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Introducción. La leishmaniasis es una enfermedad de gran prevalencia en Colombia, donde al 
menos seis especies diferentes la originan en el ser humano, con un amplio rango de características 
clínicas. La tipificación de la especie es importante, no solo desde el punto de vista epidemiológico, 
sino para el diagnóstico, dado que el tratamiento puede variar dependiendo de la especie identificada. 
En la identificación se han utilizado varias alternativas metodológicas con diferentes niveles de 
poder discriminatorio.
Objetivo. Identificar especies de Leishmania mediante la amplificación molecular de un fragmento 
del gen hsp70.
Materiales y métodos. Se amplificó un fragmento del gen hsp70 mediante reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR-hsp70) y se hizo el análisis de los polimorfismos de la longitud (Restriction Fragment 
Length Polymorphism, RFLP) de los fragmentos de restricción de 81 aislamientos clínicos de Leishmania 
spp. de pacientes con leishmaniasis cutánea y mucocutánea para la identificación de las especies 
presentes.
Resultados. Se obtuvo un solo amplicón para todas las muestras analizadas. La restricción enzimática 
de los 81 productos permitió la identificación de 70 con dos patrones de bandas que correspondían a 
dos alelos de Leishmania braziliensis (62 y ocho aislamientos, respectivamente), nueve aislamientos 
compatibles con L. panamensis y dos con L. guyanensis. El origen geográfico de los aislamientos 
coincidió con el de reportes previos sobre la distribución de dichas especies en Colombia.
Conclusiones. La técnica de la PCR-hsp70 y el análisis de RFLP fueron útiles para identificar las 
especies de Leishmania aisladas de muestras clínicas de Colombia y pueden aplicarse también en el 
estudio de cepas de vectores y reservorios de importancia epidemiológica.

Palabras clave: Leishmania, diagnóstico, reacción en cadena de la polimerasa, polimorfismo de 
longitud del fragmento de restricción. 
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Molecular identification of Leishmania spp. in clinical isolates from Colombia based on hsp70 gene

Introduction: Leishmaniasis is highly prevalent in Colombia, where at least six different species can 
cause disease of varying clinical presentations in humans. The identification of the infecting species 
is quite important for prognosis, therapeutics and epidemiology. Different techniques with variable 
discriminatory power have been used for the identification. 
Objective: To carry out the molecular identification of Leishmania species through the amplification of 
a fragment of the hsp70 gene.
Materials and methods: Molecular amplification of the hsp70 gene fragment (PCR-hsp70) followed by 
restriction fragment length polymorphism analysis (RFLP) was done for identification purposes using 
DNA from 81 clinical isolates of Leishmania. 
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Results: A single amplicon was obtained for all samples analyzed. The enzymatic restrictions of the 
81 PCR products identified 70 with a banding pattern corresponding to L. braziliensis with two different 
patterns (62 and eight isolates, respectively), nine isolates compatible with L. panamensis and two 
with L. guyanensis. The geographical origin of the isolates is consistent with previous reports about the 
distribution of the corresponding species in Colombia. 
Conclusions: The PCR-hsp70/RFLP technique used is a valid tool for the identification of Leishmania 
species isolated from clinical samples of patients in Colombia, which may also be applicable to the 
study of strains obtained from vectors and reservoirs with epidemiological significance.
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La infección del hombre por parásitos del género 
Leishmania, de amplia distribución mundial, 
puede producir leishmaniasis, un complejo de 
enfermedades presentes en todas las áreas geo-
gráficas, principalmente en países tropicales y 
subtropicales, donde 350 millones de personas se 
encuentran en riesgo de contraerla. Se estima que 
cada año hay 1,5 a 2 millones de nuevos casos, 
de los cuales 500.000 corresponden a la forma 
visceral y, el resto, a casos de leishmaniasis 
cutánea y, en un porcentaje menor, a leishmaniasis 
mucocutánea, cifras que, aunque se aceptan 
actualmente, continúan en revisión (1).

Teniendo en cuenta la variedad de especies 
que pueden ser patógenas para el hombre y las 
diferentes condiciones geográficas en las que se 
dan, la leishmaniasis se puede considerar como 
un grupo polimorfo de enfermedades complejas, 
con características y opciones de tratamiento y 
pronóstico diferentes (2).

La variedad en la presentación clínica depende, 
por lo general, de varios factores, entre los 
cuales la propensión genética del huésped, el 
contexto inmunológico en que se produce la 
infección (3,4) y la especie de Leishmania (5), 
son los más importantes. Es por ello que la deter-
minación de la especie infecciosa ha pasado a 
ser un requisito esencial para el diagnóstico y el 
tratamiento (6), así como para la comprensión de 
aspectos epidemiológicos fundamentales como 
la identificación de especies simpátricas o impor-
tadas, las especies asociadas con el fracaso del 
tratamiento, la incriminación y la asociación de 

posibles vectores y parásitos, o la determina-  
ción de la presencia de especies híbridas, entre 
otros (7).

En la identificación de especies se utilizan los 
métodos moleculares debido a su gran sensibilidad 
para detectar el parásito infeccioso en muestras 
de humanos, animales vertebrados e insectos 
vectores. Las amplificaciones basadas en la reac-                                                                                    
ción en cadena de la polimerasa (PCR) han 
utilizado diversos blancos moleculares, como los 
espaciadores internos de la transcripción del ARN 
ribosómico (ITS-rRNA) (8), el ADN del cinetoplasto 
(kDNA) (9,10) y el gen que codifica la proteína de 
choque térmico de 70 kDa (hsp70) (11), cuya utilidad 
se ha comprobado ampliamente en años recientes.

Esta identificación puede hacerse de manera 
directa con una PCR específica para la especie 
(12), o mediante procedimientos posteriores a 
la amplificación molecular, como el análisis del 
tamaño de los fragmentos de restricción (Restriction 
Fragment Length Polymorphism, RFLP) (13-15). 
En este contexto, la variante PCR-hsp70/RFLP 
basada en el gen hsp70, propuesta por García, et 
al. (11), y modificada posteriormente, detecta 14 
especies de importancia médica usando un solo 
par de cebadores y, a partir de un único producto 
de amplificación, logra identificar individualmente 
la mayoría de dichas especies mediante una o dos 
restricciones enzimáticas (15). Esta variante se 
ha aplicado tanto al análisis de cepas como al de 
muestras clínicas humanas (16).

En Colombia se han reportado, al menos, seis 
especies de Leishmania distribuidas en el territorio: 
L. panamensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L.                                                                                              
mexicana y L. amazonensis, asociadas con las 
formas cutánea y mucocutánea de la enfermedad, 
y L. infantum (L. chagasi), asociada principalmente 
a la forma visceral (17). Asimismo, se han aplicado 
distintos protocolos moleculares para la identifica-
ción de estos parásitos en cepas de referencia y 
aislamientos de casos clínicos (18,19).
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En este contexto, el objetivo de este trabajo fue la 
identificación molecular de especies de Leishmania 
provenientes de distintas zonas de Colombia 
mediante la aplicación de la técnica de PCR-
hsp70/RFLP a un grupo de aislamientos clínicos 
no caracterizados, lo cual podría ser de interés 
para el manejo de esta enfermedad y el conoci-
miento de la biología de su agente etiológico.

Materiales y métodos

Aislamientos clínicos

Se utilizaron parásitos cultivados obtenidos de 81 
muestras de biopsias y raspados de pacientes con 
leishmaniasis cutánea, provenientes de distintas 
áreas geográficas del país y atendidos en el 
Programa de Estudio y Control de Enfermedades 
Tropicales (PECET) de la Universidad de Antioquia 
en Medellín, Colombia. Para mantener los parásitos 
in vitro se incubaron a 26 °C en medio Schneider 
(SIGMA, St. Louis, MO, EUA) con suplemento de 
10 % de suero fetal bovino, inactivado por calor a 
56 °C con una mezcla de estreptomicina (250 μg/
ml) y ampicilina (100 UI).

Obtención del ADN a partir de los aislamientos 
clínicos

Para la extracción del ADN se utilizó el método 
descrito por Sambrook, et al. (20), a partir de los 
parásitos obtenidos de los aislamientos.

Cebadores para la amplificación del gen hsp70

Se utilizaron los cebadores propuestos por García,                                                                   
et al. (11), los cuales amplifican un fragmento 
polimórfico de 1.422 pb del gen hsp70 de 
Leishmania spp. y permite la tipificación de 
numerosas especies de Leishmania mediante 
digestión enzimática (15). Los cebadores se sinte-
tizaron con SIGMA Genosys (Bornem, Bélgica), 
cuyas secuencias (5’-3’) son la positiva para  hsp70: 
5´ GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3´ y la negativa 
para hsp70: 5´ CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3´.

Protocolo de la PCR-hsp70

La mezcla de reacción (50 μl) contenía 200 μM de 
cada trifosfato de desoxirribonucleótido (dNTP) 
(Promega, EUA); 1X de la solución tampón (Tris-
HCl 670 mmol/l pH=8,8; (NH4)2SO4 160 mmol/l; 
Tween 20 0,1 %); 2,5 mmol/L de MgCl2; 1 U de la 
enzima SilverStar TaqDNA polimerasa (Eurogentec, 
Seraing, Bélgica) y 0,4 μmol/L de cada cebador, 
además de dimetilsulfóxido al 0,25 % (DMSO) y 
100 fg del ADN obtenido de los aislamientos. Se 
incluyó en todos los experimentos agua destilada 

como control negativo y, ADN de L. braziliensis, 
cepa MHOM/BO/--/CUM180, como control positivo. 
Las reacciones de amplificación se hicieron en un 
termociclador PTC-0150 Mini-Cycler (MJ Research, 
Waltham, MA, EUA).

El protocolo consistió en la desnaturalización 
inicial (a 94 °C, durante 5 minutos) seguida de 33 
ciclos de desnaturalización (a 94 °C durante 30 
segundos), hibridación (a 61 °C durante un minuto) 
y extensión (a 72 °C durante tres minutos), con una 
extensión final a 72 °C durante ocho minutos. La 
amplificación se verificó mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 2 % teñido con bromuro de 
etidio a 3,5 V/cm durante 30 minutos.

Restricciones enzimáticas y análisis de la PCR-
hsp70/RFLP

Los productos obtenidos en todas las reacciones 
de PCR-hsp70 se precipitaron en 70 % de etanol 
absoluto y se suspendieron de nuevo en 10 μl 
de agua bidestilada estéril. La restricción de los 
productos amplificados se hizo en un volumen total 
de 10 μl a 37° C durante toda la noche. Se utilizaron 
5 μl del ADN precipitado, 1X de la solución tampón 
de la enzima (Tris-HCl 10 mol/L pH=8,5; MgCl2 
10mol/; KCl 100mol/L; BSA 0,1 mg/ml), y 2 U de 
la enzima HaeIII (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, 
Alemania), según las instrucciones del fabricante. 
Con base en los resultados, se hizo una segunda 
digestión enzimática siguiendo el algoritmo pro-
puesto por Montalvo, et al. (15), utilizando 2 U de 
las enzimas BccI (New England Biolabs, Ipswich, 
M A, EUA) para discriminar L. panamensis de 
L. guyanensis, y RsaI (MBI, Fermentas) para 
diferenciar L. braziliensis de L. peruviana. La 
restricción con RsaI permitió distinguir alelos 
diferentes de L. braziliensis en concordancia con 
lo reportado por Fraga, et al. (21). Para una mayor 
comprensión, la figura 1 muestra el flujograma de 
restricción seguido en este trabajo.

El  tamaño de los fragmentos producidos por la 
restricción enzimática de los productos ampli-
ficados (PCR-hsp70/RFLP), se determinó por 
electroforesis en gel de agarosa de alta resolución 
al 3 % (Gentaur, Bruselas, Bélgica), a 3,5 V/cm 
durante tres horas. Se comparó la talla de las 
bandas obtenidas con las del marcador de peso 
molecular (Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder; 
MBI, Fermentas, St Leon-Rot, Alemania). Se 
determinaron las bandas obtenidas de acuerdo 
con la enzima utilizada en las restricciones 
enzimáticas, tomando en cuenta los patrones 
característicos reportados previamente (15,21).
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Aspectos éticos

En el momento de la toma de la muestra clínica 
se obtuvo el consentimiento informado de todos 
los pacientes para permitir que sus aislamientos 
clínicos se emplearan en el estudio y en otros 
proyectos de investigación.

Resultados

El ADN obtenido de los aislamientos resultó 
adecuado para hacer las amplificaciones mediante 
PCR-hsp70. Se obtuvieron los amplicones del                                                          
tamaño esperado (1,4 kpb) para todos los aisla-
mientos clínicos de Leishmania spp. analizados 
provenientes de pacientes con leishmaniasis 
cutánea o mucocutánea. La precipitación posterior 
de los ácidos nucleicos permitió la restricción 
enzimática en todos los casos. 

La digestión con HaeIII produce patrones de 
bandas que pueden ser individuales, o compartidos 
por dos o más especies (20) y, en este caso, se 
obtuvieron los patrones correspondientes a dos 
grupos: L. braziliensis-L. peruviana-L. naiffi en 
70 aislamientos y L. panamensis-L. guyanensis 
en los 11 restantes (figura 1). No se evidenciaron 
patrones relacionados con otras especies del 
género Leishmania. 

Como no fue posible diferenciar especies indivi-
duales tras la primera digestión de los productos 
(figura 1A), se hizo una segunda restricción 
enzimática. La digestión con RsaI mostró que 
los 70 aislamientos digeridos presentaban un 
patrón característico de L. braziliensis-L. naiffi 
(con bandas de 579 pb y 282 pb) (figura 1B). En 
ocho de las 70 muestras se evidenció, además, 
una banda adicional de 686 pb correspondiente a 
un patrón característico de un alelo diferente de L. 
braziliensis (figura 1B). En las 11 muestras restantes, 
la digestión con BccI permitió identificar nueve 
aislamientos como L. panamensis y dos como L. 
guyanensis (figura 1B). El origen geográfico de los 
aislamientos y el número de especies identificadas 
se muestran en la figura 2 y en el cuadro 1.

Discusión

Las diferentes especies de Leishmania surgidas 
a lo largo de la evolución, e incluso algunas de 
sus variantes genéticas, se pueden identificar 
con el uso de herramientas moleculares como la 
PCR-RFLP. Esto representa una ventaja para las 
áreas endémicas donde existen varias especies, 
así como para el estudio de los casos importados 
y de los que se presentan en los centros de 
referencia (22).

En años recientes el gen que codifica la proteína 
de choque térmico de 70 kDa se ha ubicado entre 
las dianas más utilizadas para la detección y la 
tipificación de Leishmania spp. Con el protocolo 
diseñado por García, et al. (11), se han reportado 
nuevas restricciones enzimáticas basadas en la 
misma PCR, que permitieron distinciones aún no 
registradas de especies o grupos de especies. 
Así, se propusieron nuevas enzimas para distin-
guir entre las especies predominantes en Brasil, 
fundamentalmente del subgénero L. (Viannia) (23), 
y otras para identificar especies no estudiadas con 
anterioridad procedentes del Nuevo o del Viejo 
Mundo (15). Esta es la propuesta utilizada en este 
trabajo, la cual se aplica por primera vez al estudio 
de aislamientos clínicos de Leishmania spp. 
procedentes de distintas zonas de Colombia.

81 aislamientos clínicos
de Leishmania spp. 

positivos en la PCR-hsp70

Hae l ll

(bra/per/nai )
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n=11

(pan/guy )
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Figura 1. Patrones obtenidos tras las restricciones enzimáticas. 
A. La primera digestión (HaeIII) produjo patrones comunes para 
L. braziliensis (bra), L. peruviana (per), L. naiffi (nai), así como 
para L. panamensis (pan) y L. guyanensis (guy). B. La segunda 
digestión (RsaI) produjo un patrón común para L. naiffi (nai) y 
el alelo B1 de L. braziliensis (bra B1), y otro para el alelo B2 
de L. braziliensis (bra B2). La digestión con BccI permitió la 
distinción entre L. panamensis y L. guyanensis con patrones 
individuales. Se indica el número de aislamientos identificados 
por cada especie (n) y el tamaño de los fragmentos obtenidos 
en cada figura. La denominación de alelos B1 y B2 concuerda 
con la propuesta de Fraga, et al. (21).
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En relación con la identificación, la mayoría de 
los aislamientos correspondieron a L. braziliensis, 
la cual puede producir lesiones cutáneas o 
evolucionar hacia la aparición de síntomas 
nasales crónicos que resultan en la destrucción 
progresiva de las cavidades bucal y nasofaríngea, 
causando lesiones deformantes y dolorosas en 
una condición que se conoce como leishmaniasis 
mucocutánea (24). Incluso, se confirmó la enfer-
medad en un paciente tras 40 años de haber 
abandonado el área endémica (25), lo cual 
evidencia su importancia.

El 86,4 % de los aislamientos se puede considerar 
como L. braziliensis con base en la presencia 
de diferentes alelos del gen hsp70 denominados 
L. bra (B1) y L. bra* (B2), de acuerdo con lo 
descrito por Fraga, et al. (21), al emplear el mismo 
procedimiento de PCR-RFLP en el análisis de 
muestras procedentes de Perú y Bolivia. En 
correspondencia con lo informado por estos 
autores, todos los aislamientos caracterizados 
en este estudio como L. braziliensis presentaron 
la banda característica de 579 pb, y unos pocos 
exhibieron, además, la banda adicional de 686 
pb que cuando se presenta de forma individual 
identifica a L. peruviana (15,21).

En este sentido, en un estudio de la evolución del 
complejo L. braziliensis mediante el análisis de la 
longitud de fragmentos polimórficos amplificados 
(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP), 
en el cual se caracterizaron cepas de referencia y 
muestras clínicas, se demostró que, en la mayoría 
de los casos, L. braziliensis dispone de más de 
un alelo para el gen hsp70 y que, solo en pocas 
ocasiones, muestra polimorfismo en el sitio RsaI 
utilizado en las digestiones propuestas. Por lo 
tanto, la mayoría de los aislamientos identificados 
tiene el genotipo de L. braziliensis y, otros, un 
genotipo que combina alelos de L. braziliensis y 
L. peruviana (26), pero no hay elementos que 
permitan considerarlos parásitos híbridos.

El origen geográfico de todos los aislamientos 
caracterizados como L. braziliensis concuerda con 
lo reportado por Corredor, et al. (17), a excepción 
de uno procedente de Tolima, donde los autores 
no reportaron su presencia.

Por otra parte, L. naiffi no se ha reportado en 
Colombia hasta el momento. Con anterioridad se 
había encontrado el polimorfismo intraespecie del 
mismo fragmento de hsp70 en tres secuencias 
nucleotídicas de L. naiffi, lo que permitió distinguirla 
de L. braziliensis mediante restricción enzimática 

Magdalena
L. braziliensis (B1)

L. braziliensis* (B2)

L. panamensis (B2)

L. guyanensis

N

400

Kilómetros

0

Santander
Antioquia

Chocó

Tolima
Meta

Guaviare

Caquetá

Figura 2. Ditribución geográfica de los aislamientos clínicos 
identificados mediante PCR-hsp70/RFLP

Cuadro 1. Origen geográfico y número de aislamientos de Leishmania identificados mediante PCR-hsp70/RFLP

Especie identificada Símbolo * Procedencia geográfica de los aislamientos Total

L. braziliensis alelo B1 Meta (41), Caquetá (7), Guaviare (3), Santander (1), Tolima (1), ND (9) 62

L. braziliensis alelo B2 Meta (4), Guaviare (1), Magdalena (1), ND (2) 8

L. panamensis Meta (1), Tolima (2), Antioquia (1), Santander (1), Chocó (1), Antioquia (1), 
Antioquia (1), ND (1)

9

L. guyanensis Guaviare (1), Caquetá (1) 2

* Ubicación geográfica en el mapa de la figura 2
ND: datos no disponibles
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(23). Más recientemente se han reportado algorit-
mos que permiten esta discriminación mediante la 
amplificación y la posterior digestión de fragmentos 
más cortos del mismo gen hsp70, lo que se validó 
utilizando ADN de cuatro cepas de referencia (27).

Tomando en cuenta la notificación de los primeros 
casos de infección humana por L. naiffi en campos 
militares de entrenamiento en Ecuador, así como 
la presencia de esta especie en los posibles 
vectores asociados con la transmisión (28), 
sería recomendable evaluar los protocolos antes 
mencionados en un número mayor de cepas o 
diseñar identificaciones basadas en estudios de 
secuencias para determinar la presencia de L. 
naiffi y, en consecuencia, su papel clínico y epide-
miológico en áreas donde hasta ahora no se 
conoce su circulación.

La discriminación entre L. panamensis y L. 
guyanensis usando la restricción del producto 
amplificado de la hsp70 con BccI, resulta muy 
evidente si se sigue el protocolo propuesto, el cual 
se evaluó previamente en cepas de referencia, 
aislamientos y muestras clínicas procedentes tam-
bién de Colombia (16).

Leishmania panamensis se considera el principal 
agente etiológico de la leishmaniasis cutánea en 
Colombia y, también, se ha relacionado con casos 
puntuales de leishmaniasis cutánea diseminada 
(29), forma clínica atípica de poca distribución 
mundial y de mayor prevalencia en la zona norte 
de Brasil y la Amazonia colombo-brasilera. Esta 
especie, identificada en 11 % de los aislamientos 
estudiados, es la más ampliamente distribuida en 
el país según Corredor, et al. (17). Otros autores 
identificaron esta especie mediante la metodolo-
gía de anticuerpos monoclonales en 74 % de las 
muestras procedentes de diversas regiones del 
país (30), incluidos los cuatro departamentos de 
donde provenían las muestras aquí identificadas.

Por otra parte, L. guyanensis se identificó solo 
en 2,4 % de los aislamientos, todos procedentes 
del sudeste del país, lo que concuerda con otros 
estudios que reportaron esta especie en unas 
pocas muestras procedentes de los mismos depar-
tamentos de Guaviare (17,30) y Caquetá (17). Sin 
embargo, debe tenerse en cuenta la identificación 
previa de L. guyanensis como agente causal de 
leishmaniasis cutánea en Sucre, lo que constituyó 
el primer reporte de su presencia en la Costa Caribe 
colombiana (18). Este hallazgo también respalda 
el planteamiento de un posible cambio en el patrón 

de transmisión de esta especie en Colombia, la cual 
supondría su adaptación a condiciones ecológicas 
diferentes a las de las zonas selváticas donde 
habitualmente se encuentra, y su diseminación en 
áreas peridomiciliares, lo que es relevante para la 
identificación de casos y el tratamiento (31).

Otras variantes de PCR-RFLP basadas en la 
amplificación de distintas regiones del gen hsp70 
y evaluadas en diferentes contextos, resultan 
más sensibles y específicas para la detección e 
identificación de Leishmania spp. en muestras 
clínicas en zonas endémicas, y constituyen alterna-
tivas para la identificación individual de especies 
según el fragmento de gen que amplifican (32). 

Por el contrario, la tipificación de aislamientos 
clínicos, o de otro tipo, en los que se puede obtener 
gran cantidad de ADN procedente del cultivo de 
los parásitos, no precisa de protocolos con gran 
sensibilidad. En ese caso, la amplificación del 
fragmento de 1.422 pb del gen hsp70 utilizada en 
este estudio podría ser una alternativa atractiva, 
debido al número de especies individuales que 
permite identificar, y contribuir a los estudios 
epidemiológicos en el territorio colombiano u 
otras zonas endémicas que involucren cepas no 
caracterizadas provenientes de casos humanos, 
de vectores y de los posibles reservorios, para 
así tener una aproximación global al estudio de                 
la leishmaniasis.
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