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SELECCION DE CLONES DE TRYPANOSOMA CRUZ] 
POR AISLAMIENTO Y CULTIVO 

Bosseno M.F. I, Yacsik N. 2, Vargas F. 2 & Breniere S.F. 1 

Introduccion 

Las cepas que infectan a los huespedes vectores y mamfferos son poblacio 
nes heterogeneas compuestas de varios clones de T. cruti (Miles & Cibulskis, 
1986; Tibayrenc et al., 1986; Breniere et al., 1989; Bosseno et al., 1996). La 
caracterizaci6n genetics clasica de las cepas de T. cruri (electroforesis de 
isoenzimas, anal isis del ADN) requiere cantidades importantes de parasites y 
necesita el aislamiento y el cultivo masivo de las cepas. Las cepas de los vecto 
res se afslan directamente del tubo digestive: el hemocultivo y el xenodiagn6stico 
permiten el aislamiento de cepas de los pacientes. En todos estos casos, se ne 
cesita un tiempo largo de multiplicaci6n in vitro de los parasites para lograr 
cantidades suficientes y durante este proceso se sup one que ciertos clones pue 
den ser seleccionados (Miles & Cibulskis, 1986; Breniere et al., 1989). 

Gracias a las nuevas tecnicas de biologfa molecular, se pueden identificar 
los clones de T. cruri en las heces y la sangre de los hues pedes sin aislar las cepas 
(Veas et al., 1991; Avila et al., 1991). Como en el cicio domestico boliviano 
circulan mayormente los clonet 20 y 39 (Breniere et al., 1995 & 1998) compa 
ramos en este trabajo las frecuencias de estos clonet en Triatoma infestans antes 
y despues del aislamiento y cultivo masivo de las cepas. Los clonet se detecta 
ron por PCR e hibridaci6n en las heces y a partir del ADN de las cepas y los re 
sultados fueron complementados por el analisis isoenzimatico de las cepas. 

Material y metodos 

Muestreo - Un total de 108 cepas de T. infestans capturados en diferentes 
areas de Bolivia y en sitios dornesticos y peridornesricos fueron aisladas: el tubo 

'IRD. calle Ciceron n" 609. Col. Los Morales. AP 1/530, Mexico DF ; 
lIBBA. La Paz. Bolivia 
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digestivo de cada insecto fue sembrado en condiciones esteriles en medio de 
cultivo NNN y luego en LIT. Las cepas fueron amplificadas por subcultivos 
seman ales hasta la obtencion de cantidades suficientes para su anal isis por elec 
troforesis de isoenzimas (20 mg a 50 mg de sedimento hiimedo de parasites). 
Todos los insectos presentaron fJagelados en sus heces (observacion directa en 
microscopio). Antes del aislamiento, una gota de heces fue recolectada de 5) 
insectos en condiciones apropiadas y conservada a -20nc para la determinaci6n 
de la composici6n clonal por PCRJhibridaci6n. 

Caracterizacion de los clonet 20 y 39 par PCRlhibridaci6n - Las heces re 
colectadas antes del aislamiento se procesaron segun Breniere et al. (1992). EI 
procedimiento consiste en diluir las heces en agua destilada, amplificar las HVRm 
por PCR e hibridar los productos de amplificaci6n, despues de su electroforesis 
y transferencia sobre membranas, con las sondas 20 y 39 especfficas de los clo 
net 20 y 39. La preparaci6n de las sondas fue anteriormente descrita (Veas et al., 
) 99); Breniere et al., ) 992). De la misma manera, la caracterizaci6n de las ce 
pas aisladas fue realizada usando como blanco en la PCR el ADN total obteni 
do por extracci6n fenollcloroformo. Esta caracterizaci6n fue aplicada por 10 
menos sobre una cepa de cada zimodema identificado. 

Caracterizacion isoenzimdtica - EI anal isis isoenzimatico de cada cepa fue 
realizado por electroforesis en acetato de celulosa usando ) 2 sistemas enzirnati 
cos: glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT, EC 2.6.).), glucosa-6-fosfato 
dehidrogenasa (G6PD, EC I.).) .49), glucosa fosfato isomerasa (GPI, EC 5.3.) .9), 
glutamate dehidrogenasa NAD+(GDH NAD+, EC 1.4.) .2), glutamato dehidro 
genasa NADP+(GDH NADP+, EC 1.4.1.4), isocitrato dehidrogenasa (IDH, EC 
1.1.1 .42), malato dehidrogenasa (MDH, EC I.).) .37), enzima malica (ME, EC 
1.1.1.40), peptidasas (substratos: L-leucil-Ieucina-Ieucina and L-Ieucil-L-alani 
na) (PEP, EC 3.4.11 or 13), 6-fosfo-gluconato dehidrogenasa (6PGDH, EC 
) .1.1.44), y fosfo-glucomutasa (PGM, EC 2.7.5.1). Las condiciones experimen 
tales fueron anteriormente descritas por Ben Abderrazak et al, (1993). Las dis 
tancias feneticas de Jaccard (1908) se caJcularon entre pares de cepas y las rela 
ciones evolutivas se visualizaron en un dendrograma construido por el proceso 
de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Averages) con 
el programa Mac Dendro (Thioulouse, ) 989). 

Resultados 

La Tabla I resume los perfiles de hibridaci6n obtenidos antes y despues del 
cultivo masivo de 51 cepas. Cuatro perfiles fueron observados : 
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- productos de peR reconocidos solamente por la sonda 20, correspondientes 
a los clones pertenecientes al clonet 20; 

- productos de peR reconocidos solamente por la sonda 39, correspondientes 
a los clones pertenecientes al clonet 39; 

- productos de peR reconocidos por las dos sondas, correspondientes a una 
infecci6n mixta por clones del clonet 20 y del clonet 39; 

- productos de peR no hibridados correspondientes a una infecci6n por clones 
que no pertenecen ni al clonet 20 y 39. 

Tabla 1. Detecci6n de los clonet 20 y 39 antes y despues del aislamiento y 
cultivo de las cepas de T. infestans 

Detecci6n de 
los clonet 

En heces 
(antes del cultivo) 

En cepas aisladas 
(despues del cultivo) 

Clonet 20 solamente 7 24 

Clonet 39 solamente 16 15 

Clonet 20 + 39 21 4 

Otros clones 7 8 

Frecuencia del clone! 20 0.55 0.55 
Frecuencia del clone! 39 0.73 0.37 

Las distribuciones de los clonet antes y despues del cultivo fueron diferen 
tes (P < 0.001). La frecuencia del clonet 39 fue inferior despues del cultivo y 
solamente 4 infecciones mixtas fueron detectadas en las cepas aisladas. La Ta 
bla 2 detail a la composici6n clonal de las muestras e indica los zimodemas 
identificados. En 12 muestras, despues del cultivo, se identificaron clones dife 
rentes de los previamente caracterizados en las heces. Este resultado evidenci6 
mezclas adicionales lIegando para la muestra a 60.8%. Ademas, en un caso de 
mezcla inicial de los clonet 20 y 39, se identific6 despues del cultivo otro cion 
(Z 13) demostrando una infecci6n multiple de por 10 menos tres clones diferen 
tes. La caracterizaci6n directa es la tecnica mas adecuada para la detecci6n de 
mezclas, sin embargo, algunas mezclas de clonet no fueron detectadas en las 
heces (Tabla 2). 
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Tabla 2. Modificaciones de la cornposicion clonal antes y despues del aisla 
miento y cultivo 

Composicion clonal 

Antes del cultivo (heces) Despues del cultivo (cepas) 
No. de Clonet 20 CIonet 39 Clonet Otros clones 
muestras solamente solamente 20 + 39 

Z* Z* Z** Z* 

Clonet 20 8 4 I 2 0 
solamente ZI, Z5, Z8 ZI8 Z5,Z6 

Clonet 39 16 3 10 I 2 
solamente ZI Z15, ZI7, Z19, Z5 ZII 

Z21, Z22 

Clonet 20 + 39 21 16 3 
ZI, Z2, Z4, Z16, Z17, Z20 Z16 Z13 

Z5,Z7 

Otros clones 6 0 4 
ZI ZI6 ZII, Z9, ZIO, 

Z23,Z24 

* Los mirneros de los zimodemas corresponden a los de la Fig. 1; 
** EI zimodema dominante esta indicado, la mezcla esta identificada por la presencia de 
perfiles superpuestos de dos zimodemas para solamente algunos loci 

EI analisis de las 21 cepas aisladas de triatominos presentando al inicio una 
mezcla de los clonet 20 y 39 mostro c1aramente que el clonet 20 se desarrollo 
con mas frecuencia (0.76) que el clonet 39 (14.3%). La mezc1a permanecio so 
lamente en I caso despues del cultivo (Tabla 2). Algunas cepas fueron identifi 
cadas como distintas de los clonet 20 y 39 mientras estos clonet fueron presen 
tes en las heces. La capacidad de crecimiento de algunos clones distintos de los 
clonet 20 y 39 se mostro mayor. La concordancia entre la composicion clonal 
antes y despues del cultivo fue de 37.2%. La mayorfa de las discordancias fue 
ron debidas a la falta de deteccion de las mezclas iniciales despues del cultivo 
(Tabla 2; 20/31 = 64,5%). 

Las cepas fueron tipificadas por isoenzimas y comparadas ados cepas de 
referencia S034 cl4 y MN pertenecientes a los clonet 20 y 39 respectivamente. 
De las 108 cepas, 2 presentaron un perfil tfpico de mezc1a de zimodemas. EI 
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dendrograma de la Figura I confirmo que las cepas del cicIo dornestico en Bo 
livia se reparten en los dos filum de T. cruzi. En cada filum, la mayorfa de las 
cepas estuvieron estrechamente relacionadas entre si y cercanas a las cepas de 
referencia. 

Los perfiles de la hibridacion de las cepas con las sondas 20 y 39 fueron 
correlacionados a la topologfa general del dendrograma. Los zimodemas no re 
conocidos por las dos sondas fueron los mas alejados de las cepas de referen 
cias (Z I y Z 15, Fig. I). Las cepas que presentaron estos zimodemas fueron ais 
ladas de la region subandina del departamento de La Paz donde la colonizacion 
humana es reciente y abundan especies silvestres. 
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Figura 1. Dendrograma de los zimodemas identificados entre 106 cepas aisladas de T. infestans. 
UPGMA ("Unweighted Pair-Group Method") construido a partir de las distancias de laccard cal 
culadas entre pares de cepas. Los zimodemas I y 15 corresponden a las cepas de referencia per 
tenecientes a los clonet 20 y 39 respectivamente. 
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Discusion 

Casos de infecciones por poblaciones heterogeneas de T. cruzi fueron des 
critos en varias ocasiones gracias a la visualizaci6n de perfiles isoenzimaticos 
superpuestos correspondientes ados zimodemas 0 por el aislamiento de varios 
zimodemas en un mismo huesped. Asi, se evalu6 alrededor de 10% de mezclas 
en vectores y pacientes en Bolivia (Tibayrenc et al., 1986; Breniere et al., 1989). 
Sin embargo, gracias a la caracterizaci6n directa por PCRlhibridaci6n, identifi 
camos tasas de infecciones mixta mucho mas elevadas en T. infestans (Bosseno 
et al., 1996). 

EI presente trabajo demostr6 que la detecci6n de las mezclas en cepas aisla 
das y cultivadas fue poco sensible y que el clonet 20 se aisla mas facilmente 
que el clonet 39. Anteriores trabajos mostraron que las cepas de T. cruzi, c10- 
nadas en el laboratorio, exhibieron grandes diferencias de velocidad de creci 
miento in vitro (Dvorak et al., 1980) y Laurent et al. (1997) mostraron que los 
clones pertenecientes al clonet 20 crecieron mejor que los del clonet 39. Estos 
resultados concuerdan con los nuestros y explican la selecci6n del clonet 20 du 
rante la etapa del cultivo cuando los triatominos presentan al inicio infecciones 
por los dos clonet. La composici6n clonal despues del cultivo serfa dependiente 
de las caracterfsticas de crecimiento in vitro de cada clon. 

La caracterizaci6n directa de los clones de las poblaciones naturales en las 
muestras biol6gicas (heces y sangre) es indispensable para obtener un resultado 
mas exacto de la composici6n clonal en un huesped. De tal manera, se necesita 
desarrollar herramientas apropiadas a la detecci6n y caracterizaci6n de las ce 
pas circulando en una cierta area geografica (ej. sondas de ADN, cebadores 
especfficos de fila ... ). La tecnica debe ser sensible para detectar los parasites 
particularmente en los huespedes (mamfferos) donde, en la mayorfa de las fases 
de la infecci6n, la parasitemia es muy baja. Las partes hipervariables de los 
minicfrculos del. cinetoplasto, facilmente amplificadas por PCR, presentan rmil 
tiples copias y sus secuencias son muy simi lares entre clones geneticarnente re 
lacionados. La producci6n de sondas suplementarias de ADN del cinetoplasto, 
especfficas de otras fila de clones, podrfa permitir el desarrollo de la detecci6n 
directa de clones en otras areas endernicas. 

240 


