para la 

reacción (0,8 μmol/L) coincide con la recomendada anteriormente, en tanto difirieron la 

cantidad de enzima polimerisadora y la concentración de MgCl2;21 todo lo cual puede 

variar en cada protocolo15,35,36 al ajustar cada reactivo en los rangos establecidos, a la 
obtención de la banda de amplificación más nítida.  

La sensibilidad analítica alcanzada para L. braziliensis permite detectar el ADN de un 

solo parásito. Más adelante sería recomendable realizar el estudio de sensibilidad 

analítica con una representación del subgénero L. (Leishmania ), pues se han informado 
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divergencias en la sensibilidad entre diferentes especies con anterioridad para otros 

PCR, que en general se han atribuido a la calidad del ADN empleado, su degradación o 

a la presencia de elementos inhibitorios.21 Teniendo esto en cuenta, cabría esperar que 

la amplificación para fines diagnósticos pudiera favorecerse con el uso de muestras 

frescas de manera general.37  

A pesar de la cercanía filogenética de Leishmania con algunos trypanosomátidos 

evaluados en el ensayo de especificidad analítica, no se observó amplificación en 

ninguno de los casos. Esto difiere de estudios previos en los que se notificó la 

amplificación con T. cruzi38 o en los que se obtuvieron amplificaciones inespecíficas21 y, 

por lo tanto, refleja la alta especificidad analítica alcanzada en el nuevo ensayo 

propuesto. Igualmente, importante es el hecho de que la PCR-hsp20S normalizada 

amplificó al utilizar como molde ADN de 13 especies de interés médico, representativas 

de ambos subgéneros y de todas las áreas geográficas, lo que sustenta su utilidad 

práctica como método diagnóstico. Sería aconsejable, además realizar la evaluación de 

la PCR-hsp20S con L. naiffi, especie de importancia médica no evaluada en este estudio 

y que en algunas zonas se ha encontrado relacionada a casos humanos o en 

vectores.39,40  

En conclusión, consideramos que esta investigación para normalizar un ensayo de 

detección de Leishmania pudiera ser de utilidad a otros investigadores. Las condiciones 

establecidas permiten un buen desempeño de esta propuesta de PCR-hsp20S, y la 

sensibilidad analítica y especificidad alcanzadas ameritan evaluar su desempeño 

diagnóstico utilizando muestras clínicas. Esto permitiría conocer el comportamiento de 

la amplificación ante otras especies del parásito, que pudieran presentarse en muestras 
de diversa procedencia geográfica y de otras formas clínicas de la enfermedad.  
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