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Resumen
La amplificación del DNA del kinetoplasto, cada vez tiene 
mayor aplicación en la detección Leishmania y diagnós
tico de leishmaniasis. En el presente estudio se emplea 
un par de sondas: KIN 1 y KIN 2, que se amplificaron en 
todas las especies de Leishmania, tanto las cepas de 
referencia como las aisladas a partir de lesiones en 
humanos, en quienes se observo un segmento de 470 
pares de bases (pb), mientras que en Trypanosoma 
cruzi, un segmento de 520 pb. Es importante recalcar la 
necesidad de validar la utilidad de esta prueba en el 
diagnóstico clínico, epidemiológico y entomológico de 
esta enfermedad.
Palabras clave: Leishmania, Reacción en cadena de la 
polimerasa.

Summary
The amplificaron of kinetoplast DNA is becoming increa- 
singgly important in the detection of Leishmania and 
diagnosis of leishmaniasis. The present study used a pair 
of primers: KIN 1 and KIN 2, which can amplify all 
Leishmania species. These primers were able to amplify 
all of the Leishmania reference strains as well as the 
ones which were isolated front the lesions of the human 
patients. A segment of 470 base pairs was observed in 
all the tested strains. In contrast, 520 base pairs were 
detected for Trypanosoma cruzi using these primers. It 
is important to emphasize the necessity to valídate this 
test for clinical diagnosis as well as for epidemiological 
and entomological investigations.
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Introducción
La leishmaniasis es una parasitosis de distribución mun
dial en la mayoría de las áreas tropicales y subtropicales. 
Está presente en 80 países correspondientes a todos los 
continentes excepto Oceanía. En América constituye un 
problema de salud pública y está presente en por lo menos 
24 de sus países. En Ecuador la leishmaniasis cutánea 
(LC) y mucocutánea (LMC) son endémicas en 18 de las
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21 provincias. En la mayoría de sus focos, afecta prin
cipalmente a los niños y a sujetos de migración recien- te 3a,3b,4,5 en ¿oncje a partir de lesiones humanas, se han 
identificado 5 especies diferentes de Leishmania que in
cluyen: L.(V) braziliensis, L.(V) panamensis, L.(V) 
guyanensis, L.(L) amazonensis y L.(L) mexicana. Las 
cuatro primeras están presentes en los subtrópicos y tró
picos mientras que la última en algunos valles andi-l,2,3a,3b,6,7nos.
Entre las técnicas que en la actualidad se cuentan para el 
diagnóstico de la leishmaniasis está el raspado, que es de 
fácil ejecución, barata, específica, pero con una sensibi
lidad que va del 45 al 50%, lo que da lugar a un elevado 
numero de pacientes, que teniendo leishmaniasis, no 
pueden ser diagnosticados como tales y consecuentemen
te no reciben tratamiento. Las pruebas inmunológicas 
tienen una buena sensibilidad pero no pueden diferenciar 
entre enfermedad actual, pasada o infeccción subclínica y 
además, presentan reacción cruzada con T. cruzi y 
micobacterias, principalmente,8 por lo que la búsqueda 
de técnicas alternativas con adecuada sensibilidad y 
especificidad en el diagnóstico de la leishmaniasis es una 
prioridad. En relación a la tipificación de Leishmania, al 
momento se cuentan con técnicas inmunológicas y bio
químicas como la electroforesis de isoenzimas, anticuer
pos monoclonales, DNA de kinetoplasto digerido con 
enzimas de restricción, densidad de flotación del DNA. 
El inconveniente actual es que para definir a que especie 
pertenece una cepa, se deben realizar al menos tres de las 
técnicas mencionadas.2,3,5,11'13 En los últimos años se han 
realizado esfuerzos importantes tendientes a mejorar las 
técnicas de biología molecular aplicadas al diagnóstico 
de la leishmaniasis y tipificación de Leishmania, basán
dose en las características de su DNA del kinetoplasto 
(kDNA). Wirth y MacMahon-Pratt (1982) describieron 
la ausencia de hibridización cruzada entre el kDNA 
total de L.(V) braziliensis y L.(L) mexicana,10 esto 
permitió el desarrollo de sondas moleculares basadas en 
copias de segmentos del minicírculo, que son los mayo
res componentes del kDNA y por que presentan caracte
rísticas que hacen de ellos blancos ideales, especialmente 
por su elevado número de copias (cerca de 10.000) y por 
ser una región altamente conservada, para cada uno de 
los subgéneros (Leishmania y Viannia), en por lo 
menos 120 pares de bases. De los minicírculos clonados 
completamente, los fragmentos fueron usados con éxito
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en la detección y tipificación de Leishmania (Barker y 
Butcher 1987, Barker y col. 1986, López y Wirth 1986, 
Roger y col. 1988), pero pronto se vio su limitado mar
gen de detección (100-1000 parásitos por muestra).12,14'
19,24,25,30,31
Se desarrollaron otras sondas de diferentes partes del 
genoma nuclear pero no mejoró la sensibilidad.20'23 
En el presente estudio se identificaron 36 cepas de 
Leishmania mas una de T.cruzi, aisladas a partir de 
humanos, mediante la extracción de su DNA y la 
posterior amplificación mediante la técnica de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando un par de 
sondas dirigidas a amplificar el DNA ribosómico (rDNA) 
18S-5.8S ITS1 de kinetoplastídeos. (Vodkin 1992; Howe 
1992; McLaughlin 1992).27'29
Pacientes y métodos
Los pacientes provienen de varias zonas subtropicales, 
tropicales y andina del país. La Leishmania se aisló de 
34 pacientes residentes en el occidente de la provincia de 
Pichincha que incluye el área rural de los cantones Santo 
Domingo de los Colorados, Los Bancos, Pedro Vicente 
Maldonado, Puerto Quito y Pacto. Un paciente del 
Cantón Francisco de Orellana, provincia del Ñapo. Un 
paciente del Cantón Alausí, provincia del Chimborazo. 
Un paciente con enfermedad de Chagas agudo que 
proviene del Cantón Nueva Loja, provincia de Sucum- 
bios, de quien se aisló T. cruzi.
Aislamiento del Parásito
Para el aislamiento de Leishmania, previa anamnesis y 
examen clínico del paciente, se realizó asepcia de la 
lesión y de su borde mas inflamado, se procedió a 
realizar aspirado con
jeringuilla de 3mi conteniendo 500ul de PBS estéril, para 
luego inocular el contenido en un tubo con medio de 
cultivo NNN modificado. Se incubo a 24 grados 
centígrados y se determinó la negatividad o positividad 
mediante observaciones semanales a partir del tercer día 
hasta por un mes. Para aislar la cepa de T. cruzi se tomó 
5ml de sangre periférica del paciente y se sembró en 
medio NNN, seguido de observaciones periódicas hasta 
verificar su positividad o negatividad. Posteriormente, las 
cepas aisladas fueron tipificadas por electroforesis de 
isoenzimas en el Centro de Control de Enfermedades 
(CDC) de Atlanta, USA, indicando las siguientes espe
cies: del occidente de la provincia de Pichincha, 20 cepas 
como L.(V) guyanensis, 10 como L.(V) panamensis y 4 
como L.(V) braziliensis. Del Cantón Francisco de 
Orellana una cepa como L.(V) braziliensis y del Cantón 
Alausí una cepa como L.(L) mexicana.
Se utilizaron como control las cepas de referencia de la 
OMS, L.(V) braziliensis MHOM/BR/75/M2903, L.(V) 
pa-namensis MHOM/PA/LJ94, L.(V) guyanensis 
H0M/BR/75/M4147, L.(L) mexicana
MHOM/BZ/82/BEL21, y L.(L) amazonensis 
MHOM/BR/73/M2269, donadas por el Instituto 
Boliviano de Biología de Altura, la Paz, Bolivia (IBBA), 
y otras por el CDC de Atlanta.

Reacción de PCR
LISIS DEL PARÁSITO: Tanto de las cepas de referencia 
como de las obtenidas a partir de pacientes, en un tubo 
eppendorf de 0.5ml, se tomó luL de sobrenadante con 
aproximadamente 1x10 6 promastigotes/mL, que luego 
de mezclarlo con 19uL de "gen releaser" (Bioventures 
Inc, Murfreesboro), se sometió al termociclador (MJ 
Research) bajo el programa recomendado por la casa 
fabricante, que consiste en: 65°C-30sg; 8°C-30sg; 65°C- 
90sg; 97°C-180sg; 8°C-60sg; 65°C-180 sg; 97°C-60sg; 
65°C-60sg; 8°C-60sg, luego de lo cual cada muestra fue 
centrifugada a 12.000 x g durante 5 minutos, se toma 4uL 
de sobrenadante, que fue utilizado como templete, al que 
se le añadió 36ul de una mezcla que contiene 50uL de 
ampli Taq DNA polimerasa (5U/uL); 320uL de cada 
desoxinucleótido trifosfato disüelto én agua pH:7 
(dATP,dCTP, dGTP,dTTP lOmM), l,4mL de tampón de 
reacción (lOOmM Tris-HCl,500 mM C1K, 15 mM 
MgC12, 0.01%(p/v) gelatina (Sigma). GeneAmp PCR 
Reagent Kit (Perkin Elmer Cetus).
AMPLIFICACIÓN: El par de sondas que amplificaron el 
rDNA ITS1 (Vodkin 1992, Howe 1992, McLaughlin 
1992) consistió de KIN2118. para: 5'
CGCCCGAAAGTTCACC y KIN106. reversa: 5' 
GCGTTCAAAGATTGGGCAAT (50uL de cada uno, 
20uM). La mezcla se realizo en hielo, se añadió dos gotas 
de aceite mineral (Sigma) a cada tubo y se sometió al 
siguiente programa de amplificación en el termociclador: 
94°C-2'; 94°C-1'; 58°C-1'; 72°C-1'; se repitió desde el 
paso 2 por 15 veces; 94°C-1'; 54°C-1'; 72°C-1'; se repitió 
25 veces desde el paso 6; 94°C-1'; 54°C-2'; 72°C-5'. 
ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS Y COLORACIÓN: 
12uL de cada muestra amplificada fue analizada en gel 
de agarosa al 1,5 % en TBE como tampón, se corrió a 90 
voltios por 1 hora en cámara de electroforesis horizontal

28-X-94 
Gen Releaser 
+ amplificación 
31-X-94 
Gel 1.5%
1. L.m. amazonenzis
2. L.m. mexicana
3. L.b. panamemsis
4. L.b. guyanensis
5. L.b. brazilensis
6. Beatriz
7. Ubaldina Torres
8. MARCADOR
9. Tania Chamba
10. Marco Zurita
11. Jaime Guerra
12. Patricia Ortíz
13. Manuel Rodríguez
14. Juan Escobar
15. JosuaBrown

Figura 1. Amplificación de las cepas de referencia, junto con las 
cepas aisladas para el estudio. Muestra el producto 470PB 
mediante el uso de las sondas KIN1 y KIN2.
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(Bio-rad), los productos de DNA fueron visualizados 
coloreando el gel con bromuro de ethidio (lug/uL) 
durante 20 minutos, seguido por 3 lavados con agua 
corriente por 15 minutos cada uno. Como marcador de 
DNA se utilizó el VI (Boehringer Mannheim), el cual 
tiene las siguientes bandas* 2176,1766,1230,1033, 653, 
517, 453, 394, 298-298, 234-234-220, 154-154, el 
tamaño de los segmentos está dado en pb.

23. Patricio Pavón 
26. Teresa
28. Edison Nieto
29. Cristina Madrid
30. Cindi Aguilera
31. Luis Villamar 
DS3
MW
DS6
DS7
39. Alexis Pozo
40. T. Cruzi
41. Neisser Hidalgo 
14. Cármen Martínez 
(-) Control Negativo

Figura 2. Amplificación del producto de 470pb de las diferentes 
especies de Leishmania y del producto de 520 correspondiente a 
T.cruzi, mediante el uso de las sonda KIN1 y KIN2.

Resultados
Las sondas utilizadas para la amplificación • de la 
secuencia ITS1 de las diferentes cepas de Leishmania, 
tanto las de referencia como las aisladas de pacientes, 
presentaron un segmento de 470pb (Figura 1), mientras 
que con T. cruzi uno de 520pb (Figura 2). Esto indica 
que la región ITS1 en Leishmania difiere de su 
equivalente en T. cruzi por el número de pb.
Discusión
En este estudio ninguna especie de Leishmania presento 
bandas similares a la cepa de T. cruzi analizada, que se 
traduce en un patrón de migración en el gel, claramente 
diferenciable entre estos dos géneros. Los hallazgos de 
McLauglhin y cois (1993), se reconfirman con los resul
tados de este estudio en el que utilizamos las mismas 
sondas KIN1 y KIN2, que reconocen y amplifican todas 
las especies de leishmania utilizadas tanto del subgénero 
Leishmania como Viannia. Los resultados confirman a 
esta prueba como óptima en la detección de leishmania 
en cultivos. La sonda ensayada en este estudio se perfila 
en el futuro de mucha utilidad en la práctica epidemio
lógica ya que puede diferenciar claramente entre Leish
mania sp y T. cruzi (diferencia que se repite en todos 
los ensayos realizados) parásitos que con regularidad 
están presentes en forma simultanea en las áreas en 
donde interesa estudiar y controlar estos agentes patóge

nos, es conocido que con las técnicas serológicas que 
utilizan antígenos crudos, sea de Leishmania o de T. 
cruzi, es difícil evaluar estas patologías por separado, 
esto debido a la frecuente reacción cruzada entre estos 
dos géneros. Por otro lado, esta sonda debería ser 
aplicada en la detección de Leishmania en el intestino de 
Lutzomyia, su vector, pero con la precaución de evaluar 
la misma previamente en Crithidia, 
otro Tripanozomatidae que también parasita a este 
insecto y que no tiene acción patogénica en el hombre, 
pero que al examen microscópico del intestino del vector 
no hay forma de diferenciarlo con Leishmania. En forma 
adicional, es mandatorio plantearse para el futuro, la 
utilización de sondas más específicas como la MP3H y 
MP1L descritas por López y cois, que amplifican una 
secuencia de kinetoplasto de 70 pares de bases específica 
de Leishmania del subgénero Viannia (trabajo en prepa
ración), frente a las limitaciones existentes respecto a las 
pruebas de diagnostico tradicionales, por su escasa sensi
bilidad. De esta forma, es inminente considerar la imple- 
mentación del PCR como técnica de utilidad diaria en los 
centros diagnósticos de mediana y gran complejidad, así, 
en el caso de la leishmaniasis, es básica para realizar un 
diagnóstico mas rápido, de mayor sensibilidad y especi
ficidad, facilita la detección del parásito en vectores y 
reservorios, permite seguir la evolución de enfermos en 
tratamiento y además, como se mencionó anteriormente, 
utilizando sondas mas específicas,14’31 en el futuro se 
podrá, a más de identificar Leishmania, tipificarla a 
partir de la misma muestra tomada para el diagnóstico, 
evitando en lo posible una probable selección por compe
tición (cuando son infecciones mixtas) por la necesidad 
de un gran número de parásitos y el ahorro en el costo y 
el tiempo requerido por otras técnicas de tipificación. 
Finalmente, los justificativos presentados y el panorama 
de la salud en el país y el mundo, permiten considerar 
que en la actualidad se ha dado un importante avance en 
el desarrollo de técnicas de biología molecular, las 
mismas que ofrecen posibilidades de mayor efectividad 
en la detección de microorganismos y por consiguiente 
estas son herramientas adecuadas para el diagnóstico 
clínico, estudios epidemiológicos y entomológicos de la 
mayoría de la patología infecciosa.
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