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IDENTIFICACION DE LOS CLONET 20 Y 39 
EN HECES DE TRIATOMA INFESTANS 

POR LA REACCION DE LA POLIMERASA 
EN CADENA (PCR) 

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

Alcazar 1.L. 3 & Telleria J. 2 

Introduccion 

Actualmente, la caracterizaci6n genetica de las cepas de Trypanosoma crurl 
consiste en el anal isis isoenzimatico 0 analisis del ADN del genoma e implica 
el aislamiento y cultivo masivo de cada cepa. En la naturaleza los vectores y 
los mamfferos son frecuentemente infectados por poblaciones heterogeneas 
(varios clones) y, en el curso del aislamiento y cultivo masivo, la diversidad de 
los clones que infectan un huesped puede reducirse por selecci6n de ciertos clo­ 
nes (Miles y Cibulskis, 1986; Breniere et al., 1989). 

Para obviar la etapa del cultivo de las cepas, nosotros y otros investigadores 
aplicamos una nueva metodologfa para la detecci6n directa y sensible de T. cruzi 
en las heces de triatominos y en la sangre de mamfferos. Amplificamos por la 
reacci6n de la polimerasa en cadena (PCR) las partes variables de los minicir­ 
culos del ADN del cinetoplasto (HVRm) (Veas eta!., 1991; Avila etal., 1991). 
Ademas, establecimos que las secuencias de las HVRm son especfficas de 
subgrupos de clones filogeneticamente distintos (Breniere et al., 1998). Este re­ 
sultado determin6 el desarrollo de dos sondas (sondas 20 y 39) a partir de las HVRm 
a fin de detectar por PCR y hibridaci6n los grupos de clones correspondientes 
(nombrados clonet 20 y clonet 39) en los diferentes huespedes sin aislar las cepas. 

Este trabajo presenta los resultados de 1a detecci6n directa de los clonet 20 
y 39 en heces de Triatoma infestans capturados en tres departamentos bolivia- 

'IRD, calle Ciceron n° 609, Col. Los Morales, AP 11530, Mexico DF. 
z1BBA, La Paz, Bolivia. 
3 UMSS, Cochabamba, Bolivia. 
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nos. T. infestans es el unico vector de importancia epiderniologica y que se en­ 
cuentra distribuido en todo el pafs. 

Material y metodos 

Los especfmenes de T. infestans provienen de 3 departamentos, Cocha­ 
bamba, La Paz y Santa Cruz; son ninfas y adultos capturados en las casas y en 
las areas peridornesticas (gallineros, conejeras, patios). La Tabla I presenta los 
detalles de la muestra. Las tasas de infecciones de los insectos fueron determi­ 
nadas por la observacion de las heces en el microscopio. La mayorfa de los in­ 
sectos positivos y una muestra de negativos escogida al azar fueron procesados 
por PCR con los controles adecuados (insectos de crianza no infectados). Las 
etapas de la PCR, la preparacion de las muestras, el metoda de produccion de 
las dos sondas y las condiciones de hibridacion fueron previamente descritos 
(Breniere et al., 1992). Asf, las HVRm de las cepas de T. cruzi fueron arnplifi­ 
cadas por PCR de cada muestra de heces infectada. Luego los productos de PCR, 
transferidos sobre membranas despues de su electroforesis, fueron hibridados 
con las sondas 20 y 39. 

La Tabla I presenta las tasas de infeccion de los triatominos en las regiones 
estudiadas. En el departamento de La Paz se visitaron poblaciones situadas en 
Los Yungas Altos, region subandina, que presenta una baja tasa de infeccion de 
los vectores. En esta region se detectaron algunos casos de infeccion humana 
de transmision local (2.2% < 18 afios; 10.1 % > 18 afios), que corresponden a 
una baja tasa de infeccion (6.8%) comparativamente a otras regiones bolivia­ 
nas. En cambio, el departamento de Cochabamba esta considerado como una 
zona altamente endernica (Pless et al., 1992). En la provincia de Mizque se 
examinaron 490 personas, nifios y adultos, y la seroprevalencia fue del 42,5%. 
En la Provincia de Cordillera la tasa de infeccion de los triatominos es muy 
elevada, y la tasa de infestacion de las casas por triatominos es mas 0 menos 
del 100%. No se hizo encuestas serologicas pero la transmision serfa muy ele­ 
vada. 

Resultados 
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Tabla 1. Origen geografico de las colectas y tasa de infecci6n de los triatomi- 
nos. 

Departamento Provincia No. de Tasa de infeccion" 
comunidades Examinados No. positivos o/r infecci6n 

----- --_._----- - -- -------------------- _. -- - - - ---_ .. --_---- 
La Paz Nor Yungas 12 858 127 14.8 

Sud Yungas 4 292 27 9.2 
Caranavi 17 236 14 5.9 
Total 33 1386 168 12.1 

Cochabamba CamperofMizque 4 361 162 44.9 

Capinota 15 498 229 46.0 
Cercado I 235 127 54.0 
Total 20 1094 518 47.3 

Santa Cruz Cordillera 2 387 158 40.8 

Total 55 2867 844 29.4 

* Examen de las heces de cada insecto en el microscopio 

Tabla 2. Comparaci6n de la detecci6n de flagelados en las heces por microsco­ 
pia y PCR 

---- 
Departamento OBM --------- 

+ Comparaci6n de las dos tecnicas 
----- ---- 

PCR % sensibilidad I % concordancia 0/( discrepancias' 
- -- -- -_--- --_,----- 

No. + + OBM PCR A B -_._---- ._---- -------------------- ----- 
La Paz 177 73 13 6 85 93.0 86.0 89.3 7.3 3.4 
Cochabamba 319 202 36 12 69 95.0 86.0 85.0 11.3 3.7 
Santa Cruz 179 94 84 I 0 99.0 53.0 52.5 47.0 0.5 
Total 675 369 133 19 154 96.0 74.0 77.5 19.7 2.8 - 

I La sensibilidad de cad a tecnica esta calculada se gun la formula siguiente: ni/N, 
nie mimero de positivos por una tecnica en particular, N = mimero de positivos por 
cualquiera de las dos tecnicas, OBM = observaci6n al microscopio. 

% de concordancia = % de muestras positivas 0 negativas en ambas tecnicas, 

% de discrepancias A = % de muestras positivas por microscopfa y negativas por PCR; 
B = % de muestras positivas por PCR y negativas por microcopfa. 
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Tabla 3. Identificacion de los clonet 20 y 39 de T. cruri en heces de T. infes­ 
tans por peR e hibridacion con sondas de ADN especfficas. 

Departamento No. y % reconocidos 
~-~ ---- 

Por la sonda Por la sonda Por las Por ninguna de 
No. 20 sola 39 sola 2 sondas las dos sondas Valor del X2# 

~--- -"--~--- 
No. o/e No. o/c No. % No. % ----- -------- 

La Paz 79 24 30.4 17 21.5 28 35.4 10 12.7 
0.9* 

Cochabamba 214 62 29.0 44 20.6 87 40.7 21 9.8 64.4** 
37.4** 

Santa Cruz 95 17 17.9 42 44.2 5 5.3 31 32.6 

Total 388 103 26.5 103 26.5 120 30.9 62 16.0 

# : EI valor del Chi cuadrado esta calculado entre las poblaciones 2 a 2 (gl = 3); * P > 0.05, ** 
P < 0.001 

Tabla 4. Prevalencia de las infecciones mixtas: cornparacion de las tasas ob­ 
servadas y teoricas. 

Frecuencias* Infecciones mixtas** 
------- ~ .~ 

Departamento No. clonet Zf) clonet 39 No. observado No. te6rico Chi 2 P 

La Paz 79 0.66 0.57 28 29.7 0.1 >0.05 

Cochabarnba 214 0.70 0.61 87 91.4 0.2 >0.05 

Santa Cruz 95 0.23 0.49 5 10.7 2.3 >0.05 

Total 388 0.57 0.57 120 126 0.2 >0.05 

Las frecuencias de los clonet son calculadas a partir de los datos de la Tabla 3. 

** Infecciones mixtas observadas = no. de muestras de heces hibridadas por las sondas 20 y 39 
a la vez (datos en Tabla 3). Infecciones mixias teoricas = no. de rnucstras calculado con la 
formula siguiente: N x (frecuencia clonet 20) x (frecuencia clonet 39). con N = mimero de 
muestras estudiadas. P esrirnado de las diferencias entre observados y teoricos por el test del 
Chi-cuadrado (gl = I). 

Para investigar el beneficio y la sensibilidad de la peR para la deteccion de 
T. cruri en heces se analizo un total de 675 muestras de estos tres departamen­ 
tos, de las cuales 502 presentaron f1agelados al microscopio (Tabla 2). Las 
muestras peR + exhibieron una banda mayor de 270 pb, anteriormente deter- 
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minada como especffica de T. cruri (Yeas et al., 1991). Los controles (heces no 
infectadas procedentes de los insectos de laboratorio y las muestras de agua) 
fueron todos PCR - como se esperaba. Las dos tecnicas presentaron una tasa 
de concordancia del 77,14% (Tabla 2). Los casos de discrepancias fueron en su 
mayoria aquellos con la falta de arnplificacion por PCR de muestras positivas 
al microscopio (87%). Sin la muestra de la provincia Cordillera (179 insectos 
de los cuales 178 fueron positivos al microscopic), la concordancia entre ambas 
tecnicas fue mas elevada, 86,2%. Los falsos negativos por PCR representaron 
en este caso el 15% de las muestras positivas al microscopio. Adernas el 10% 
de las muestras negativas al microscopio presentaron una PCR +. Para evaluar 
la sensibilidad de la tecnica de PCR, varias concentraciones de ADN purificado 
de una cepa de T. cruzi fueron aiiadidas a varios extractos de las heces de tria­ 
tominos de crianzas. Para una concentracion de 0,2 pg de ADN equivalente 
aproximadamente a un parasite, la PCR fue siempre positiva. En concentracio­ 
nes mas bajas (lOa 100 fg) solamente 30% de las muestras fueron positivas. Si 
se considera que un parasite contiene alrededor de 150-200 fg de ADN, la PCR 
permite detectar un solo paras ito en una muestra de heces. 

Se observaron diferencias entre la sensibilidad de la tecnica aplicada a 
muestras del campo y muestras artificial mente infectadas. Adernas, el analisis 
detail ado por localidades mostro que la sensibilidad fue variable y que podia en 
ciertos lugares ser sorpresivamente baja (data no presentado). 

Se procedio luego a la deteccion de los clonets 20 y 39 por hibridacion de 
los productos de amplificacion PCR + con las sondas especfficas correspon­ 
dientes. Tres perfiles de hibridacion se observaron (Fig. 1) : 

- Muestras reconocidas por una de las dos sondas correspondientes a infeccio­ 
nes por cepas del clonet 20 0 39. 

- Muestras reconocidas por las dos sondas correspondientes a infecciones mix­ 
tas por los dos clonet a la vez. 

- Muestras no reconocidas por ninguna de las dos sondas correspondientes a in­ 
fecciones por otros clones de T. cruti que no pertenecen ni al clonet 20 ni al 39. 

De un total de 388 muestras PCR + hibridadas, la mayoria (84%) fue reco­ 
nocida por una 0, en el caso de infeccion rnixta, las dos sondas (Tabla 3). En el 
muestreo total, los clonet 20 y 39 estuvieron presentes cada unci en 57.4% de 
los triatominos. Un total de 62 muestras no fueron reconocidas por ninguna de 
las sondas ( 16%), correspondiendo a insectos infectados (PCR +) por otros clo- 
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nes que no pertenecieron al clone! 20 ni 39 j , _ .v, ituto taxonornico que do in­ 
determinado. El porcentaje de los otros clones fue mas elevado en el muestreo 
del departamento de Santa Cruz comparado a los dos otros departamentos. POl' 
otra parte, la distribucion de los clones en Santa Cruz se distinguio a la de La 
Paz y Cochabamba; en La Paz y Cochabamba no fueron diferentes (P > OJ)5; vel' 
Tabla 3). EI porcentaje de asociacion del clonet 20 con el 39 en un mismo in­ 
secto fue muy elevado, 30.9% para el muestreo total, lIegando a 40.7% en Co­ 
chabarnba. Bajo la h;:)/'ASis nula 1,' transmisior independiente de los clonet 
identificados per las sondas 20 )- 39 .,e pudo calcular el numero tcorico de in­ 
fecciones mixtas en los triatominos a partir de las estimaciones de las frecuen­ 
cias de los clonets en la poblacion. Los resultados de la Tabla 4 se dedujeron de 
los datos de la Tabla 3 e indicaron que no hay diferencia significativa entre los 
mimeros observado y teorico de infecciones mixtas para cada departamento. 

Discusion 

En este trabajo se dernostro la utilidad de la PCR eomo diagnostico y meto­ 
do de tipificacion de cepas de T. cruz) para estudios epidemiologicos. La sen­ 
sibilidad de la PCR para el muestreo total llego al 74%, un porcentaje mas bajo 
de 10 teoricamente esperado. Esto se explica por la falta de purificacion del ADN 
a partir de las muestras fecales. Para procesar grandes cantidades de muestras y 
evitar la contaminacion de una muestra a la otra, se escogio una preparacion 
sencilla, con dilucion de la muestra en agua, hervido y centrifugado. Este ex­ 
tracto pudo contener varios factores inhibidores de la polimerasa, entre otros 
productos de la sangre ingerida por el insecto. Evidenciamos previamente que 
la tasa de heces positivas en el microscopio con PCR - vario mucho de una lo­ 
calidad a la otra (Breniere et al., 1995). Los insectos procedentes de la provin­ 
cia Cordillera (2 localidades proximas) dieron un resultado similar que no se 
pudo explicar por condiciones experimentales. La presencia de inhibidores de 
PCR en las muestras fecales serfa responsable de la falta de deteccion de un solo 
parasite en ciertas muestras. En cambio, en ciertas muestras negativas en el 
microscopio se tuvo una PCR +. La probabilidad que esta positividad se debio 
a contaminaciones es baja: los controles introducidos en cada ensayo de prepa­ 
racion de muestras fueron negativos como se esperaba, la intensidad de la am­ 
plificacion fue variable entre muestras, adernas fue intensa en algunas de elIas 
(las contaminaciones dan generalmente bandas debiles), las hibridaciones sobre 
estos productos exhibieron los diferentes perfiles posibles, resultados poco com­ 
patibles con una contaminacion que proviene general mente de una misma fuente. 
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La segunda parte de este trabajo fue la caracterizaci6n de los clones circu­ 
lantes en los vectores. Se utilizaron dos sondas que reconocen dos grupos de 
clones, llamados clonet 20 y 39. Cada clonet esta compuesto de clones presen­ 
tando una diversidad genetica reducida pero los dos clonet estan separados en­ 
tre sf por distancias evolutivas grandes. Encontramos que estos 2 clonet son 
mayoritarios en T. infestans y se encuentran ampliamente distribuidos en Boli­ 
via. La caracterizaci6n isoenzimatica de 419 cepas bolivianas por Tibayrenc et 
al. (1986) identific6 tambien clones extremadamente representados, los cuales 
corresponden a los clonet 20 y 39. La caracterizaci6n directa, que evita la etapa 
del cultivo, confirm6 el resultado. La diferencia entre los dos tipos de estudios 
fue el mayor mirnero de infecciones mixtas identificado por laPCRlhibridaci6n. 
El analisis isoenzimatico detect6 solamente 10% de infecciones mixtas y la ca­ 
racterizaci6n directa mas del 50% en varias localidades. Esta estimaci6n es pro­ 
bablemente una subestimaci6n porque se detectaron solamente infecciones mixtas 
de clonet 20 y 39. Se obtuvo una correlaci6n significativa entre las tasas de in­ 
fecci6n de los triatominos de las diferentes comunidades estudiadas y los mi­ 
meros de infecciones mixtas (dato no presentado). 

Dos puntos adicionales pudieron ser analizados gracias a la detecci6n direc­ 
ta de los clonet : 

- La distribuci6n de los clonet 20 y 39 fue diferente entre comunidades e inde­ 
pendiente de las distancias geograficas, y se not6 diferencias notables entre 
localidades cercanas. Este resultado sugiere que los contactos entre poblacio­ 
nes son relativamente limitados, 10 que coincide con la baja capacidad de 
dispersi6n de los triatominos (fuerte estructuraci6n entre poblaciones de co­ 
munidades cercanas). 

- La hip6tesis de una ausencia de interacciones entre los dos clonet no pudo 
ser rechazada. Esto nos sugiere que durante el cicio del parasite a traves del 
vector y de sus huespedes mamfferos no existe selecci6n de un clonet parti­ 
cular. Esto no impide la selecci6n de clones por ciertos huespedes pero la 
diversidad del parasite parece conservada a traves del ciclo completo. 

El punto original de este trabajo fue la puesta en evidencia de infecciones 
mixtas muy abundantes en T. infestans. EI hombre puede adquirir infecciones 
mixtas por picaduras de vectores con infecciones mixtas 0 por reinfecci6n a partir 
de un vector portador de otro clon. En Bolivia, la alta incidencia de las infec­ 
ciones mixtas y la alta prevalencia de los dos clonet 20 y 39 implican que el 
mimero te6rico de infecciones humanas por los dos clonet al mismo tiempo 
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6' 7 8 9 1 

270bp .• - • 
probe 39 

Figura 1. t a) Gc! (I<: a~dru"a al ().X', CUll producio-, de pel{ dl' hccc- lk 1. t nl cstctn» (c'flldu COil 

brornuro de etidio. (b & c) Perfiles de hibridaci6n de estos productos CUll las sondas especfficas 
de los clonet 20 y 39 respectivamente; fila I a 3, controles (utilizando heces de T. infestans de 
crianza); filas 4 y 5, controles negativos (utilizando como blanco agua destilada); fiIas 6 a 13, 
muestras positivas de T. infestans; fila 14, muestra negativa de T. infestans; filas 15 y 16, con­ 
troles positivos (usando lOng de ADN de cepas de referencias de T. cruri pertenecientes a los 
clonet 20 y 39 respectivamente); fila 17, marcador de peso molecular, pUC 19 dirigido por Rsal. 
Las flechas indican la banda mayor amplificada (270 bp). 
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deberfa ser sumamente elevado. Varios trabajos experimentales sobre cepas 
pertenecientes a estos dos clonet mostraron grandes diferencias de virulencia y 
de cornportamiento biol6gico (Laurent et al., 1997; Revollo er al., 1998; Pinto 
da Silva et al., 1998), pero los analisis de coinfecciones son escasos y los efec­ 
lOS desconocidos. La situaci6n de coinfecciones humanas por clones de T. cruzi 
que presentan diferencias geneticas importantes seria la regia general en Boli­ 
via. Las consecuencias de tal asociaci6n sobre la patologia de la enfermedad 
queda por determinar. 
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