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DETECCIÓN DE Leishmania spp. EN BASE AL GEN QUE 
CODIFICA LA PROTEÍNA HSP20

Ana M. Montalvo1,a, Jorge Fraga1,a, Omaira Rodríguez2,b, Orestes Blanco1,c, Alejandro Llanos-Cuentas3,a, 
Ana L. García4,a, Braulio M. Valencia3,d, Carlos Muskus5,a, Gert Van der Auwera6,a, José M. Requena7,a

RESUMEN

Objetivos. Explorar una nueva diana para el diagnóstico molecular de Leishmania. Materiales y métodos. Se evaluó la 
utilidad del gen que codi¿ca la proteína de choque térmico de 20kDa (hsp20) para la detección de Leishmania por medio 
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).Se normalizó la PCR y se determinaron los parámetros analíticos, así 
como la validez y seguridad diagnóstica y la concordancia con la PCR-18S. Se evaluó la PCR-hsp20 con ADN obtenido 
de un grupo de muestras clínicas de distinta procedencia. Resultados. Los parámetros analíticos resultaron adecuados. 
La sensibilidad obtenida fue de 86% y la especi¿cidad del 100%, la concordancia con el método de referencia resultó 
buena (ƙ=0,731), lo que apoya su posible uso para el diagnóstico. La posibilidad de identi¿cación posterior de la especie 
mediante secuenciación del producto ampli¿cado le con¿ere una ventaja adicional. Conclusiones. Se demuestra 
la utilidad de este gen como una nueva diana para la detección del género Leishmania. Debido a su potencial, se 
recomienda mejorar la sensibilidad del procedimiento y realizar su evaluación en diversas regiones endémicas.

Palabras clave: Leishmania; Diagnóstico; Proteínas del choque térmico HSP20 (fuente: DeCS BIREME).

DETECTION OF Leishmania spp. BASED
ON THE GENE ENCODING HSP20 

ABSTRACT

Objectives. Explore a new target for molecular diagnosis of Leishmania. Materials and methods. We evaluated the 
utility of the gene that encodes the heat shock protein 20-kDa (Hsp20) for detecting Leishmania by polymerase chain 
reaction (PCR). PCR was normalized and analytical parameters were determined, as well as the validity and diagnostic 
accuracy, and concordance with the PCR - 18S. PCR-Hsp20 with DNA was obtained from a group of clinical samples 
from different sources. Results. The analytical parameters were adequate. The sensitivity obtained was 86% and the 
speci¿city was 100%. The concordance with the reference method was good (Ƙ = 0.731), which supports its potential 
use for diagnosis. The possibility of subsequent identi¿cation of the species by sequencing the ampli¿ed product gives 
an additional advantage. Conclusions. The usefulness of this gene as a new target for the detection of Leishmania was 
demonstrated. Because of its potential, it is recommended to improve the sensitivity of the method and to evaluate it in 
different endemic regions.

Key words: Leishmania; Diagnosis; HSP20 heat-shock proteins (source: MeSH, NLM).
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INTRODUCCIÓN

La leishmaniosis es una enfermedad causada por pro-
tozoos parásitos del género Leishmania que se transmi-
ten por la picadura de insectos de los géneros Lutzomyia
(Nuevo Mundo) y Phlebotomus (Viejo Mundo). Aproxima-
damente, 30 especies o subespecies de estos géneros 
se consideran vectores comprobados, al cumplir criterios 
establecidos por Killick-Kendrick (1), los cuales han sido re-
cientemente enriquecidos con el ¿n de demostrar la impor-
tancia biomédica del vector en un foco especí¿co, donde se 
muestre el efecto directo del control sobre la transmisión (2). 

Esta parasitosis se presenta con diversas formas 
clínicas, que abarcan desde úlceras que pueden curar 
espontáneamente o tardar más de un año en sanar 
(leishmaniosis cutánea localizada), lesiones destructivas 
en las mucosas de la oronasofaringe, (leishmaniosis 
mucocutánea) hasta la enfermedad visceral, que afecta 
órganos como hígado, bazo, médula ósea, y compromete 
la vida si no se trata a tiempo, así como numerosas 
presentaciones atípicas que se noti¿can con frecuencia (3).

La variedad en la presentación clínica y las posibilidades 
reales de los laboratorios que enfrentan la detección del 
agente etiológico, determinan la forma de diagnosticar la 
enfermedad, que se puede realizar por la identi¿cación 
microscópica del parásito en las muestras adecuadas, el 
cultivo del material, mediante métodos serológicos y mole-
culares, los que di¿eren en sensibilidad y especi¿cidad (4). 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una 
técnica molecular de comprobada e¿cacia, sensible y 
especí¿ca para la detección de ácido desoxirribonucleico 
(ADN) parasitario. Sin embargo, muchos de los protocolos 
reportados responden a las necesidades locales de países 
o áreas geográ¿cas, sin que exista un consenso sobre 
la factibilidad del uso de unas u otras dianas genéticas 
para la ampli¿cación. De otra parte, es necesario apuntar 
que numerosas áreas endémicas poseen laboratorios 
de referencia o investigación con facilidades para la 
aplicación de la PCR con variados ¿nes, lo que facilitaría 
contar con esos resultados en diferentes situaciones. 
Actualmente, la PCR se considera un acercamiento 
que no requiere recursos muy cuantiosos ni gastos 
considerables como la PCR en tiempo real (5). 

Entre las dianas genéticas utilizadas para la detección de 
Leishmania se encuentran distintos fragmentos del gen 
que codi¿ca para el ADN ribosomal (ADNr), que presenta 
entre 10 y 100 copias. La PCR-ADNr (PCR-18S) ampli¿ca 
un fragmento de 115pb y los valores de sensibilidad 
reportados son adecuados: 92,1% (sangre); 92,9% 
(médula ósea) (6). En un modelo oligocromatográ¿co 

de visualización de la PCR, los valores noti¿cados en 
muestras de leishmaniosis cutánea son de 93,2% y 
para leishmaniosis mucocutánea de 91,7% (7); mientras 
en Perú se reportó 92% de positividad para raspados y 
74% para aspirados (8). 

Hace pocos años se noti¿có por primera vez la proteína 
HSP20 en Leishmania amazonensis, que se mantiene 
conservada en varias especies del parásito (9). Durante 
su ciclo de vida el parásito se somete a un cambio 
drástico, desde la temperatura ambiente en el insecto 
vector hasta las altas temperaturas que encuentra en 
su hospedero mamífero, cuya respuesta está mediada 
por las proteínas de choque térmico (en inglés heat 
shock proteins, HSP) que constituyen un mecanismo 
homeostático que protege a las células del efecto 
destructivo del calor u otras condiciones de estrés 
ambiental (10). Por estas razones, se considera que las 
HSP deben desempeñar un papel fundamental en la 
interacción hospedero-parásito.

Se demostró que la proteína HSP20 recombinante es 
reconocida por anticuerpos presentes en el suero de 
personas con leishmaniosis visceral, y de forma más 
e¿ciente en el suero de perros con leishmaniosis canina, 
lo que demuestra su importancia biológica y su posible 
utilidad en el diagnóstico (9).

Teniendo en cuenta las características del gen que 
codi¿ca la proteína HSP20, nos proponemos explorar 
su utilidad para la detección de especies del género 
Leishmania de diverso origen geográ¿co, utilizando la 
PCR, con la ¿nalidad de contribuir a la identi¿cación 
de un nuevo blanco genético de probable utilidad y 
posible aplicación a la epidemiología molecular en áreas 
endémicas de leishmaniosis.

MATERIALES Y MÉTODOS

CEPAS DE REFERENCIA 

Se utilizó ADN obtenido de parásitos pertenecientes a 
45 cepas de referencia de Leishmania (Tabla 1) que 
fueron donados por el Laboratorio de Parasitología 
Molecular del Instituto de Medicina Tropical de Amberes. 
Estos parásitos son representativos de 14 especies 
procedentes del Nuevo y Viejo Mundo. 

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN Y 
PUREZA DEL ADN PROCEDENTE DE CEPAS

Este procedimiento se realizó para determinar la 
concentración de ácidos nucleicos de las cepas de 
referencia que se utilizaron durante la optimización de 

Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2014; 31(4):635-43.
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Detección de leishmania

Tabla 1. Listado de cepas utilizadas en el estudio

N.o Subgénero Código de referencia de cepa Especie País 
1 L. (Leishmania) MHOM/SD/--/1S * L. donovani Sudán 
2 MHOM/IN/96/Thak35 L. donovani India 
3 MHOM/IN/00/DEVI L. donovani India 
4 MHOM/SD/82/Gilani L. donovani Sudán 
5 MHOM/SD/97/LEM3463 L. archibaldi ** Sudán 
6 MHOM/PT/00/IMT260 * L. infantum Portugal 
7 MHOM/MT/85/BUCK L. infantum Malta 
8 MHOM/BR/07/ARL L. infantum (chagasi) Brasil 
9 MHOM/BR/07/WC L. infantum (chagasi) Brasil 
10 MCAN/BR/06/MAIKE L. infantum (chagasi) Brasil 
11 MHOM/ET/83/169-83 * L. aethiopica Etiopía 
12 MHOM/ET/72/L100 L. aethiopica Etiopía 
13 MHOM/ET/89/GERE L. aethiopica Etiopía 
14 NLB_107_08 L. aethiopica Etiopía 
15 MHOM/KE/81/NLB_030B * L. tropica Kenya 
16 MHOM/IN/79/DD7 L. tropica India 
17 UQ-8 * L. major  Sudán 
18 MHOM/IL/67LRC-L137 L. major Israel 
19 Githure L. major Kenya 
20 MHOM/BR/73/M2269 * L. amazonensis Brasil 
21 IFLA/BR/67/PH8 L. amazonensis Brasil 
22 MHOM/VE/76/JAP78 L. garnhami Venezuela 
23 MNYC/BZ/62/M379 L. mexicana Belice 
24 MHOM/PE/02/LH2312 L. mexicana Perú 
25 MHOM/PE/03/LH2439 L. peruviana Perú 
26 MHOM/PE/90/LCA08 L. peruviana Perú 
27 MHOM/PE/90/LC468 L. peruviana Perú 
28 MHOM/PE/03/LH2864 L. peruviana Perú 
29 L. (Viannia) MHOM/PE/90/LH925 * L. peruviana Perú 
30 MHOM/BO/94/CUM29 L. braziliensis Bolivia 
31 MHOM/BO/--/CUM180 L. braziliensis Bolivia 
32 MHOM/BR/75/M2903 L. braziliensis Brasil 
33 MHOM/BR/06/ICA L. braziliensis Brasil 
34 MHOM/PE/91/LC2177 L. braziliensis Perú 
35 MHOM/BO/--/CUM700 * L. braziliensis Bolivia 
36 MHOM/PE/02/LH2372 L. guyanensis Perú 
37 MSDA/BR/78/M5210 * L. naif¿ Brasil 
38 MDAS/BR/79/M5533 L. naif¿ Brasil 
39 MCHO/PA/00/M4039 L. panamensis Panamá 
40 MHOM/GF/85/LEM699 L. guyanensis Guyana Francesa 
41 MHOM/BR/2007/029ZAV * L. guyanensis Brasil 
42 MHOM/BO/94/CUM71 L. lainsoni Bolivia 
43 MHOM/PE/02/LH2344 L. lainsoni Perú 
44 MHOM/PE/91/LC1581* L. lainsoni Perú 
45 MHOM/PE/02/LH2358 L. lainsoni Perú 

* Especies utilizadas para el análisis de la sensibilidad analítica de la PCR-hsp20.
** L. archibaldi se considera una variante de L. donovani

la PCR-hsp20 y en los estudios de sensibilidad analítica. 
La concentración de ADN genómico se determinó 
mediante lectura de la absorbancia a 260 nm en un 
espectrofotómetro (Spectrophotomer JASGO V-630, 
Tokio, Japón) y teniendo en cuenta que una unidad de 
densidad óptica a 260 nm, corresponde con 50 µg de 

ADN de doble cadena, según la fórmula: concentración 
de ADN (µg/ µl) = (50 x dilución x D.O 260 nm) / 1 000. La 
lectura también se realizó a 280 nm, longitud de onda a 
la cual absorben las proteínas. Para determinar la pureza 
del material se utilizó la siguiente relación: D.O 260 nm 
/ 280 nm, la cual debe estar en un rango entre 1.8- 2.0.

Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2014; 31(4):635-43.
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MUESTRAS CLÍNICAS Y ADN DE OTROS AGENTES 
INFECCIOSOS 

Se evaluaron cuatro muestras clínicas de pacientes 
atendidos en el Instituto de Medicina Tropical Pedro 
Kourí (IPK), La Habana; ADN extraído de 94 muestras 
clínicas de personas con antecedentes clínicos y/o 
epidemiológicos de leishmaniosis  que habían sido 
diagnosticadas utilizando diferentes métodos en los 
laboratorios de origen (Perú, Bolivia, Colombia) y ADN 
obtenido de 24 raspados del borde de lesiones cutáneas 
de pacientes cubanos con enfermedades cutáneas 
distintas de leishmaniosis (Tabla 2).

Se utilizaron, además, muestras de ADN de distintos 
agentes infecciosos para estudios de especi¿cidad 
analítica, provenientes del Banco de ADN del 
Laboratorio de Biología Molecular del Departamento 
de Parasitología, IPK: Toxoplasma gondii; del 
Laboratorio de Parasitología Molecular del Instituto de 
Medicina Tropical de Amberes (IMT-A): Trypanosoma 
cruzi, T. rangeli, T.c.marikellei, T. brucei brucei, T. b. 
gambiense, T. brucei rhodesiense, T. congolense, T. 
vivax, T. equiperdum, T. evansi, T. theileri, Plasmodium 
falciparum, Schistosoma mansoni; del Departamento de 
Bacteriología del IPK: Escherichia coli, Candida albicans, 
Candida parasilopsis, Cryptoccocus neoformans, 
Haemophilus inÀuenzae, Streptococcus pneumoniae, 
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium habana, 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis y 
del Departamento de Virología del IPK: Herpes zoster, 
Citomegalovirus (CMV) y Herpes simplex.

EXTRACCIÓN DE ADN

El ADN de las muestras obtenidas en el IPK, se extrajo 
usando el kit de extracción QIAamp DNA mini kit (Qiagen, 
Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del 
fabricante, se resuspendió en volúmenes entre 10-50 µl 
de agua, en dependencia del tamaño de la muestra inicial.

CRITERIOS PARA ESTABLECER LOS GRUPOS DE 
ESTUDIO: POSITIVO Y NEGATIVO 

Todas las muestras de ADN que correspondían con casos 
sospechosos, y que fueron previamente diagnosticados 
en los laboratorios de origen utilizando diferentes 
métodos, se veri¿caron mediante la realización de la 
PCR-18S (rADN) siguiendo las condiciones reportadas 
por Deborggraeve et al. (7). Los cebadores fueron 
sintetizados por Sigma Genosys, Inglaterra y las 
secuencias (5’-3’) en cada caso son: 
18S-L-positivo CGTAGTTGAACTGTGGGCTGTGC 
18S-L-negativo ACTCCCGTGTTTCTTGTTTCTTTGAA

Como molde de la reacción se usaron 5µL del ADN 
obtenido de las muestras clínicas. Se incluyó un 
control negativo con agua en todos los casos y un 
control positivo que contuvo 100 fg de la cepa de L. 
amazonensis MHOM/BR/72/LTB0016. 

El total de muestras clínicas que resultaron positivas se 
consideraron como grupo control positivo (casos con 
leishmaniosis) para realizar una evaluación preliminar 
de la PCR-hsp20. Todas las muestras cuyos resultados 
fueron negativos mediante la PCR-18S se consideraron 
como grupo control negativo (casos sin leishmaniosis). 
Estos grupos constituyeron la base para calcular la 
sensibilidad y especi¿cidad diagnóstica de la nueva 
PCR en estudio.

NORMALIZACIÓN DE LA PCR-hsp20 

Se utilizó la cepa de L. amazonensis (MHOM/BR/73/
M2269), disponible en nuestro laboratorio. Los 
cebadores y el programa de corrida, previamente 
reportado por Fraga etal. (11) ampli¿can un fragmento 
del gen hsp20 de 370pb. Las secuencias 5´- 3´de los 
cebadores son las siguientes:
hsp20F: RGRGACTCGCTCAKCAACAGCG 
hsp20R: CGTTGAAGSTGGCCTTGATTTTGCTG 

El programa de ciclos consistió en: desnaturalización 
inicial a 95 °C por 5 min; seguido de 35 ciclos consistentes 
en: 94 °C por 40 s, 58 °C durante 1 min, y 72 °C durante 1 
min; con un paso de extensión ¿nal de 8 min a 72 °C. Se 
evaluaron distintas concentraciones de las componentes 
de la mezcla de reacción: cebadores [0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 
1µM], enzima polimerasa [0,5; 1; 1,5; 2 U] y MgCl2 [1,5; 
2; 2,5; 3; 3,5; 4,0 mM], cada uno de manera individual 
y manteniendo el resto de los parámetros constantes. 
En todos los experimentos se utilizó un termociclador 
MJ Research, MiniCycler (Waltham, MA, EUA). Cada 
resultado se veri¿có mediante electroforesis en gel de 
agarosa 2%, teñido con bromuro de etidio, en tampón 
de corrida TBE a 130V por 30 min.

Tabla 2. Muestras clínicas utilizadas en la evaluación de 
la PCR-hsp20

Procedencia Tipo de muestra clínica Número

Perú Biopsias 30
Bolivia Aspirados 21

Raspados 41
Colombia Biopsias 2
Atendidos en IPK Sangre (Angola) 1

Biopsias (Colombia, 
Venezuela, Bolivia) 3

Cuba Raspados 24

IPK: Instituto de Medicina Tropical Pedro Kourí

Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2014; 31(4):635-43. Montalvo AM et al.
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SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ANALÍTICA DE LA
PCR-hsp20

Para estudiar la sensibilidad se realizaron diluciones se-
riadas (1/10) en tampón TE desde 1 ng hasta 10 fg, uti-
lizando ADN de cepas representativas de 11 especies 
pertenecientes a ambos subgéneros: L. (Leishmania) y L.
(Viannia) (Tabla 1). En el análisis de la especi¿cidad, se 
utilizó como molde 10 ng de ADN de los distintos microor-
ganismos. Posteriormente, se realizó cada PCR siguiendo 
las condiciones previamente normalizadas, en el mismo 
volumen ¿nal. Se preparó un tubo control positivo con igual 
cantidad de ADN de la cepa de L. amazonensis MHOM/
BR/72/M2269 y un control negativo con agua bidestilada 
estéril. Los productos de ampli¿cación se observaron en 
una corrida electroforética en las condiciones descritas.

EVALUACIÓN DE LA UTILIDAD DE LA PCR-hsp20

Se realizó la PCR-hsp20 en las condiciones previamente 
normalizadas utilizando como molde 100 fg del ADN 
obtenido de las cepas de referencia de Leishmania
(Tabla 1) y se determinó en qué especies es posible 
obtener el amplicón de la talla esperada. A continuación, 
se evaluaron todas las muestras clínicas sospechosas 
de infección con Leishmania, así como las muestras de 
pacientes con otras enfermedades cutáneas, utilizando 
5 µL del ADN en todos los casos. 

VALIDEZ Y SEGURIDAD DIAGNÓSTICA DE LA
PCR-hsp20

La validez de la PCR-hsp20 se evaluó en base a la 
determinación de la sensibilidad y especi¿cidad diagnóstica 
(12). La prueba de referencia fue la PCR-18S. A partir de 
este resultado, se agruparon las muestras de pacientes en 
dos grupos, como se describió. Para evaluar la seguridad, 
se determinaron los valores predictivos positivo (VPP) y 
negativo (VPN) (13). En el análisis se utilizó una tabla de 
contingencia de 2x2, donde se enfrentó el resultado de 
la PCR-hsp20 (en ¿las), con el resultado de la prueba 
de referencia (en columnas). Para determinar la validez 
y seguridad diagnóstica se utilizó el programa EPIDAT 
3.1 (Dirección General de Salud Pública, Organización 
Panamericana de la Salud, Galicia, España). 

DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE DE CONCORDANCIA 

Se determinó el índice de concordancia entre la 
prueba de referencia y la prueba en estudio usando el 
coe¿ciente de correlación Kappa de Cohen (14), utilizando 
el Programa Epidat 3.1. La interpretación se realizó de 
acuerdo a la escala siguiente: excelente (0,81-1,00), 
bueno (0,61-0,8), moderado (0,41-0,6), débil (0,21-0,4) 
y no signi¿cativo (0,0-0,2) (15). 

CONSIDERACIONES ÉTICAS

En todos los casos, la obtención de la muestra estuvo 
precedida de la aprobación del paciente mediante la ¿rma 
del consentimiento informado y de la aprobación de los 
comités de ética correspondientes de cada institución. 

RESULTADOS

Se determinaron las concentraciones y cantidades 
óptimas para los componentes fundamentales de 
la mezcla de reacción, teniendo en cuenta que se 
obtuvieran bandas de ampli¿cación nítidas a la 
menor concentración posible en cada evaluación. 
Las condiciones establecidas fueron: concentración 
de cebadores (0,8 µM de cada uno); MgCl2, (3 mM) y 
cantidad de la enzima Taq polimerasa (0,5 U).

El estudio de sensibilidad analítica de la PCR-hsp20 
incluyó especies que representan los subgéneros L.
(Leishmania) y L. (Viannia), puesto que con anterioridad 
no se había empleado este blanco para la detección del 
parásito. En la mayoría de los casos se pudo detectar 
hasta 10 fg de ADN genómico del parásito. Solamente 
para L. tropica y L. major la detección fue menor (100 
fg), lo que se muestra en la Figura 1.
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M2289
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CUM700

L. nai
M5533

L. lai
LC1581
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Figura 1. Amplicones obtenidos mediante PCR-hsp20 utilizando 
ADN de 16 especies o subespecies de Leishmania spp. Se mues-
tran amplicones de 370 pb obtenidos a partir de ADN de todas las 
especies analizadas. Carril 1: MM: Marcador de peso molecular: 
Gene Ruler 100 bp Plus Ladder (MBI, Fermentas, St-Leon, Alema-
nia); Carriles 2-17: productos de la ampli¿cación en las distintas ce-
pas señaladas, correspondientes a las especies: bra: L. braziliensis; 
per: L. peruviana; nai: L. naif¿; guy: L. guyanensis; pan: L. panamen-
sis; lai: L. lainsoni; ama: L. amazonensis; mex: L. mexicana; gar: L. 
garnhami; don: L. donovani; arc: L. archibaldi; inf: L. infantum; cha: 
L. infantum (chagasi); maj: L. major; aet: L. aethiopica; tro: L. tropica.
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La especi¿cidad analítica fue adecuada. Sin embargo, 
se obtuvieron amplicones inespecí¿cos de diferentes 
tallas, comprendidas entre 500 y 1000 pb, para algunas 
especies del género Trypanosoma: (T.c. marinkelli; T.b. 
brucei; T.b. gambiense; T.b. rhodesiense; T. congolese; 
T. vivax y T. equiperdum; así como bandas entre 200 
y 600 pb para CMV. Debido a que no se contó con un 
número elevado de cepas representativas de esas 
especies, no fue posible determinar si los amplicones son 
consistentes en cada uno de los casos. En el resto de 
los microorganismos evaluados no ocurrió ampli¿cación.

En las condiciones establecidas, se obtuvo la banda 
de la talla esperada mediante PCR-hsp20, en las 14 
especies de Leishmania analizadas (Figura 2). Este 
resultado se corroboró al evaluar la ampli¿cación 
utilizando como molde ADN puro proveniente de las 
45 cepas evaluadas, correspondientes a estas mismas 
especies. 

En relación a las 98 muestras sospechosas evaluadas 
por el método de referencia, 96 resultaron positivas por 
PCR-18S y dos resultaron negativas. Las 24 muestras de 
pacientes con otras enfermedades cutáneas resultaron 
negativas a Leishmania usando este protocolo. 

La validez de la PCR-hsp20 se determinó para el 
total de muestras evaluadas (Tabla 3). La sensibilidad 
diagnóstica fue de 86,5% y la especi¿cidad de 100%.
Los resultados de la ampli¿cación obtenida para algunas 
de las muestras se pueden observar en la Figura 3. La 
seguridad diagnóstica se expresó mediante los valores 
predictivos positivo y negativo: VPP: 100% y VPN: 
66,7%. El índice de concordancia entre el método de 
referencia y la PCR-hsp20 fue de ƙ=0,731, lo que se 
considera una buena concordancia. 

DISCUSIÓN

El diagnóstico de la leishmaniosis continúa siendo 
objeto de atención por parte de la comunidad médica y 
cientí¿ca, interesados en la disponibilidad de métodos 
sensibles y especí¿cos que permitan la de¿nición certera 
del caso clínico, de forma oportuna. Esto posibilita la 
indicación de un tratamiento e¿caz, brindar al paciente 
un seguimiento adecuado y tomar las medidas de control 
necesarias, todo lo cual ha estimulado el desarrollo de 
técnicas basadas en la detección molecular.

Para ese propósito, la PCR ha demostrado ser la técnica 
más sensible y especí¿ca, su uso está restringido al 
tercer nivel de cuidados hospitalarios y laboratorios de 
investigación, lo que constituye una desventaja para 
la mayoría de las áreas endémicas. Sin embargo, en 
la actualidad muchos países en vías de desarrollo 
cuentan con facilidades para el estudio molecular de 
diversos agentes infecciosos (16) cuestión que podría ser 
tomada en cuenta en contextos similares, para abordar 
el diagnóstico molecular de algunas enfermedades 
desatendidas, entre ellas la leishmaniosis. 

Recientemente, se ha apoyado la idea de utilizar el 
gen hsp70 para la detección y la identi¿cación de la 
especie de Leishmania infectante en diferentes zonas 

400 pb
300 pb

MM bra per nai guy pan lai ama mex gar don arc inf cha maj aet tro

Figura 2. Resultados de la ampli¿cación de la PCR-hsp20 en 
aislamientos de 14 especies de Leishmania. MM; marcador de 
peso molecular: Gene ruler 100 bp Plus Ladder (MBI, Fermentas, 
St-Leon, Alemania). bra: L. braziliensis, per: L. peruviana, nai: L. 
naif¿; guy: L. guyanensis, pan; L. panamensis; lai: L. lainsoni, ama: 
L. (mexicana) amazonensis*, mex: L. mexicana; gar: L. (mexicana) 
garnhami*; don: L. donovani; arc: L. (donovani) archibaldi**; . inf: 
L. infantum, cha: L. (infantum) chagasi***; aet: L. aethiopica, tro: L. 
tropica, maj: L. major. 
* Corresponden con subespecies del complejo L. mexicana.
** Corresponde con una variante genética de L. donovani, no reconocida 

como especie.
***Corresponde con una sinonimia de L. infantum.

Tabla 3. Exactitud diagnóstica de la PCR-hsp20.

PCR-18S (método de 
referencia)

PCR-hsp20 Positivas Negativas

Positivas 83 (86,45%)a 0

Negativas 13 26 (100%)b

Total 96 26

a: sensibilidad diagnóstica, b: especi¿cidad diagnóstica

Figura 3. Resultados de la ampli¿cación mediante PCR-
hsp20 en un grupo de las muestras clínicas evaluadas.MM: 
marcador de peso molecular: Gene ruler 100 bp Plus Ladder 
(MBI, Fermentas). CP: control positivo realizado con ADN de 
la cepa de referencia MHOM/BR/72/LTB0016. La Àecha indica 
la presencia del amplicón de la talla esperada: 370 pb. Carriles 
1 al 19: Resultados obtenidos de diferentes muestras clínicas.
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geográ¿cas (17,18). Sin embargo, la detección molecular 
del parásito a nivel de género continúa siendo muy 
importante para ofrecer un diagnóstico rápido, y apoyar 
estudios ecoepidemiológicos que involucren vectores 
y reservorios. Para esto se precisa de protocolos con 
buen desempeño y elevada sensibilidad y especi¿cidad. 

La sensibilidad analítica del método optimizado fue 
excelente para la mayoría de las especies representantes 
de los dos subgéneros: L. (Viannia) y L. (Leishmania), 
lo que permitiría detectar cantidades mínimas de un 
solo parásito, aunque para dos especies de este último: 
L. tropica y L. major, fue menor. Esta diferencia en la 
sensibilidad pudiera ser una consecuencia de la calidad 
del ADN, de su degradación, o de la presencia de 
elementos inhibitorios que afectan la ampli¿cación.

De otra parte, existen pocos estudios de secuenciación de 
este gen, por lo cual conocer la secuencia de un número 
mayor de cepas de esas especies ayudaría a arribar a 
resultados más concluyentes sobre las posibles zonas 
polimór¿cas que pudieran afectar los sitios de unión y 
en consecuencia, provocar un mal apareamiento entre 
los cebadores utilizados y las cadenas complementarias 
respectivas. Otra posible explicación pudiera ser la 
existencia de diferentes copias del gen, como ocurre 
con el gen que codi¿ca la proteína de choque térmico 
HSP70 (19,20) aspecto que aún no se ha reportado para 
el gen hsp20, por lo cual la secuenciación completa del 
gen hsp20 debería constituir una prioridad en el futuro. 

A pesar de que se obtuvo ampli¿cación cuando se utilizó 
ADN de varias especies de trypanosomátidos, así como de 
CMV, en ninguno de los casos los amplicones obtenidos 
tuvieron la talla esperada, por lo cual se consideran 
ampli¿caciones inespecí¿cas, que no afectan la 
especi¿cidad de la técnica. En contraste, otros protocolos 
han noti¿cado la ampli¿cación simultánea con ADN de 
organismos relacionados, como Trypanosoma cruzi (21). 

La PCR-hsp20 normalizada ampli¿có un fragmento de 
370pb del gen deseado en las 14 especies de interés 
a partir del ADN obtenido del total de cepas analizadas, 
con bandas intensas en todos los casos. Esto resulta 
muy favorable con vistas al posible uso diagnóstico 
del protocolo, por cuanto existe una gran variedad de 
especies de importancia médica en las distintas áreas 
geográ¿cas, que podrían ser teóricamente detectadas, 
lo que no ocurre con propuestas previas dirigidas a la 
ampli¿cación de dos o varias especies circulando en un 
país, o un área geográ¿ca (22). 

Con relación a la especi¿cidad, a pesar de que se 
alcanzó un 100% en el análisis diagnóstico, sería 
necesario evaluar muestras negativas provenientes de 

áreas endémicas para arribar a resultados concluyentes, 
puesto que el grupo de muestras analizado provino, en 
gran mayoría, de pacientes con otras enfermedades 
que viven en área no endémica de leishmaniosis. 

Por otra parte, consideramos que la sensibilidad 
diagnóstica obtenida para la PCR-hsp20 es adecuada 
para sugerir su uso como método de detección en 
los casos de leishmaniosis  cutánea, a pesar de que 
comparar los niveles de sensibilidad es difícil debido a la 
diferencia en los tipos de muestras y criterios de inclusión 
tomados en cuenta por otros autores. Sin embargo, el 
valor obtenido, de 86,45%, se encuentra en el rango de 
sensibilidad reportada en zonas especí¿cas de circulación 
usando otras dianas genéticas, como kDNA, de amplio 
uso y que presenta 10 mil copias en el parásito (23), con 
valores de 88,4% (LC); 86,4% (LMC) (24); 89,3 (LC) (25); 
98,7% (LC) (26); SSUrRNA 84,6% (LC) (27) y PRSI 87,5% 
(LC) (28). Otros autores por el contrario, informan valores 
muy bajos, como 48,7% (29). 

Como ventaja, el empleo de esta PCR, diseñada para la 
detección del género Leishmania, pudiera posibilitar la 
identi¿cación posterior de la especie infectante a través 
de la secuenciación nucleotídica, pues se demostró 
recientemente que las diferencias en este mismo 
fragmento del gen hsp20 discriminan las especies 
de importancia médica del Nuevo y el Viejo Mundo, 
incluyendo entidades que no se logran distinguir por otros 
protocolos, (11). Esto pudiera ser de interés en laboratorios 
que disponen de facilidades para la secuenciación.

Recientemente se con¿rmó que es posible la detección 
de Leishmania en muestras tomadas de forma no inva-
siva, como el papel de ¿ltro impregnado o el cepillado 
citológico de la lesión, lo que resulta más conveniente 
para el paciente (30,32). De igual forma, se demostró que 
un mismo protocolo de ampli¿cación molecular, en este 
caso basado en el ADN del kinetoplasto, se desempeña 
de manera diferente en relación al tipo de muestra clí-
nica (33). Sería interesante realizar evaluaciones posterio-
res de la PCR-hsp20 en diferentes escenarios, donde se 
evalúen diferentes tipos de muestras clínicas o formas de 
presentación de la enfermedad, para veri¿car las posibles 
ventajas y desventajas de este proceder. 

La PCR-hsp20 permite detectar 14 especies de 
Leishmania presentes en todas las áreas geográ¿cas 
(Nuevo Mundo y Viejo Mundo), lo que le con¿ere un valor 
adicional a otras propuestas existentes. Su adecuada 
sensibilidad, especi¿cidad y buen desempeño, estimulan 
la realización de nuevas evaluaciones para profundizar 
en sus bondades diagnósticas u otros bene¿cios 
concernientes al paciente, lo que permitirá validar su 
aplicación y utilidad en variados contextos.
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