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Analisis por LSSP-PCR de la variabilidad genética de
Trypanosoma cruzi en sangre y érganos de ratones

Ana Maria Mejia, Omar Triana

Grupo de Chagas, Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccién. La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, presenta un curso
clinico variable que oscila desde casos asintomaticos a casos crénicos. T. cruzi tiene una
estructura clonal y las cepas infectivas son a menudo multiclonales. La variabilidad genética
de T. cruzi puede ser un determinante para el tropismo diferencial a tejidos vy,
consecuentemente, para las formas clinicas de la enfermedad.

Objetivo. Caracterizar genéticamente los parasitos de sangre y 6rganos de ratones infectados
con dos cepas colombianas de T. cruzi.

Materiales y métodos. Se infectaron ratones con dos cepas colombianas de T. cruzi con el fin
de determinar la infeccién en sangre y 6rganos. Para esto, se evalu6 la sensibilidad de tres
marcadores moleculares diferentes, y se determiné la variabilidad genética de los clones por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa de baja astringencia con un unico iniciador
especifico (LSSP-PCR), utilizando el marcador del ADN del cinetoplasto (kADN). Los perfiles
de bandas obtenidos con la LSSP-PCR se analizaron por el método de neighbor-joining.
Resultados y conclusiones. Nuestros resultados confirmaron la presencia de los dos grupos
de T. cruzi en las cepas y el caracter policlonal de éstas. El marcador mas sensible fue el
kADN y el 6rgano mas afectado, el corazén. Se encontraron diferencias genéticas entre los
clones presentes en la sangre y los 6rganos de los ratones infectados. En conclusion, estos
resultados apoyan el uso de la LSSP-PCR para el entendimiento de la epidemiologia de la
enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, variacion genética, LSSP-PCR, ADN del cinetoplasto,
Enfermedad de Chaga

Genetic variability of Trypanosoma cruzi in blood and organs of infected mice determined
by LSSP-PCR

Background. Chagas’ disease, caused by Trypanosoma cruzi, has a variable clinical course,
ranging from asymptomatic infection to chronic disease. Trypanosoma cruzi has a clonal
population structure, although infecting strains are often multiclonal. Genetic variability of T.
cruzi may be one of the determinant factors in differential tissue tropism and consequently of
the clinical forms of the disease.

Objective. To examine this possibility, mice were infected with two Colombian T. cruzi strains
to determine the distribution of genetic variants in blood and organs. The sensitivity of three
molecular markers was evaluated, and the genetic variability of the clones was determined.
The latter was attained by means of low-stringency single specific primer polymerase chain
reaction (LSSP-PCR) using a kinetoplast DNA (kDNA) marker. The kDNA signatures obtained
with the LSSP-PCR were analyzed by neighbor-joining.

Results and conclusion. The presence of the two lineages of T. cruzi was confirmed, as well
as the multiclonal character of the two strains. The most sensitive marker was the kDNA. The
most affected organ was the heart, which showed the greatest number of positive results with
the three markers. Genetic differences were noted between the clones from the blood and
organs of infected mice. These results support the value of the LSSP-PCR technique for the
study of the molecular epidemiology of Chagas’ disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi, genetic variability, LSSP-PCR, kinetoplast DNA, Chagas’
disease.
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La enfermedad de Chagas, causada por el
Trypanosoma cruzi, afecta a 17 millones de
personas de diferentes regiones de Centro y
Surameérica. Esta situacion ha convertido la
enfermedad en un problema de salud publica en
muchos paises. En Colombia afecta cerca del 5%
de la poblacién y, aproximadamente, el 11% esta
en riesgo de contraer la infeccion (1).

Aunque la enfermedad de Chagas se reporta desde
hace casi 100 afios (2), poco se conoce de su
patogénesis. El curso clinico es muy variable; se
presenta desde casos asintomaticos hasta casos
crénicos graves que pueden involucrar problemas
cardiacos, gastrointestinales o ambos (3). La
gravedad y los sintomas de la enfermedad varian
en las distintas regiones donde se presenta y se
ha sugerido que dicha variabilidad puede ser el
resultado de factores genéticos tanto del
hospedero como del parasito (4).

T. cruzi es considerado como un organismo
diploide, aunque su reproduccion es basicamente
clonal (5,6); su interaccion sexual se restringe a
algunas poblaciones selvaticas (7). Mediante
ensayos con isoenzimas y microsatélites se
encontré que las cepas de este protozoo son
frecuentemente multiclonales (6,8) v,
posiblemente, los pacientes y los vectores se
infectan al menos con dos clones genéticamente
diferentes (9,10).

Desde principios del siglo pasado se ha postulado
que la distribucion diferencial de T. cruzi en los
tejidos puede influir en la patogénesis de la
enfermedad (11). Diferentes estudios han logrado
determinar algunas asociaciones epidemiologicas
de la enfermedad en las diferentes regiones. Asi,
mientras las manifestaciones gastrointestinales
son raras en Centroamérica, México, Colombiay
Venezuela (12), en Brasil, estas manifestaciones
tienen mayor incidencia con o sin patologia
cardiaca asociada (13). Sin embargo, en estudios
recientes se ha podido establecer que las
poblaciones multiclonales que infectan un
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individuo, tienen clones con tropismo especifico a
diferentes tejidos y es exactamente la distribucién
de estos clones lo que puede influir o determinar
el curso clinico de cada paciente (14). También
se ha observado que los clones predominantes
en las cepas pueden ser los responsables del
tropismo preferencial hacia érganos y tejidos
especificos, y esto podria contribuir a diferentes
patrones de manifestacion clinico-patoldgica en
un area geografica determinada (15), lo que se
conoce como el “modelo histotropico clonal” de la
enfermedad de Chagas (16).

En busqueda de un mejor entendimiento de la
epidemiologia molecular y de la variabilidad clinica
de la enfermedad de Chagas, se ha propuesto
estudiar la variabilidad genética del parasito
directamente de los tejidos (17,18). Para realizar
estos estudios, tanto de las cepas en cultivo como
en tejidos, se ha sugerido la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa de baja astringencia
con un unico iniciador especifico (LSSP-PCR) que
permite traducir el polimorfismo intraespecifico de
una secuencia de nucleotidos en perfiles
electroforéticos unicos y reproducibles. Los
cambios en una base pueden alterar el patron
multibandas generado por la LSSP-PCR y producir
nuevos perfiles que son diagnosticos de
alteraciones especificas (9,17,18). Esta técnica
ha sido validada por comparacién de secuencias
del marcador analizado (19-21).

Teniendo en cuenta que en Colombia también se
reportd una estructura clonal para las cepas de T.
cruzi (22,23), el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la variabilidad genética de dos cepas
colombianas de T. cruzi en la sangre y los
diferentes érganos de ratones, durante el curso
de la infeccion, mediante el uso de la LSSP-PCR.
Este aspecto es de gran importancia para el
entendimiento de la diversidad de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad de
Chagas.

Materiales y métodos
Parasitos

Se utilizaron dos cepas colombianas de T. cruzi
pertenecientes al grupo |: Cas15y Mg8. La primera
se aisl6 del vector Rhodnius prolixus silvestre del
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departamento de Casanare en el 2000. Esta cepa
se ha mantenido en el Laboratorio de Chagas de
la Universidad de Antioquia por repiques sucesivos
cada siete dias en medio de cultivo liquido LIT a
28°C (24) y por infeccion a ratones BALB/c. La
segunda se aisl6 del vector Triatoma dimidiata
silvestre del departamento del Magdalena en el
2003, fecha en la cual se llevo a cabo este estudio.
Ademas, se utilizaron las cepas Y de Brasil y Af1
de Colombia, pertenecientes al grupo T. cruzi I,
como control en algunos de los experimentos.

Infeccion de los ratones

Cada cepa fue evaluada en 9 ratones machos
BALB/c de 20 dias de edad. Los ratones se
inocularon intraperitonealmente con 12x10°
tripomastigotes, obtenidos del medio de cultivo. A
los ocho dias después de la inoculacion se evaluo
la infeccion por el método del microhematocrito
(25) y se obtuvo una gota de sangre de la cola de
cada animal para ser analizada por PCR (26). Este
procedimiento se repitié cada 8 dias hasta llegar
al dia 32 después de la infeccion. A los 16, 24 y
32 dias posteriores a la infeccion se sacrificaron
tres ratones infectados con cada una de las cepas
y se les extrajo el corazon, el higado, el bazo y el
intestino delgado para estudiar la presencia del
parasito en cada uno de ellos. Como control
negativo se utilizé6 un raton macho BALB/c no
infectado. El sacrificio de los ratones se llevo a
cabo por el método de inhalacion de CO,, el cual
es aprobado por el Comité de Etica para
experimentacion con animales de la Universidad
de Antioquia.

Extraccion del ADN

El ADN de los epimastigotes de las cepas en
cultivoy de las manchas de sangre se obtuvo por
los métodos de salting out (27) y Chelex® (26),
respectivamente. EIADN de los 6rganos se obtuvo
por extraccion con fenol-cloroformo (28), previa
homogeneizacion en solucién de digestion (SDS
10%, NaCI5 M, EDTA 0,5 M, Tris-HCI 1 M pH 7,5)
y proteinasa K (100 pg/ml).

Deteccién del parasito por PCR

Para determinar si el parasito se encontraba
presente en la sangre y en los diferentes érganos,
se utilizaron tres marcadores diferentes: el ADN
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del cinetoplasto (kADN), el espaciador intergénico
de los genes miniexon y una secuencia satélite
del ADN nuclear de T. cruzi (Sat-DNA).

Para amplificar el kKADN se utilizaron los oligos
S35 (5-AAATAATGTACGGGGAGATGCATGA-3)
y S36 (5-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3), los
cuales amplifican un fragmento de 330 pb
correspondiente a la region variable de los
minicirculos (29). La PCR se llevo a cabo en un
volumen final de 50 L de reaccién que contenia 1
pI de ADN molde, 50 mM de KCI, 10 mM Tris-HCI,
0,1% Triton X-100, 1,5 mM de MgCl, 10 pmol de
cada iniciador, 200 uM de dNTPs y 2,5 unidades
de Taq polimerasa (Fermentas). Los ciclos de
amplificacion se llevaron a cabo a una temperatura
inicial de 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos
de 94°C por 45 segundos, 63°C por 45 segundos
y 72°C por 45 segundos, y un ciclo final de 72°C
por 10 minutos.

Para amplificar el espaciador intergénico de los
genes miniexén, se hizo una PCR multiple,
utilizando los oligos TC1 (5-GTGTCCGCCACCT-
CCT-TCGGGCC-3), TC2 (5-CCTGCAGGCACAC-
GTGTGTGTG-3)y TCC (5'-CCCCCCTCCCAG-
GCCACACTG-3’), los cuales amplifican un
fragmento de 300 pb para el grupo T. cruzill y un
fragmento de 350 pb para el grupo T. cruzi/ (30).
La PCR se hizo en un volumen final de 25 ul que
contenian 2,5 ul de ADN molde, 50 mM KCI, 10
mM Tris-HCI, 0,1% Tritén X-100, 1,5 mM
MgCI2y12,5 pmol de cada iniciador, 200 mM dNTPs
y 0,625 unidades de Taq polimerasa (Fermentas).
Los ciclos de amplificacién se llevaron a cabo a
una temperatura inicial de 94°C por 3 minutos,
seguida de 27 ciclos de 94°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y
un ciclo final de 72°C por 10 minutos. Ademas, se
hizo una PCR con las mismas condiciones
anteriores, utilizando solamente los oligos TCC y
TC1, para determinar la presencia del grupo T.
cruzill en las muestras.

Para amplificar el Sat-DNA se utilizaron los oligos
TezI (5-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3)y
TcZll (5-CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3),
los cuales amplifican un fragmento de 188 pb (31).
La PCR se llevé a cabo en un volumen final de 50
mL de reaccién que contenia 1 ml de ADN molde,
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50 mM de KCI, 10 mM Tris-HCI, 0,1% Triton X-
100, 1,5 mM de MgCl,, 20 pmol de cada iniciador,
200 uM de dNTPs y 2,5 unidades de Taq
polimerasa (Fermentas). Los ciclos de
amplificacion se llevaron a cabo a una temperatura
inicial de 94°C por 3 minutos, seguida de 45 ciclos
de 94°C por 45 segundos, 60°C por 1 minuto y
72°C por 1 minuto, y un ciclo final de 72°C por 10
minutos.

Los productos amplificados se analizaron en geles
de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio y
se visualizaron con luz ultravioleta (28).

Analisis por LSSP-PCR de la region variable
del KADN

El amplificado de 330 pb correspondiente a la
region variable del KADN se corté y se purificd de
los geles de agarosa de bajo punto de fusién al
1,5%. El producto purificado se diluyd 10 veces
en agua bidestilada. Como molde para la reaccioén
de LSSP-PCR (17) se empled 1 ul de la dilucién.
La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de
25 I, utilizando 50 mM de KCI, 10 mM Tris-HCI,
0,1% Tritdon X-100, 1,5 mM de MgCl,, 120 pmoles
del iniciador S35, 200 uM de cada dNTP y 4
unidades de Taq polimerasa (Fermentas). Los
ciclos de amplificacion se llevaron a cabo a una
temperatura inicial de 94°C por 3 minutos, seguida
de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 30°C por
45 segundos y 72°C por 45 segundos y un ciclo
final a 72°C por 10 minutos (19). Los productos
amplificados se analizaron en geles de
poliacrilamida al 6% (28), tefiidos con nitrato de
plata (9). Este procedimiento se practicé por
duplicado con el fin de evaluar la reproducibilidad
de la técnica.

Analisis de los resultados

Los perfiles de bandas obtenidos con la LSSP-
PCR parala banda de 330 pb de las muestras de
sangre y de los 6rganos de cada uno de los ratones
infectados con las dos cepas y para cada una de
las cepas en cultivo se analizaron cualitativamente
por observacion de los geles y con el programa
de manejo de imagenes Imaged (32). Este
programa genera electroferogramas, en los cuales
la altura del pico indica la presencia de la banda y
el ancho, su intensidad. Con lo anterior se
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construyd una matriz de ceros y unos, segun la
ausencia o presencia de la banda, respectiva-
mente. Estos datos se analizaron con el programa
PAUP 4.0, el cual genera dendrogramas por el
método de neighbor-joining (33). Este analisis se
hizo para cada grupo de ratones tomando todas
las muestras en conjunto. Ademas, y para lograr
una mejor comparacion de los resultados, se hizo
un analisis independiente de los patrones
multibandas obtenidos de sangre, corazén,
higado, bazo e intestino para cada ratén. Del
mismo modo, para determinar la variabilidad del
parasito durante el transcurso de la infeccion, se
analizaron los patrones obtenidos de las muestras
de sangre y 6rganos correspondientes a un raton
de cada uno de los tiempos estudiados (16, 24 y
32 dias posteriores a la infeccion).

Resultados
Deteccion del parasito por microhematocrito

Para la cepa Cas15 se observaron parasitos en la
sangre a los 8 dias después de la infeccion en
s6lo 3 de los 9 ratones infectados, mientras que
en los otros momentos posteriores a la infeccion
la presencia del parasito en todos los ratones fue
positiva. Por su parte, los 9 ratones infectados
con la cepa Mg8 fueron positivos para la presencia
del parasito en todos los momentos analizados
posteriores a la infeccién.

Deteccion del parasito por PCR

Para la deteccién del parasito en sangre se
observé una mayor sensibilidad de la técnica de
PCR del marcador kADN (98% de muestras
positivas) con respecto al microhematocrito (88,7%
de muestras positivas). A su vez, para ambas
cepas, el marcador KADN mostré mayor
sensibilidad con el 88% de muestras positivas,
en comparacion a lo obtenido para el gen miniexén
(45,5%) y el Sat-DNA (13%). En las dos cepas, el
érgano que se encontrd con mayor numero de
resultados positivos para los tres marcadores
estudiados fue el corazén, mientras que el
intestino delgado fue positivo en muy pocas
muestras (cuadros 1y 2, figura 1).

Es importante resaltar que al amplificar el
espaciador intergénico de los genes miniexén, se
encontro en las muestras de sangre la presencia
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de ambos grupos de T. cruzi, mientras que en las
cepas en cultivo y en los 6rganos sélo estaba
presente el grupo | (figura 1C). Estos resultados
sugerian la presencia de ambos grupos de T. cruzi
en las dos cepas, lo cual se confirmd con una
PCR que utilizé solamente los oligos TC1y TCC,
especificos para el grupo Il (figura 1D). Esta
demostracion llevé a evaluar los 6rganos con estos
mismos oligos; se encontrd infeccion con dicho
grupo en algunos de los corazones (no se muestran
los datos).

Perfiles electroforéticos del KADN por LSSP-PCR

En los ratones infectados con la cepa Cas15 se
encontré que los parasitos presentaban perfiles
electroforéticos diferentes entre las muestras de
sangre a los 8 y 16 dias, mientras que alos 24y
32 dias, estos perfiles fueron mas homogéneos.
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Los perfiles obtenidos para cada uno de los
organos del mismo ratdén se encontraron muy
semejantes entre si y, a la vez, diferentes a los
obtenidos en sangre (figura 2).

Por el contrario, los ratones infectados con la cepa
Mg8 presentaron perfiles electroforéticos mas
similares entre las muestras de sangre y 6rganos
a los diferentes tiempos analizados (no se
muestran los datos).

Es importante resaltar que los duplicados de estos
ensayos fueron reproducibles.

Analisis de los perfiles electroforéticos del KADN

Aligual que lo observado en el analisis cualitativo
y de los electroferogramas de los geles, el
dendrograma que se obtuvo para los ratones
infectados con la cepa Cas15, muestra una

Cuadro 1. Deteccion del parasito por PCR en sangre y érganos de ratones infectados con la cepa Cas15.

Ratones

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sangre 8 d ++[-* +/+/- +/+/- +/+/- +/+]- -I-1- +/+]- +/+/- +/+]-
Sangre 16 d +/+/- +/+/- +/+/- +/+/- +/+]- +/+]- +/+]- +/+/- +/+]-
Sangre 24 d +/+/- +/+]- +/+]- +/+]- +/+/- +/+]-
Sangre 32 d +/+/- +/+/- +/+]-
Corazon +/-1+ +/+/- ++/+ ++/+ +/+]- +/+]- ++/+ +/+/- ++/+
Higado +/-1+ +/-I+ +/-/- +/-/- +/-I+ +/-1- +/-I+ +/-/- +/-/-
Bazo +/-/- +/-- +/-/- +/-/- +/-1- +/-1- +/-I+ +/-/- +/-1-
I. delgado -l-l- -I-I- +/-/- -I-1- -I-1- +/-/- +/-I+ -I-1- -l-l-

*kADN/Miniexén/SatDNA. Ratones 1, 2 y 3 sacrificados a los 16 dias; ratones 4, 5 y 6 sacrificados a los 24 dias; y ratones

7, 8 y 9 sacrificados a los 32 dias.
+: positivo; -: negativo

Cuadro 2. Deteccion del parasito por PCR en sangre y 6rganos de ratones infectados con la cepa Mg8.

Ratones
Muestra 1" 12 13 14 15 16 17 18 19
Sangre 8 d +/-/- +/+/- +/+/- +/-/- +/+/- +/+/- +/-/- +/+/- +/+]-
Sangre 16 d +/-/- +/+/- +/+/- +/-/- +/-/- +/-/- +/+]- +/-/- +/+]-
Sangre 24 d +/-/- +/+/- +/-/- +/-/- +/+/- +/-1-
Sangre 32 d +/-/- +/-1-
Corazon +/+/- +/+/- +/+/- +/+/- ++/+ ++/- +/-I+ +/+/- +-I+
Higado +/-I- ++/- +/-/- +/-/- +/-1+ +/-1+ -I-1- +/-/- +/-1-
Bazo +/-- +/-/- +/-/- +/-/- +/-/- +/-1- +/-/- -I-1-
I. delgado +/+/- +/+/- -l-l- -I-I- +/-/- -I-1- -I-1- -I-1-

*kADN/Miniex6n/SatDNA. +: positivo; -: negativo

Ratones 11, 12 y 13 sacrificados a los 16 dias; ratones 14, 15 y 16 sacrificados a los 24 dias; y ratones 17 y 19 sacrificados
a los 32 dias. El ratén 18 murié 3 dias antes de ser sacrificado.
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Figura 1. Deteccion del parasito por PCR en érganos (A) y
sangre (B y C) de ratones infectados con la cepa Cas15, y
del grupo T. cruzi Il (D). A: muestras de corazén (C), higado
(H), bazo (B) e intestino delgado (l) utilizando el marcador
Sat-DNA. By C: muestras de sangre a los 8, 16, 24 y 32 dias
después infeccién utilizando el marcador kADN y miniexdn
(PCR muiltiplex), respectivamente. D: deteccién del grupo T.
cruzi Il utilizando el marcador miniexén (oligos TCC y TC1)
en las cepas Cas15, Mg8, Y y Af1. M: marcador de peso
molecular, escalera de 100 pb. CN: control negativo (figuras
Ay B: sangre de ratén no infectado; figura C: corazén de
ratén no infectado).

cercania genética entre las poblaciones de T. cruzi
que se encuentran en los diferentes 6rganos. A
su vez, los parasitos de las muestras de sangre a
los 8 (sangre A) y 16 dias (sangre B) son mas
heterogéneos que los de 24 (sangre C) y 32 dias
(sangre D). Ademéas, se observd que las
poblaciones de parasitos presentes en los 6rganos
son diferentes a las que se encuentran en sangre
(figura 3A).

Cuando el analisis se hizo teniendo en cuenta un
ratén para cada uno de los tiempos posteriores a
la infeccion (16, 24 y 32 dias), se observé
claramente la presencia de tres subgrupos, cada
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Figura 2. Perfiles electroforéticos de la LSSP-PCR del kADN
obtenidos de parasitos de sangre y érganos de un ratén
infectado con la cepa Cas15. Gel de poliacrilamida al 6%,
tefiido con nitrato de plata con muestras de sangre a los 8,
16y 24 dias, corazén (C), higado (H) y bazo (B). M: marcador
de peso molecular, escalera de 50 pb. En la parte inferior, se
muestra el electroferograma obtenido con el programa
ImageJ.

uno correspondiente a los érganos de un mismo
raton. Como en el andlisis anterior, se observd
una clara division entre los clones presentes en
sangrey en érganos (figura 3B).

Finalmente, se pudo ver que en los dendrogramas
obtenidos para cada uno de los ratones existe la
misma tendencia observada en los analisis
anteriores. Sin embargo, para las muestras de
sangre se observaron dos relaciones con respecto
a los érganos. En la primera, que esta en la
mayoria, las poblaciones parasitarias presentes
en sangre a los 8 dias después de la infeccion,
son mas parecidas genéticamente a las que se
encuentran en los 6érganos estudiados (figura 4A);
y en la segunda, se observa un mayor parecido
entre las poblaciones que se encuentran en la
sangre con las recolectadas el mismo dia a partir
de los érganos (figura 4B).

Los dendrogramas obtenidos para las muestras
de la cepa Mg8 revelan la misma tendencia que
los obtenidos para la cepa Cas15; sin embargo,
se observo una mayor similitud entre las
poblaciones presentes en la sangre y en los
6érganos para todos los tiempos analizados
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Figura 3. Andlisis de los perfiles electroforéticos del kADN para la cepa Cas15. A: dendrograma que muestra la relacion
genética de los parasitos obtenidos de sangre y 6rganos de todos los ratones infectados. B: dendrograma de los parasitos
obtenidos en muestras de tres ratones sacrificados a los 16 (raton 1), 24 (ratén 4) y 32 dias (ratén 7).

(figura 5). Ademas, las poblaciones que se
encontraron en los érganos fueron similares a las
presentes en sangre a los 8 dias después de la
infeccion para todos los casos.

Discusion

La enfermedad de Chagas es considerada como
un problema de salud publica en muchos paises
por la gran cantidad de personas afectadas y la
variedad de manifestaciones clinicas con que se
presenta. Como una contribucién para el
entendimiento de la epidemiologia y la clinica de
la enfermedad, durante afios se ha tratado de
encontrar mejores técnicas y marcadores para
detectar T. cruzi en sangre y en los diferentes
organos infectados (9,17). Sin embargo, la mayoria
de estos estudios se han llevado a cabo utilizando
clones del parasito, lo que permite entender varios
aspectos de la enfermedad, pero no representala
historia natural de la infeccién (17).

En este trabajo se utilizaron dos cepas
colombianas de T. cruzi pertenecientes al grupo l,
con el fin de detectar el parasito en diferentes
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organos y muestras de sangre de ratones
infectados, para una posterior caracterizacion
genética de las poblaciones presentes en cada
una de estas muestras.

En estudios previos se ha establecido un tropismo
preferencial de las cepas de T. cruzi colombianas
por el musculo cardiaco (34). Nuestro estudio
apoya tales reportes, al ser el corazén el érgano
con mayor numero de resultados positivos, por lo
que se puede inferir una mayor cantidad de
parasitos presentes en este 6rgano. Sin embargo,
la presencia del parasito en otros érganos, como
el intestino, no podria descartarse teniendo en
cuenta la gran cantidad de inhibidores de la PCR
presentes en él. Por lo tanto, ademas de la PCR
se deberian realizar estudios histopatolégicos
para verificar la presencia del parasito en los
organos. Es importante resaltar la necesidad de
utilizar diferentes marcadores especificos para
detectar el parasito en las diferentes muestras,
lo que genera resultados mas confiables. En
general, los resultados obtenidos mostraron mayor
sensibilidad al utilizar la PCR con el marcador
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kADN, por lo cual se seleccion6 este marcador
para realizar los estudios de variabilidad genética
por LSSP-PCR. Con este marcador se observé la
presencia de dos bandas entre 330 y 400 pb para

A. B.
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Sangre4C Sangre5A

Sangre4B Sangre5B

Sangre4A Sangre5C
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——Corazén4 Corazén5
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Figura 4. Analisis de los perfiles electroforéticos del kADN
para la cepa Cas15. A y B: dendrogramas de las muestras
de sangre y 6rganos de ratones sacrificados a los 24 dias.
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la cepa Cas 15. Para determinar si estas dos
bandas correspondian a los dos grupos de T. cruzi
se practico la LSSP-PCR de ellas por separado,
y se encontraron perfiles idénticos por lo que se
concluyé que estas bandas correspondian al
kADN y que la banda de mayor peso molecular
podria ser el resultado de un artefacto de la PCR.
La heterogeneidad encontrada para los patrones
de las diferentes muestras sugiere un caracter
policlonal de las cepas utilizadas, y fue mas
evidente en la cepa Cas15. Ademas, la mayor
heterogeneidad en los perfiles de la LSSP-PCR
para el KADN encontrada en los parasitos
presentes en las muestras de sangre, podria
explicarse por la presencia de ambos grupos de
T. cruzien éstay de solo el grupo T. cruzilen los
organos, como se evidencio al utilizar el espaciador
intergénico de los genes miniexdn. Por otra parte,
las divergencias encontradas entre las dos cepas
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Figura 5. Andlisis de los perfiles electroforéticos del kADN para la cepa Mg8. A: dendrograma de las muestras de sangre y
6rganos de todos los ratones infectados. B: dendrograma de las muestras de tres ratones sacrificados a los 16 (ratén 11),

24 (ratén 14) y 32 dias (ratén 17).
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pueden ser el resultado de diferencias en el origen
biolégico, ubicacion geografica y tiempo de
mantenimiento en el laboratorio.

El analisis de los dendrogramas nos lleva a
proponer dos dinamicas diferentes para explicar
el comportamiento de las poblaciones
parasitarias. La primera podria ser el resultado de
una migracion de la mayoria de los clones que
estan en la sangre hacia los 6rganos, por lo cual
la sangre alos 8 dias es tan parecida en contenido
de clones a lo que se encuentra en los 6rganos,
lugar donde se multiplican y pueden volver a
circular. La sumatoria de los clones provenientes
de la progenie de los nidos de parasitos mas
aquéllos que permanecieron en circulacion
determinarian que, durante el desarrollo de la
infeccion a los tiempos subsiguientes, la sangre
presente poblaciones parasitarias diferentes
respecto a los 6rganos individuales. La segunda
tendencia podria darse como resultado de que
sélo algunos de los clones que estan en la sangre
llegan a infectar los 6rganos, razén por la cual los
clones hallados en sangre a los 8 dias de la
infeccion son mas diferentes que los de los
organos. Algunos de estos clones pueden ser
eliminados por el sistema inmune del hospedero,
a medida que pasa el tiempo y los que se
encuentran en los 6rganos, al entrar en
recirculacion, hacen que sean mas parecidos a la
sangre que se recolecta el mismo dia de los
érganos, lo cual explica la mayor similitud entre
éstos. Estas dos dinamicas podrian estar
influenciadas por las caracteristicas genéticas del
hospedero, lo cual se ve reforzado al observar en
los dendrogramas agrupaciones de los 6rganos
de cada ratén.

Algunos autores han sugerido la circulacion de
los dos grupos de T. cruzien iguales proporciones
en la naturaleza y su asociacion a diferentes
hospederos, con un porcentaje muy bajo de
infecciones mixtas (35). Sin embargo, nuestros
resultados con el espaciador intergénico de los
genes miniexon, aunque mostraron sélo el grupo
T. cruzi | para las cepas, revelaron la presencia
de los dos grupos en sangre. Este resultado sugirié
que los dos grupos deben estar presentes en las
cepas, lo cual fue confirmado por PCR con los
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oligos especificos para el grupo T. cruzi lIl,
demostrandose una mezcla de los dos linajes con
predominancia del grupo |. Es importante que en
futuros estudios de caracterizacion de grupos de
T. cruzi se utilicen por separado los oligos del
gen miniexon para evitar falsos resultados debido
a la presencia de un grupo predominante, como
también los oligos TC1, TC2, TC3, TRy ME para
identificar la presencia de los diferentes subgrupos
T. cruzi Il en los 6rganos negativos (36).

Ademas, la circulacién de los dos grupos en la
naturaleza ha sido corroborada en heces de los
vectores recolectados en el campo, donde se ha
observado la presencia de ambos grupos por PCR
(no se muestran los datos). Asi, la posibilidad de
que ambos grupos presenten una distribucién
diferencial a tejidos o asociacién con diferentes
hospederos deberia confirmarse con otros
estudios.

Es importante destacar que los clones presentes
en las cepas no mostraron una distribucién
diferencial a tejidos, pero existe una diferencia
entre los que se encuentran en sangre y en los
diferentes 6rganos, lo que sugiere que los clones
tienen diferente comportamiento biolégico. Sin
embargo, la distribucion diferencial a tejidos se
podria estudiar mediante la clonacion de cada una
de las cepas, aspecto que permitiria un mejor
esclarecimiento de la epidemiologia y la
variabilidad clinica de la enfermedad de Chagas.
Finalmente, nuestros resultados validan el uso de
la técnica de la LSSP-PCR para comparar las
poblaciones en la infeccion natural de esta
enfermedad.
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