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Recherche d'un marqueur 
moléculaire spécifique de l'espèce 
Trypanosoma cruzi par la mbthode des 
RAPD (Random Amplification of 
Polymorphic DNA). 

La maladie de Chagas est une infection 
due à un protozoaire flagellé de la famille des 
kinétoplastidés, Trypanosoma cruzi, transmise 
par des insectes hématophages de la famille des 
reduviidés. Cette endémie représente un des 
problèmes majeurs de santé publique en 
Amérique Latine. En effet, l'OMS estime que 
16 il 18 millions d'individus sont infectés, et 
que 90 millions d'individus sont exposés B 
cette maladie dans cette région du Mondel. 
Dans la forme chronique de cette maladie, les 
formes parasitaires sont rares, ce qui rend 
malaisé le diagnostic. Il est difficile de savoir si 
une sérologie positive constitue une simple 
cicatrice immunologique, ou si elle signe la 
présence effective de trypanosomes chez le 
patient2. Il est donc important d'élaborer de 
nouveaux outils moléculaires capables de 
détecter le parasite lui-même, et de le 
différencier d'autres parasites voisins, comme 
Trypanosoma rangeli, une espèce non 
pathogène. La détection et l'identification du 
parasite sont nécessaires, non seulement chez 
l'homme, mais également chez l'insecte vecteur 
(études épidémiologiques). 

L'élaboration d'une méthode 
d'identification moléculaire spécifique de T .  
cruzi (donc valable pour toutes les souches de 
ce parasite) est compliquée par le fait que cette 
espkce presente un polymorphisme génétique 
considérable. Ceci a été m i s  en evidence en 
particulier par le laboratoire d'accueil, grâce à la 
technique des isoenzymes394. Plus récemment, 
Tibayrenc et al. (1993)s ont appliqué la 
nouvelle technique des RAPD (Random 
Amplification of Polymorphic DNA) B l'étude 
du polymorphisme génétique des protozoaires 
parasites, et en particulier, de T. cruzi. 

L'amplification de l'ADN par amorces 
aléatoires, RAPD697 apporte théoriquement un 
marquage au niveau de rksolution quasi- 
illimité. En effet, le principe est d'amplifier 
l'ADN des organismes étudiés, non pas à l'aide 
d'amorces spécifiques de séquence connue, 
mais avec des amorces dont la séquence est 
déterminCe arbitrairement. Pour une série 
d'individus donnée, chaque amorce détermine 
un polymorphisme donné (analysé sur gels 
d'agarose colorés au bromure d'éthidium). I1 y 
a actuellement 800 amorces différentes 
commercialisCes. Des séquences de 10 paires 

de bases sont généralement utilisks, dans des 
conditions d'amplification de faible stringence. 

La technique RAPD a montré une 
reproductibilité satisfaisante dans le cas des 
protozoaires parasites5.8. Comme pour les 
isoenzymes, un polymorphisme considérable a 
été m i s  en évidence chez T. cruzì. Cependant, 
certaines amorces ont montré, en gel d'agarose, 
un profil monomorphe pour toutes les souches 
de T. cruzi testées. C'est en particulier le cas du 
fragment généré par l'amorce A8. Ce produit 
d'amplification, que nous désignerons dans la 
suite de ce mémoire par l'expression abrégée : 
"fragment A8", a une taille d'environ 750 
paires de bases. Il est présent chez toutes les 
souches de T. cruzi testées par Tibayrenc et al. 
(1993), et ne se retrouve dans aucune des 
autres espèces parasitaires testées 
(Trypanosoma rangeli, T. brucei, Leishmania 
spp., Plasmodium falciparum). La seule 
exception notable est T. cruzi marenkellei, un 
parasite isolé de chauves-souris en Amérique 
latine, qui est morphologiquement 
indistinguable de T. cruzi, et dont le pouvoir 
pathogbe chez l'Homme est inconnu. 

Le fragment A8 constitue donc 
potentiellement un marqueur spécifique de 
l'espèce T.  cruzi ; il fait littéralement 
abstraction de la variabilité génétique 
considérable du parasite, puisqu'il est 
monomorphe chez toutes les souches étudiées. 
Cependant, il est nécessaire d'approfondir le 
résultat préliminaire obtenu par Tibayrenc et al. 
(1993). 

Le but du présent travail était à la fois 
appliqué et fondamental : il s'agissait, d'une 
part, de mieux évaluer la valeur du fragment A8 
comme marqueur d'espèce, d'autre part, 
d'explorer sa structure en vue d'éventuelles 
études phylogéniques. Pour cela, nous avons 
suivi la démarche suivante : 

(i) vérification du résultat obtenu pour 
l'amorce A8 par Tibayrenc et al. (1993) sur une 
batterie de 6 souches de T. cruzi, plus une 
souche de T. cruzi marenkellei; 

(ii) étude de la structure moléculaire de ce 
fragment, par des techniques plus résolutives 
que l'électrophorèse en gel d'agarose 
(Clectrophorèse en gel de polyacrylamide, 
RFLP), afin de voir dans quelle mesure 
l'apparent monomorphisme vu en gel d'agarose 
ne cache pas en fait un polymorphisme de 
séquence. 

(iii) hybridation du fragment A8 dune 
des souches avec ceux des autres souches pour 
tester leur homologie, et donc, la valeur 
potentielle de ce fragment comme marqueur de 
l'espèce, valable pour toutes les souches; 



(iv) clonage du hgment pour l'amplifier, 
ce qui permettra d'une part, de l'utiliser comme 
sonde, d'autre part de le shuencer. 

MATERIEL & METHODE 

Materiel biologique. Six souches de 
T. cmì,  clonees au laboratoire, ont et6 choisies 
dans le but d'être representatives de la 
variabilit6 genetique totale de l'esp&.(FigUrc 1 
et Tableau I) 

Figure 1 : R6se.a~ de Wagner (d'apri% 3) &rivant les 
relations phylogeniques des 43 zymodemes de T.cruzi 
identifib sur la base de 15 loci isoenzymatiques. Le 
long des branches de l'arbre, entre chaque intersection est 
indique le nombre de pas 6volutifs, permettant de 
quantifier les relations phylogeniques entre les 
genotypes. Les lignQs choisies pour notre etude ( ) 
refI2tent une diversit6 qui permettra de comparer des 
clones plus ou moins QoignCs dans l'evolution. Les 
clones 19 et 39 correspondent ZI des clones "majeurs": 
mapitairement repdsent6s en AmMque du Sud. 

T.cruzi 
T.cruzi 
T.cruzi 
T.cruzi 
T.cruzi 
T.cruzi 

Tableau I : Stocks ttudi4.s. 

Extraction de 

chauve- mufis 

l'ADN. L ' A D N  
gCnomique est extrait B partir de culots 
parasitaires conserves B -7OOC. L'extraction 
comprend trois phases : lyse des cellules, 
extraction des proteines et precipitation de 
l'ADN. Le culot est m i s  en suspension dans un 
tampon de lyse (Tris-HC1 pH 8, 10 mM ; 
EDTA, 1 mM ; SDS 1%) et incube une nuit B 
55OC en presence de proteinase K (100 pg/ml). 
Les proteines sont eliminees par deux 
extractions phCnol/chloroforme/aIcool- 
isoamylique puis l'ADN est precipite par de 

I'acktate de sodium 0,3M et de 1'6thanol B 70% 
froid (-20OC). Ap&s skhage sous vide, le culot 
est mis en suspension dans de l'eau st6rile Milli 
Q R. La concentration en ADN est 6valude par 
spectrophotometric ?i une longueur d'onde 1 = 
257 nm (1 DO = 50 pg/ml). Aprh chaque 
extraction, un contrôle de la qualit6 de l'ADN 
est effectue sur gel d'agarose O$%. 

RAPD. 10 ng d'ADN genomique sont 
amplifies dans un volume final de 100 p1 de 
milieu dactionnel (Tris-HC1 pH 8,3 10 mM ; 

&latine 100 pg/ml; amorce A8 02 pM; dATP, 
dCTP, dTTP, dGTP, 100 pM chacun) en 
pr6sence de 1,5 UI de Taq DNA polymerase 
(Boehringer Mannheim, France). Chaque cycle 
comprend trois phases : 1 min B 94OC, 1 min B 
36OC, 2 min B 72OC. Les 45 cycles sont 
completes par une phase d'elongation de 7 min 
ií 72OC. Une reaction d'amplification temoin 
sans ADN parasitaire est systdmatiquement 
faite en parallèle B chaque serie 
d'amplifications. 

MgCl2 (6 H20) 1,5 mM KCl 50 mM 

Migration en gel d'agarose. Les 
produits d'amplification sont s6pads selon leur 
taille par ClectrophorZxse en gel d'agarose B 
1,6% dans du tampon TAE (Tris-ac6tate pH 
7,4 0,04 M ; EDTA 1 mM) en presence de 
bromure &ethidium 0,5 pg/ml (BET). 

M i g r a t i o n  en  g e l  d e  
polyacrylamide. La migration des produits 
d'amplification est realisee, d'autre part, dans 
un gel de polyacrylamide 5% dans du tampon 
TBE (Tris-borate pH 7,s 0,045 M ; EDTA 1 
mM). La revelation a et6 faite par une 
coloration ?i l'argent, ou ?i l'aide de BET. 

Purification des fragments RAPD 
h partir de gel d'agarose ou de 
polyacrylamide. L'extraction des fragments 
B partir d'un gel d'agarose est r h l i d e  par 
Squeeze Freeze, ou méthode B la laine de verre 
borosilicatee. L'extraction B partir d'un gel de 
polyacrylamide est r6alis6e par la m6thode de 
Maxam & Gilbert 1977 appelCe "Crush & 
soak". Apri3 extraction, on realise une 
purification par précipitation B I'6thanol. 

RFLP. Le fragment amplifie de 750 
paires de bases environ, purifi6 B partir de gel 
de polyacrylamide, subit de nouveau 
l'amplification PCR par l'amorce A8. Le 
produit d'amplification (300 ng environ) est 
alors digere par differents enzymes de 
restriction, dans 20 pl de milieu r6actionnel 
spdcifique de l'enzyme, B 37OC pendant au 
moins 2 heures. Les fragments de restriction 



sont séparés par électrophorèse en gel 
d'agarose. 

Southern blot. Après migration sur gel 
d'agarose à 1,6%, les fragments amplifiés des 
souches de T.cruzi étudiées dans le présent 
travail et de T.cruzi marenkellei sont transférés 
sur membrane nylon selon le protocole 
préconisé par le fournisseur (Amersham). 

Hybridation. Après une préhybridation 
effectuée à 65°C pendant 1 heure, la membrane 
est hybridée en présence de 100 pdml d'ADN 
de sperme de hareng et de 10 ng/ml de sonde 
radiomarquée (pour une activité spécifique 
minimale de 108 cpm/pg) à 65°C pendant 16 
heures. La sonde utilisée est le fragment A8 de 
la souche SC 43 représentant le génotype no 39 
(Tableau I), purifié sur colonne (Quick Spinm 
Columns Sephadex, Boehringer Mannheim) et 
marqué au 32P par Nick translation (Kit 
BoehringerMannheim). Les lavages sont 
effectués comme suit : deux lavages dans un 
tampon SSPE 2X (SSPE 20X : NaCl 3 M, 
NaH2P04,H20 0,15 M, EDTA 2.10-2 M), 
SDS 0,1% (15 min, température ambiante), un 
lavage SSPE lX, SDS 0,1% (20 min, 
température ambiante), un lavage SSPE lX, 
SDS 0,1% à 65°C et un dernier lavage SSPE 
O,lX, SDS 0,1%, à 65°C de 20 min chacun. 

Clonage de produit RAPD (double 
brin). En fin d'amplification, la Taq 
polymérase rajoute une adénine à l'extrémité 3' 
des fragments. Pour rendre les extrémités 
franches, ces fragments (fragments A8 du 
stock P209) sont soumis à l'activité 
enzymatique du fragment de Klenow qui va 
rajouter une thymidine complémentaire. Ces 
produits sont ensuite phosphorylés en 5' avec 
la T4 DNA polynucléotide kinase, puis clonés 
dans le plasmide PUC 19 au site Sma I de la 
cassette de clonage, préalablement 
déphosphorylé par la phosphatase d'intestin de 
veau (CIP) (Boehringer Mannheim). 

La ligation est réalisée grâce à la T4 
ligase, pendant une nuit à 16 OC, dans un 
rapport molaire 2/1 (plasmide / insert). 

La souche DHSa d'Escherichia coli est 
transformée selon la méthode simplifiée de 
Hanahan, impliquant le tampon de 
transformation TFB, le DMSO et le D m .  Les 
bactéries recombinantes sont sélectionnées sur 
milieu SOB contenant de l'ampicilline (50 
pg/ml), du X Gal (240 pg/ml) et de I'IPTG 
(200 pg/ml). Les bactéries ayant inséré le 
plasmide recombinant forment des colonies 
blanches, à l'opposé des colonies bleues qui 
correspondent à des bactéries contenant des 

plasmides sans insert et exprimant le gène Lac- 
Z. 

RESULTATS 

Profils d'amplification sur gels 
d'agarose et de polyacrylamide. En 
confirmation des résultats obtenus par 
Tibayrenc et al. (1993), une bande épaisse de 
750 pb est présente dans tous les profils 
obtenus sur gel d'agarose. Mais la séparation 
en gel de polyacrylamide, plus résolutive, a mis 
en évidence deux profils différents : les 
souches X10 C11 et TU18 C12, représentant les 
génotypes 17 et 32, présente en effet un seul 
fragment, mais pour les 4 autres souches de T. 
cruzi, et pour la souche de T. cruzi marenkellei, 
cette bande correspond à une comigration de 
deux fragment d'ADN. (Figure 2). Parrni ces 
deux bandes identifiées en gel de 
polyacrylamide, un fragment de 750 pb est 
commun à toutes les souches testées dans le 
cadre du présent travail. 

Figure 2 : Migration électrophorétique des produits 
d'amplification. a) gel d'agarose 1,6%.(1) 27; (2) 17; (3) 
32; (4) 39; (5) 19; (6) 30; (7) B3; b )  en gel de 
polyacrylamide à 5%. (1) 27; (2) 17; (3) 32; (4) 39; (5) 
19; (6) 30; (7) B3. 

Analyse des fragments de 
restriction. Seize enzymes de restriction ont 
été testés sur le fragment de 750 pb commun à 
toutes les souches. Cinq enzymes (HaeIII, Hpa 
II, Hha I, Pst 1, Sau 3A) donnent des profils 
de iestriction différents entre la souche de T.  
cruzi marenkellei d'une part, et les 6 souches 
de T .  cruzi d'autre part. Le seul 
polymorphisme observé au sein de T. cruzi, 
mis en évidence par Rsa I, concerne les 
génotypes 17 et 19, (Figure 3 et Tableau 11). 
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Figure 3 : Profils de restriction. Digestion par EcoRI 
(a), Pst I (b) et Rsa I (c). Les profils de restriction 

., qL presentent 3 cas de figures possibles. a )  

II. s Monomorphisme des profils de restriction obtenus avec 
Eco RI de T.cruzi et T.cruzi marenkelleì. b) Profils de 
restriction Pst I différents entre T.cruzi et T.cruzi 
marenkellei. c) Polymorphisme au sein de T.cruzi, mis 
en Bvidence par Rsa I, concemant les genotypes 19 et 
17. 

Hybridation du southern blot. 
L'étude RFLP nous a permis de réveler un 
polymorphisme de séquence du fragment AS au 
sein de T.eruzi. L'hybridation, par contre, a 
pour but de déterminer l'existence d'une 
homologie de séquence entre les différentes 
souches du parasite. Le fragment de 750 pb de 
la souche SC 43 représentant le génotype 39, 
utilise comme sonde, s'hybride avec les 
produits d'amplification des 6 souches de T .  
eruzi et de la souche deT. cruzi marenkellei. 
Mais l'affinité est plus faible pour T.eruzi 
marenkellei. (Figure 4). 

Clonage. Le clonage du fragment 
unique de 750 pb de la souche P209 
(représentant le génotype 39) dans PUC 19, a 
permis l'obtention de 6 plasmides 
recombinants, sélectionnés par l'activité 
enzymatique ß galactosidase. Après digestion 
par Eco R I et Sal I, une migration 
électrophorétique en gel d'agarose nous permet 
de repérer les clones 3,4,5,7,13 et 21 qui ont 
intégré l'insert P209, alors que 21 clones ont 
été sélectionnés par l'activité ß galactosidase. 

DISCUSSION 

Le temps imparti pour le présent travail était 
trop bref pour pouvoir espérer de mettre au 
point un marquage moléculaire réellement 
opérationnel. Le but était simplement de 
commencer de dégager les bases nécessaires 

Enzymes 
H d  
Hpa II 
Hha I 
Pst I 
Sau 3A 
h a  I 
Alu I 

EcoR I 
ACCI 

BamHI 
Kpn 1 
sal I 
Sma I 
Xba I 
Hinm 

%a I 

Digestion 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

Polymorphisme 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Clone/es$ce 
T.c.marenkel1ei 
T.c.marenkeNei 
T.c.marenkellei 
T.c.marenkellei 
T.c.marenkellei 

17.19 

Tableau II : Resultats des RFLP. Le polymorphisme 
observe est soit entre T.cruzi et T.cruzi marenkellei 
(Hae III, Hpa I, Pst I, Sau 3A), soit au sein de T.cruzi 
entre les génotypes 17,19 dune part et 27,30,32, 39 
d'autre part (Rsa I). 

pour élaborer ce nouvel outil. 
L'étude des fragments de restriction a 

décelé une faible variabilité au sein de l'espèce 
T.cruzi. Malgré son profil d'amplification 
similaire B T.cruzi, T.marenkellei se distingue 
de façon nette par Etude RFLP. Ceci est en 
accord avec les notions phylogéniques 
généralement admises. 

750pb 

Figure 4 : Hybridation du southem blot en presence du 
fragment AS/génotype 39 radiomarqué au 32P. 25 ng 
d'ADN amplifié 2t partir des stocks correspondants aux 
génotypes 17, 19, 27, 30, 39, B3, et 5 ng h partir du 
stock correspondant au genotype 32 ont Bté dépods sur 
gel d'agarose 1,6 % puis transférés sur membrane de 
nylon. 

Les résultats obtenus par l'étude RFLP 
permettent de penser que les séquences des 
fragments A8 obtenues chez diverses souches 
de T. eruzi et de T. eruzi marenkellei pourront 
être utilisées comme traceurs phylogéniques. 

Le polymorphisme montré par les RFLP 
n'a pas de conséquence au niveau des 
expériences d'hybridation : la sonde issue du 
stock SC43 reconnaît chacun des fragments du 
southern blot avec une bonne affinité, reflètant 
une grande homologie de séquence entre la 
sonde et les fragments des autres souches. Ceci 
est encourageant pour l'utilisation potentielle du 
fragment A8 comme marqueur d'espèce. 
Cependant, la spécificité de l'hybridation devra 
être testée sur l'ADN génomique d'autres 
espèces (T. rangeli, Leishmania) afin de 
vérifier que le fragment A8 ne s'hybride pas à 
ces autres espèces. Nous n'avons pas eu le 
temps de mener cette expérimentation dans le 



cadre du pdsent travail. L'homologie apparente 
existant entre T. cruzi et T. marenkellei poserait 
un probli3me dans Mlaboration d'une sonde 
spkifique de T.cruzi. Cet inconvenient est 
minimise par le fait que Tmarenkellei est un 
parasite de chauve-souris, qui n'a jamais Ct6 
muvC chez l'Homme jusqu'B pdsent. 

Le clonage permettra d'amplifier le 
fragment en vue de son utilisation comme 
sonde (apri3s verification de sa spkCificit6 sur 
d'autres esphs). Il rendra par ailleurs possible 
le dquençage de ce fragment, avec deux 
retomb6es potentielles: (i) &lection de primers 
specifiques pour mise au point d'un diagnostic 
par PCR de la maladie de Chagas en phase 
chronique; (ii) elaboration de phylogCnies9 
molCculaires entre differentes souches de T .  
cruzi et de T. cruzi marenkellei.. 
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