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1 - ETAT CIVIL

Nom: Brenière épouse Campana

Prénoms: Simone Marie Viviane, prénom usuel: Frédérique

Née le: 24 mars 1955 au Plessis Trévise, Val-de-Marne

Nationalité: Française

Mariée: 3 enfants.

Chargée de recherche de 1ère classe à l'Institut Français de Recherche Scientifique

pour le Développement en Coopération, ORSTOM : Unité Mixte de Recherche

CNRSIORSTOM nO 9926 "Génétique Moléculaire des Parasites et des Vecteurs",

B.P. 5045,34032 Montpellier Cédex, France.

- ..

Adresse actuelle: ORSTOM CP 9214, La Paz-Bolivie, fax: 39 1854, tel. 37 52 80.

2

Curriculum Vitae

;

i
1

i
!"



2 - ETUDES SUPERIEURES ET DIPLOMES

1972-1973 - Préparation à l'école Vétérinaire de Maison Alfort

1973-1974 - D.U.E.S. de Chimie-Biologie - Université de Paris VI - Mention AB.

1975-1976 - Certificat de Pathologie et Immunologie Parasitaire - C.H.U. La Pitié

Salpétrière - Service des Maladies Tropicales Parasitaires - Professeur M. Gentilini.

1974-1976 - MaÎtrise de Biologie Animale - Université de Paris VI - Mention AB.

1976-1978 - MaÎtre Es Sciences - Université de Montréal, Département de

Microbiologie et Immunologie - Laboratoire du Professeur Pierre Viens - Montréal ­

Canada - (Boursière "France-Québec").

1978-1982 - Thèse de Doctorat en Sciences de Biologie de la Reproduction et du

Développement (3ème cycle), "Infection humaine par Trypanosoma cruzi (maladie

de Chagas) en Bolivie à différentes altitudes : réponse immune humorale",

Laboratoire du Professeur André Capron - Université des Sciences et Techniques de

Lille - Mention Très bien.

3

Curriculum Vitae



3 - FONCTIONS ET STRUCTURES D'ACCUEIL

3.1. Avancements

- Assistant-chercheur de la Coopération technique. affecté à l'Institut Bolivien de

Biologie d'Altitude (1979-1982)

- Elève chercheur de l'Institut Français de' Recherche Scientifique pour le

Développement en Coopération. ORSTOM •Novembre 1982-1984.

- Chargée de Recherche 2ème classe. Janvier 1985.

- Chargée de Recherche 1ère classe. Janvier 1991.

3.2. Affectations

- De Novembre 1979 à Décembre 1987: Affectation au titre de la Coopération puis

de l'ORSTOM à l'Institut Bolivien de Biologie d'Altitude de La paz en Bolivie.

- De Janvier 1988 à Novembre 1991 : Affectation au centre ORSTOM de

Montpellier. laboratoire de Génétique des Parasites et des Vecteurs (devenu en

janvier 1992 JI UMR CNRS/ORSTOM 9926: "Génétique Moléculaire des Parasites

et des Vecteurs").

- A partir de Novembre 1991 : Affectation à l'Institut Bolivien de Biologie d'Altitude

de La Paz. en Bolivie.
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4 - ENSEIGNEMENT

4.1. Académique

Université de Montréal

Date : 1fJ77-1978. Durée: 20 heures. Fonction: Moniteur de travaux
pratiques de Protozoologie (cursus Sciences Biologiques), Professeur
responsable P. Viens.

Date : 1978. Durée: 30 heures. Fonction :"Moniteur de travaux. pratiques
d'histologie (cursus médecine), Professeur responsable P. Messier.

Institut Bolivien de Biologie d'Altitude (lBBA) - La paz-

Cours International d'Immunologie Parasitaire et Maladie de Chagas

Date : 1980. Durée: 6 heures. Thèmes présentés:

- Réponse immune humorale au cours de la maladie de Chagas
- Réponse autoimmune au cours de la maladie de Chagas

Cours International d'Entomologie Médicale. nouveaux progrès

Date : 1994. Durée: 3 heures. Thèmes présentés: .

- Génétique moléculaire: généralités
- Techniques directes d'analyse du génome
- Isolement, culture et caractérisation génétique des souches de
Trypanosoma cruz;.

Société Bolivienne de Biochimie et Clinique

Date : 1982. Durée: 2 heures. Thème présenté:

- Relation hôte/parasite au cours de la maladie de Chagas.

Date: 1992. Durée: 4 heures. Thèmes présentés:

- Electrophorèse d'isoenzymes
- La théorie clonale chez les Protozoaires
- La technique de PCR
- Caractérisation par PCR des clones majeurs de Trypanosoma cruz;

Université "Mayor de San Andres" - La paz-

Date : 1982. Durée: 2 heures. Thème présenté:
5
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- Réponse humorale au cours de la Maladie de Chagas dans le cadre
d'un séminaire sur les Maladies Tropicales. "" "

Date: 1992. Durée: 1 heure. Thème présenté :"

- La technique de PCR - Cursus de la Faculté des Sciences de _
Pharmacie et Biochimie, cours d'Immunoparasitologie.

Date: 1994. Durée: 2 heures. Thème présenté :

- Application de la technique de PCR au diagnostic de la maladie de
Chagas et en taxonomie de Trypanosoma cruzi. Cours international de "post-grado" :
techniques de PCR, et applications au diagnostic biomédical et contrôle du milieu
ambiant

Date : Juin 95 - Novembre 95. Durée: 2 heures 1 semaine. Fonction:
Direction de travaux dirigés dans le cadre de la "Maestria de biologie médicale"
mention biologie moléculaire. Cette mention concerne 5 étudiants.

Programme : bases théoriques de la biologie moléculaire,
entrâmements à l'expression orale et écrite.

Centre National des Maladies Tropicales (CENETROP)-Santa-Cruz

Cours de recyclage en immunologie parasitaire.

Date: 1984. Durée: 3.heur~. Thème présenté :

- Le diagnostic immunologique.

Cours basique de Médecine tropicale.

Date: 1994. Durée: 4 heures. Thèmes présentés :

- Diagnostics de la maladie de Chagas, des Leishmanioses et du
Paludisme

- La technique de PeR.

Université des Sciences du Languedoc - Montpellier -

Cursus DEA de Parasitologie

Date: 1990. Durée: 2 heures. Thème présenté:

- La maladie de Chagas

Université de Pharmacie de Valence - Espagne-

Cursus Maîtrise Européenne des Maladies Parasitaires Tropicales

Date: 1990. Durée: conférence 4 heures, travaux pratiques 4 heures. Thème
présenté:

- La maladie de Chagas
6
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4.2. Formation à la recherche

4.2.1. Formation d'étudiants

Etudiants en thèse

Susana Revollo : Thèse de licence en Biochimie-Pharmacie, Université
"Mayor de San Andrès"de La Paz, Bolivie, 1987. "Analyse antigénique des
différentes souches isoenzymatiques de Trypanosoma cruz; : reconnaissance des
épitopes du composant antigénique 5 à l'aide d'anticorps monoclonaux." Encadrement
sous mon entière responsabilité. Ce travail a également fait l'objet de la publication
A32 et d'une communication à un congrès (CIl). J'ai par ailleurs assuré
l'encadrement de Susana Revollo en ce qui concerne la génétique des populations et
le typage des souches de .parasites. Dans ce cadre, Susana Revollo est co-auteur des
publications suivantes: A6, A16, C8, C12, C13. Par ailleurs, en 1991 j'ai rédigé une
demande de bourse auprès de l'OMS pour que Susana Revollo puisse effectuer son
doctorat d'Université à Montpellier sous la responsabilité du Michel T~bayrenc, dans
la mesure où ma nouvelle affectation me ramenait en Bolivie.

\

Françoise Mathieu-Daudé : Thèse de doctorat, Université de Montpellier II,
1991. Encadrement de la partie biologie moléculaire de son travail. Les résultats ont
été exploités dans sa thèse: "Mode de reproduction-de Trypanosoma brucei dans ses
populations naturelles : implications taxonomiques et épidémiologiques", dans
l'article A4 et au eours de congrès (C3 et C4).

Adrian Ovando : Thèse de licence en Biologie, Université "Mayor de San
Simon" de Cochabamba, Bolivie, 1993. " Analyse génétique par isoenzymes de
Triatorna ill/estalls (Hemiptera-Reduviidae) vecteur principal de la maladie de
Chagasen Bolivie." Cette thèse, déposée pour corrections auprès du directeur, n'a pas
été soutenue pour raisons personnelles au candidat. Encadrement sous mon entière
responsabilité. A l'occasion des "Journées Internationales de Biophatologie Andine"
organisées en 1992 à l'IBBA, l'étudiant a présenté oralement une partie de ses travaux
(C5).

Jenny Telleria : Thèse de licence en Biochimie-Pharmacie, Université "Mayor
de San Andrès" de La Paz, Bolivie, 1995 " Détection de deux clones majeurs de
Trypanosoma cruz; dans des vecteurs domestiques et sylvestres: implications
épidémiologiques." Encadrement sous mon entière responsabilité. Cette étudiante est
co-auteur de deux publications de rang A (A 1 et A2), d'un article publié dans une
revue argentine (A27) et de communications lors de congrès (Cl et CS).

Jose Luis AlcazarDalellZ : Thèse de licence en Biologie, Université Mayor de
"San Simon" de Cochabamba, Bolivie. " Etude de la microdistribution des
populations deTriatoma infestans et des clones majeurs de Trypanosoma cruzi dans
une zone sub-urbaine de la ville de Cochabamba." Cette thèse est sous co­
responsabilité avec le Dr. F. Noireau. En cours.

Willson Morochi : Thèse de licence en Biochimie-Pharmacie, Université
"Mayor de San Andrès"de La Paz, Bolivie. "Caractérisation génétique des clones de
Trypallosoma cruz; circulant dans les insectes du complexe Triatorna sordida par
isoenzymes et PCR. En cours. Encadrement sous mon entière responsabilité.

7
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Vient de. s'ouv~r à ~'Univ~rsité de La Pa~ une no~velle formation post­
doctoral (maestna) en bIOlogie médicale dont 3 étudiants réahseront leur travail dans
le laboratoire.

Jenny Telleria : Thèse de "maestria" mention biologie moléculaire. Son sujet
concerne le développement de sondes de leishmanies circulant en Bolivie: outils
épidémiologiques. Encadrement sous mon entière responsabilité. Débute,
actuellement.

Giovanni Rodrigo Garcia Rada: Thèse de "maestria" mention biologie
moléculaire. Son sujet concerne la recherche de nouveaux marqueurs du complexe
Triatoma sordida par la tecnique du RAPD. Ençadrement sous mon entière
responsabilité. Débute actuellement

Jorge Antonio Nogales Vera : Thèse de "maestria" mention biologie
moléculaire. Son sujet concerne l'étude de l'éfficacité de traitements de la maladie de
Chagas en fonction de la variabilité génétique de- Trypanosoma cruzi. Encadrement
en collaboration avec S. Revollo . Débute actuellement

Etudiants en DEA

Katarzyna Lewicka : DEA de Parasitologie, ,'1991) : Université de
Montpellier II, 1991. Encadrement complet de la rédaction du DEA : Etude de la
variabilité génétique de Trypanosoma cruzi en Guayane française. Ces résultats sont
également présents dans l'article A 3.

Katiaj Neubauer : DEA de l'Université de Constance (Allemagne) 1992.

Encadrement de la partie biologie moléculaire de son travail. Ces résultats sont

exploités dans son mémoire: Microevolution of Trypanosoma cruzi natural clones in

Chile and Paraguay.

Volontaires du Service National (VSN)

Eric Valette, VSN à l'IBBA de 1984 à 1985. Formation de base aux
isoenzymes et étude du réservoir sylvestre de Trypanosoma cruzi sous mon entière
responsabilité. Résultats dans l'article A31.

Eric Prina, VSN à l'IBBA de 1984 à 1985. Etude des antigènes dé suIfàce de
leishmanies. Encadrement partagé.

Ivan Araniki. VSN à l'IBBA 1987-1988. Etude des antigènes de surface de
différents clones de T. cruzi sous mon entière responsabilité. Exploitation des
résultats dans l'article A8.

4.2.2. Formation et encadrement de personnel technique

Clara Camacho et Hortellcia Miguez Statut: techniciennes IBBA, Années:
1981 à 1983, Durée : 2 ans, Thème: Formation aux techniques sérologiques et
immunologiques appliquées à la maladie de Chagas (voir les publi.cations A2, A36 et
C5).

8
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Nina Yaksic, Statut: technicienne IBBA, Années: 1992-1993, Durée: 2
ans, Thème: fonnation aux techniques d'isoenzymes et de biologie moléculaire.
Cette technicienne travaille sous mon entière responsabilité depuis 3 ans. (voir les
publications Al, A2, A5, et C5).

Marie France Bosseno, Statut: technicienne puis assistant ingénieur depuis 2
ans ORSTOM, Année: 1991, Durée: 1 an, Thème: Fonnation aux techniques de ~

base de la biologie moléculaire. Marie-France Bosseno, travaille sous mon entière
responsabilité depuis 1990. Sa collaboration à Montpellier puis actuellement en
Bolivie, est d'une aide précieuse dans mes fonctions d'animation et d'encadrement du
laboratoire. D'autre part, nous la soutenons dans son effort de rédaction de résultats.
(voir les publications Al, A2, A4, A5, A6, A27, A28, A29, A30, Cl à C6, C8 et CIO

Fernando Vargas, Statut: Etudiant travailleur Bolivien, Année: 1992,
Durée : 1 an, Thème : Formation aux techniques d'isoenzymes appliquées aux
vecteurs et aux parasites de la maladie de Chagas.Travaille sous ma ~responsabilité

avec le Dr F. Noireau depuis 3 ans (voir les publications Al, A2, A28 et CS)

Lieve Carlier, technicienne temporaire, a travaillé sous ma responsabilité
pendant 1 an à des essais de clonage des sondes utilisées dans le laboratoire. Le
travail développé par cette technicienne a été poursuivi par Jenny Telleria et les
résultats exploités dans sa thèse de licence.

4.2.3. Encadrement de stagiaires

Philippe Lena, Statut: post doctorat, boursier du MRT, Année: 1990,
Durée : 6 mois, Thème : Application des marquages froids aux sondes de T. cruzi
spécifiques des clones majeurs.

Brigitte Bastrenta , Statut : post doctorat, Année: 1991, Durée: 1 an,
Thème : Etude du polymorphisme de longueur des fragments générés par les
enzymes de restriction (RFLP) de l'ADN satellite de Trypanosoma cruzi.

Dr. François Noireau, Statut: Chercheur ORSTOM, Année: 1992, Durée:
1 an, Thème: Formation théorique et pratique à l'étude de la génétique des
populations de vecteurs par isoenzymes.

Jean-Charles Soria, Statut: Etudiant en médecine (Paris 4ème année) Année
: 1992, Durée: 3 mois, Thème: Application de la technique de polymerisation en
chaîne (PCR) à la détection de Trypanosoma cruzi dans les fèces de vecteurs.
Rapport de stage.

. Dr. Graciela Russomando, Statut: Chercheur de l'I1CS d'Asunci6n, Paraguay
Année: 1992, Durée: 15 jours, Thème: Caractérisation des clones de Trypmwsoma
cruzi par les techniques de polymerisation en chaîne (PCR) et d'hybridation.

Dr. Patricia Dom, accompagné d'un étudiant, Statut: Chercheur du " Hope
College, Michigan, USA Année : 1992, Durée : 2 mois, Thème : Techniques de
terrain appliquées en épidémiologie de la maladie de Chagas ; techniques de
caractérisation des clones de Trypalwsolna cruzi.

Jenny Lopez, Statut: Chargée de cours à l'Université Catholique d'Aréquipa,
Pérou Année: 1992 et 1993, Durée: 3 semaines, Thème: Etude de la variabilité

9
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isoenzymatique de populations de Triatoma illfestans et Trypallosoma cruzi de la
région d'Aréquipa.

Dr. Mariana Ceriotlo, Statut: Chercheur de la Faculté de Médecine de
l'Université de Buenos- Aires, Argentine Année: 1994, Durée: 1 semaine, Thème:
Application de la technique de PCR au xénodiagnostic.

MarlellY MOlltilla, Statut : Etudiante de l'Université "de los Andes" de
Bogota, Colombie Année: 1994, Durée: 3 semaines, Thèm.e : Caractérisation
isoenzymatique d'isolats Colombiens de T. cruzi .

Nicolas Schweigmallll, Statut : Chercheur de la Faculté des Sciences de
l'Université de Buenos- Aires, Argentine Année: 1994, Durée: 1 semaine, Thème:
Détection de T. cruzi dans des vecteurs sylvestres par PeR.

10
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2-THESE

I-MEMOIRES

Titre: L'infection à Trypanosoma musculi chez la souris nouveau-née et le souriceau.

Lieu: Université de Montréal, Canada

Date: 25 Septembre 1978 .

Directeur: Dr. Pierre Viens

Grade obtenu: Maître Es Sciences

Publications
12

Titre : Génétique et taxonomie biochimique de Trypanosoma cruzi et quelques

implications en immunologie et pathologie.

Lieu: Recherches effectuées à l'IBBA de La Paz, Bolivie

Date: Septembre 1984

Directeur: Dr. Michel Tibayrenc

Grade obtenu: Titularisation ORSTOM

Titre: Infection humaine par Trypanosoma cruzi (maladie de Chagas) en Bolivie à

différentes altitudes: réponse immune humorale.

Lieu: Université de Sciences et Technologies de Lille - Recherches effectuées à

l'IBBA de La Paz -

Date: Janvier 1982

Jury : Président , Pr Vivier; rapporteur, Pr Carlier, Membres. Pr Capron, Pr

Dhainaut, Dr Afchain

Grade obtenu : Doctorat de 3ème cycle en Biologie de la Reproduction et du

Développement, option: Biologie Cellulaire, Protistologie et Parasitologie.
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3 - REVUES SCIENTIFIQUES A COMITE DE
LECTURE

(La mention "sous presse' signifie: "définitivement accepté par le journal")

3.1. Articles de rang A

1995

Al - Brenière S.F., Bosseno M.F., Telleria J., Carrasco R., Vargas F., Yaksic N. &
Noireau F. - Field application of PCR diagnosis and strain typing of Trypanosoma
cruzi in Bolivian triatomines. Am. J. Trop. Med. Hyg., sous presse.

A2 - Noireau F., Bosseno M.F., Carrasco R., Telleria J., Vargas F., Carnacho C.,
Yaksic N. & Brenière S.F. - Sylvatic triatomines in Bolivia : trends toward
domesticityand infection with Trypanosoma cruzi clones known from the domestic
cycle. J. Med. Entomol., sous presse.

A3 - Lewika, K., Brenière, S.F., Barnabé, C., Dédet, J.P. & Tibayrenc, M. An
isoenzyme survey of Trypanosoma cruzi genetic variability in sylvatic cycles from
French Guiana Exp. Parasitol., sous presse.

1994

A4 - Mathieu-Daudé F., Bicard-See A., Bosseno M.F., Brenière S.F. & Tibayrenc M.
1994. - Identification of Trypanosoma brucei gambiense group I by a specific
kinetoplast DNA probe. Am. J. Trop. Med. Hyg., 50, (1),13-19.

A5 - Wincker P., Bosseno M.F., Britto C., Yaksic N., Cardoso M.C., Morel C.M. &
Brenière S.F. 1994 - High correlation between Chagas'disease serology and PCR­
based detection of Trypanosoma cruzi kinetoplast DNA in Bolivian children living in
an endemic area. FEMS Microbiology letters, 124 : 419-424.

1992

A6 - Brenière S.F., Bosseno M.F., Revollo S., Rivera M.T., CarHer Y. & Tibayrenc
M. 1992. - Direct identification of Typanosoma cruzi natural clones in vectors and
mammalian hosts by polymerase chain reaction amplification. Am. J. Trop. Med.
Hyg, 46 (3),335-341.

A7 - Solari A., Mufioz S., Venegas J., Wallace A., Aguilera X., Apt W., Brenière
S.F. & Tibayrenc M. 1992. - Characterization of Chilean, Bolivian and Argentinian
Trypallosoma cruzi populations by restriction endonuclease and isoenzyme analysis.
Exp. Parasitol., 75, 187-195.

1991

A8 - Brenière S.F., Araniki L, Le Ray D.& Tibayrenc M. 1991. - L'analyse SDS des
protéines et antigènes de surface révèle une forte hétérogénéité chez les clones
naturels de Trypallosoma cruzi, corrélée à la variabilité isoenzymatique. C.R.Acad.
Sei. Paris, 1. 312, Série III, 449-454.
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1987

1990

1989

Publications
14

1988

A9 - Brenière S.E, Braquemond P., Solari A., Agnèse J.F. & Tibayrenc M. 1991. ­
An isoenzyme study of Trypanosoma cruzi natural clones isolated from the two sides
of the West Andes Highland. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg., 85, 62-66.

A10 - Kutner S., Pellerin P., Brenière S.F., Desjeux P.& Dedet J.P. 1991. - Antigenic
specificity of the 72-kilodalton major surface glycoprotein of LeisJunania braziliensis
braziliensis. J. Clin. Microbiol. , 23 , 26-59. .

AlI - Tibayrenc M., Kjellberg F., Arnaud J., Oury B., Breniète S.E, Dardé M.L. &
Ayala EJ. 1991. - Are eucaryotic microorganisms clonai or sèxual ? A population
genetics vantage. Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 88,5129-5133.

A12 - Veas F., Brenière S.F., Cuny G., Brengues C., Solari A. & Tibayrenc M. 1991.
- General procedure to construct highly specifie kDNA probes for clones of
Trypanosoma cruzi for sensitive detection by Polymerase Chain Reaction. Cel.
Molec. Biol. , 37 (1), 73-84.

A13 - Kutner S., Pellerin P. & Brenière S. F. 1990. - Identification of cytoplasmic
soluble antigens related to the major surface antigens of Leishmania braziliellsis
braz;liensis and of Leishmania donovani chagasl. Parasitol. Research ,76, 185-191.

A14 - Veas F., Cuny G., Brenière S.F. & Tibayrenc M. 1990. - Subspecific kDNA
probes for major clones of Trypanosoma cruzi. Acta Tropica 48 (1),79-82.

A15 - Brenière S.E, Carrasco R, Antezana G., Desjeux P. & Tibayrenc M. 1989. ­
Association between Trypanosoma cruz; zymodemes and specifie humoral
depression in chronic chagasic patients. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg, 83, 517.

A16 - Brenière S.E, Canasco R, Revollo S., Aparicio G., Desjeux P. & Tibayrenc
M. 1989. - Chagas'disease in Bolivia : c1inical and epidemiological features and
zymodeme variability of Trypanosoma cruz; strains isolated from patients. Am. J.
Trop. Med. Hyg, 41 (5),521-529. .

A17 - Le Pont E, Brenière S.F., Mouchet J. & Desjeux P. 1988. - Leishmaniose en
Bolivie. III, Psychodopygus carrerai carrerai (Barretto, 1946) nouveau vecteur de
Leis/zmania braziliensis en milieu sylvatique de régions subandine basse. C. R. Acad.
Sei. Paris, 307, 279-282.

A18 - Brenière S.E, Carrasco R, Molinedo S., Lemesre J.L., Desjeux P., Afchain D.
& Carlier Y. 1987. - Specifie immunodiagnosis of Chagas'disease : Immunodiffusion
test using a specifie serum anti - Trypanosoma cruzi component 5. Trop. Geograph.
Med., 39, 281-286.

A 19 - Legrand D., Desjeux P., Le Pont F., Brenière S.F., Lemesre J.L., Santoro F. &
CapronA. 1987 - Identification of a major 72 kilodalton surface antigen in twelve
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isolates of Leislunania braziliellsis braziliensis. Mol. Biocltem. Parasitol., 24, 117­
124.

1986

A20 - Legrand D., Desjeux P. Prina E., Le Pont F. & Brenière S.F. 1986. - Résultats -,
préliminaires en faveur de l'existence d'un antigène majeur de surface spécifique de
Leismania braziliensis braziliensis. C. R. Acad. Sei. Paris, 303, 607-612.

A21 - Lemesre J.L., Afchain D., Orozco O., Loyens M., Brenière S.F., Desjeux P.,
Carlier Y., Martin V., Nogueira-queiror A., Le Ray D. & Capron A. 1986. - Specific
serodiagnosis of Chagas'disease by competitive inhibition enzyme immunoassay
using a Trypanosoma cruzi species specific monoclonal antibody. Am. J. Trop. Med.
Hyg., 35 (1),86-93.

A22 - Ribaute E., Lemesre J.L, Rodriguez C., Carrasco R, Brenière S.F., Antezana
G., Raynaud J. & Carlier Y. 1986. - Bioenergetic and cardiovascular response to
exercice in resident at 2850 m, with asymptomatic Chagas'disease. Trop. Geograph.
Med.,38,15O-157.

1985

A23 - Brenière S.E, Carrasco R., Miguez H., Lemesre J.L. & Carlier Y. 1985. ­
Comparison of immunological tests for serodiagnosis of Chagas'disease in Bolivian
patients. Trop. Geograph. Med., 37, 231-238.

A24 - Brenière S.F., Tibayrenc M., Antezana G i Pabon J., Carrasco R., Selaès H. &
Desjeux P. 1985. - Résultats préliminaires en faveur d'une relation faible ou
inexistante entre les formes cliniques de la maladie de Chagas et les souches
isoenzymatiques de Trypanosoma cruzi. C. R. Acad. Sei. Paris., 300 (15), 555-558.

1983

A25 - Tibayrenc M., Echalar L, Brenière F., Lemesre J.L, Barnabé C. & pesjeux P.
1983. - Sur le statut taxonomique et médical des souches isoenzymatiques de
Trypanosoma cruzi. Considérations sur la valeur taxonomique et immunogénique des
différentes isoenzymes. C. R. Acad. Sei. Paris, 296,721-726.

1980

A26 - Brenière S.F. & Viens P. 1980. - Trypallosoma musculi : transfer of immunity
from mother to liUer. Call. J. Microbiol., 26, 1090-1095.

3.2. Autres

1995

A27 - Bosseno M.F., Torrico F., Telleria J., Noireau F.& Brenière S.F. - Reacci6n de
polimerizaci6n en cadena : detecci6n y caracterizaci6n de cepas de Trypallosoma
cruzi, en ninos chagasicos. Medieina., sous presse.
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1985

1987

Publications
16

1984

A33 - Brenière S.F., LLanos B., Tibayrenc M. & Desjeux P. 1985. - Isoenzymic
studies and epidemiologica1 data of Trypallosoma cruzi from Arequipa (Peru), Pacifie
side. Ann. Soc. belge méd. trop., 65 (suppl.l), 63-66.

A34 - Carlier Y., Brenière S.E, Lemesre J.L., Carrasco R., Desjeux P. & Afchain D.
1985. - The interest of immunoprecipitation tests in the immunological diagnosis of
Chagas'disease. Ann. Soc. belge Méd. trop., 65 (suppl. 1), 85-94.

A35 - CarHer Y., Ribaute E., Lemesre J.L., Rodriguez C., Carrasco R., Brenière S.F.
& Raynaud J. 1985. - Bioenergetic studies in residents of high altitude (2850 m) with
asymptomatic chagas'disease. Ann. Soc. belge Méd. trop., 65 (suppl. 1),51-57.

A36 - Carrasco R., Brenière S.F., Poch O., Miguez H. Selaes H., Antezana G.,
Desjeux P. & Carlier Y. 1985. - Chagas serology and its problems. Alln. Soc. belge
Méd. trop., 65 (suppl. 1), 79-84. .

A37 - Tibayrenc M., Brenière S.F., Barnabé"C., Lemesre J.L., Echalar L. & Desjeux
P. 1985. - Isozymic variability of Trypanosoma cruzi : biological and
epidemiologica1 significance. A/m. Soc. belge Méd. trop., 65 (suppl. 1), 59-61.

A28 - Noireau F., Bosseno M.F., Vargas F. & Brenière S.F. - Apparent trend to
domesticity observed in Panstrongylus rujotuberculatus (Hemiptera : Reduviidae) in
Bolivia. Research and Rewiews in Parasilology, sous presse.

A31 - Valette E., Brenière S.F., Le Pont F. & Desjeux P. 1988. - Zymodemes of
Trypanosoma cruzi isolated from wild mammals in Bolivia. Mem.lnst. Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 83 (1), 139-140.

1988

A29 - Brenière S.F., Bosseno M.F., Barnabé C., Urdaneta Morales S. & Tibayrenc
M. 1993. - Copy number differences in the 195 bp repeated satellite DNA from
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli: potential use for epidemiologic
survey. Mem. lnst. Oswaldo Cruz, 88 (1), 163-165.

A30 - Brenière S.F., Bosseno M.F., Barnabé C., Urdaneta Morales S. & Tibayrenc
M. 1993. - Population genetics of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli :
taxonomica1·and epidemiological purpose. Biological Research , 26 : 27-33.

A32 - Brenière S.E, Revollo S., Caillard T., Valette E., Legrand D., Afchain D. &
Desjeux P. 1987. - Trypanosoma cruzi : expression of antigenic comp<>nent 5 among
35 laboratory clones obtained from 18 isozymic variants. Rev Tust Med. Trop. Sao
Paulo, 29, 80-85.



A38 - Brenière p., Poch O., Selaès H., Tibayrenc M., Lemesre J.L., Antezana G. &
Desjeux P. 1984. - Specifie humoral depression in chronic patients infected with
Trypanosoma cruz;. Rev. Med. Trop. Sao Paulo, 26 (5), 254-258.

1983

A39 - Brenière S.P., Bailly M., Carrasco R. & Carlier Y. 1983. - Transmission
transplacentaire des anticorps anti Trypanosoma cruzi. Calz. ORSTOM, sér. EIll. méd.
et Parasitoi. ,21 (3), 139-140.

A40 - Brenière S. P. & Tibayrenc M. 1983. - Activité Gluta)nate déshydrogénase
Nadp+ d'une fraction antigénique immunogénique de Trypanosoma cruzi. Cah.
ORSTOMsér. Ent. méd. parasitol., 21 (1),53-55.

1981

A41 - Tibayrenc M., Brenière S.P., Echalar L. & Carlier Y. 1981. - Données
isoenzymatiques pour onze souches boliviennes de Trypanosoma cruz;. Interprétation
génétique et calcul de distances. Calz. ORSTOM sér. Eni. méd. Parasitol., 19 (2),
129-134.
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4 - REVUES SCIENTIFIQUES SANS COMITE DE
LECTURE

Publications en espagnol internes à l'Institut Bolivien de Biologie d'Atitude

Traduction en espagnol: Brenière S.E, Tibayrenc M., Antezana G., Pabon J.,
Carrasco R, Selaès H. & Desjeux P. 1985.- Résultats préliminaires en faveur d'une
relation faible ou inexistante entre les formes cliniques de la maladie de Chagas et les
souches isoenzymatiques de Trypanosoma cruzi. C. R. Acad. Sei. Paris., 300 (15):
555-558. Dans: Anuario de l'IBBA, 1986-1987.

Traduction en espagnol: Brenière S.E, LLanos B., Tibayrenc M. & Desjeux P.
1985. - Isoenzymic studies and epidemiological data of Trypanosoma cruzi from
Arequipa (Pero), Pacific side. Ann. Soc. belge méd.- trop. 65 (suppl.l): 63-66. Dans:
Anuario dei IBBA, 1986-1987.

Traduction en espagnol : Carlier Y., Brenière S.E, Lemesre J.L., Carrasco R,
Desjeux P. & Afchain D. 1985. - The interest of immunoprecipitation tests in the
immunological diagnosis of Chagas'disease. Ann. Soc. belge Méd. trop., 6S (suppl.
1),85-94. Dans: Anuario de l'IBBA.. 1986-1987.

Traduction en espagnol : Carrasco R., Brenière S.E, Poch O., Miguez H. Selaes
H., Antezana G., Desjeux P. & Carlier Y. 1985. Chagas serology and its problems.
Ann. Soc. belge Méd. trop., 65 (suppl. 1), 79-84. Dans: Anuario de l'IBBA, 1986­
1987.

Traduction en espagnol: Brenière S.E, Revollo S., Caillard T., Valette E.,
Legrand D., Afchain D. & Desjeux, P. 1987. - Trypanosoma cruzi : expression of
antigenic component 5 among 35 laboratory clones obtained from 18 isozymic
variants. Rev. IllSt. Med. Trop. Sao Paulo, 29,80-85. Dans: Anuario de l'IBBA..
1986-1987.

Brenière S.E, Carrasco R, Kutner S. 1988. - Inmunoparasitologla en la enfermedad
de Chagas. IBBA Bodas de plata, 1963-1988.

Brenière S.E, Carrasco R, Kutner S. 1988. - Leishmaniasis en Bolivia - Estudios
epidemiol6gicos y bioqulmicos. IBBA Rodas de plata, 1963-1988.
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5 - COMMUNICATIONS A DES CONGRES ET
RENCONTRES SCIENTIFIQUES

Cl - V Congrès Latino-Americain de Médicine Tropicale
lieu : Guayaquil. Ecuador Date : 16-20 Mai 1993. Titre et auteurs de la ~

communication: Detecci6n de una infecci6n infra-microsc6pica ~r Trypanosoma
cruzi en triatominos silvestres con la téchnica PCR - Bosseno M.F., Noireau F..
Telleria J.. Carrasco R. & Brenière S. F. .
Statut: co-auteur oe poster

C2 - CYTED. Réunion sur la Biologie Moléculaire des Leishmanies et de
Trypanosoma eTuzi. .
lieu: Caracas. Vénézuela. Date: 1993. Titre et auteurs de la communication:
Population genetics of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli : taxonomical
and epidemiological purpose - Brenière S.F.. Bosseno M.F.. Barnabé C., Urdaneta
Morales S. & Tibayrenc M.
Statut: orateur invité et chainnan de section.

C3 ,- Réunion annuelle de recherche fondamentale sur la maladie de Chagas.
lieu: Caxambu. Brésil. Date: .1993. Titre et auteurs de la communication: PCR
field aplication : geographic repartition of major Trypanosoma cruzi clones in
vectors. advantage of isoenzyme typing - Brenière S.F. • Bosseno M.F.. Mathieu
Daudé F. & Tibayrenc M. 1993. Résumé: Mem. Inst. Oswaldo eruz, Rio de Janeiro.
V. 88. suppl.. p.175.
Statut: co aHteur de Poster.

C4 - IV congrès régional de Protozoologie. Table ronde, développement
technologique appliqué au diagnostic des parasitoses.
lieu: Catamarca. Argentine Date: Novembre 1993. Titre et auteurs de la
communication: Caracterisaci6n de cepas de Trypanosoma cruzi con PCR y
hybridizaci6n con sondas de DNA - Brenière S.F. • Bosseno M.F.. Mathieu Daudé F.
& Tibayrenc M.
Statut: co-auteur de communication orale.

CS - III Journées internationales de Biopathologie Andine.
lieu: La Paz. Bolivia. Date : 15-18 S~ptembre 1992. Titre et auteurs des
communications:
*Estudio comparativo de la epidemiologfa de la enfennedad de chagas en dos areas
cercanas de la regi6n de los Yungas Altas (Dpt. La Paz) - Ovando A.• Vargas F..
Camacho C.• Canasco R.. Soria J.C.• Noireau F..Bosseno M.F.& Brenière S.F.
*Repartici6n en mosaico de la infecci6n por Trypanosoma cruzi en zona Sub-Andina
alta (Dept La Paz) - Vargas F.. Ovando A.. Urquieta R.. Camacho C., Yaksic N.•
Tellerin J .• Carrasco R., Noireau F.. Bosseno M.F.& Brenière S.F.
*Técnica de PCR y de hibridaci6n de ADN para la caracterizaci6n genética de los
clones de Trypanosoma cruzi - Bosseno M.F., Soria J.C.• Torrico F..Telleria J.,
Camacho c.. Tibayrenc M.& Brenière S.F.
*Estudios isoenziméiticos y de ADN de poblaciones de Trypanosoma rangeli y
Trypanosoma cruzi penniten diferenciar los dos taxones - Brenière S. F.. Bosseno
M.F., Barnabé C.• Yaksic N.• Le Ray D.& Tibayrenc M.
*Presencia de varios vectores de la enfermedad de Chagas en zona sub-andina baja
(departamento de La Paz) : implicaciones epidemiol6gicas - Noireau F.. Carrasco R..
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Vargas F., Ovando A., Bosseno M.F. & Brenière S.E
*Prevalencia de la infecci6n humana por T. cruzi en Bolivia - Carrasco R., Miguez
H., Camacho C.& Brenière S.F.
Résumés; Acta Andina, V2, 1993
Statut: orateur, co-auteur et organisateur de la section parasitologie.

CS- ICASEPI
lieu : Valencia, Espagne. Date : 1-5 Juillet 1991. Titre et auteurs de la
communication : Characterization of Trypanosoma cruzi majors clones by PCR
DNA probes : a new epidemiologic approach in Chagas'disease - Brenière S.F.,
Bosseno M.F., Revollo S »Tibayrenc M.
Statut : orateur

C7 - Symposium de génétique moléculaire des parasites.
{jeu: Montpellier, organisé par le Laboratoire de Génétique des Parasites et des
Vecteurs de l'ORSTOM. Date : 2-5 Février 1991. Titre et auteurs de la
communication : Sondes d'ADN spécifiques des clones majeurs de Trypanosoma
cruzi - Brenière S.F.
Statut: orateur, membre du comité organisateur.
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C9 - FLAP, X congrès Latinoamericain de Parasitologie.
lieu: Caracas, Vénézuéla. Date: Juillet 1991. Titre et auteurs des communications:
* Estudio comparativo en medio de cultivo acelular de un stock de Trypanosoma
cruzi con dos clones geneticamente hom6logos - Penin P., Tibayrenc M, Brenière
S.F.& de Diego J.A. .
* Caracterizaci6n patol6gica y genética de un stock Boliviano de Trypanosoma cruzi
- Penin P., Tibayrenc M, Brenière S.F., Gamallo C. & de Diego J.A.
Statut: co-auteur de communications orales

C6 - Réunion annuelle de recherche fondamentale sur la maladie de Chagas.
{jeu : Caxambu, Brésil. Date : 7-9 Septembre 1992. Titre· et auteurs de la
communication: Population genetic analysis detennine the taxonomic un.its for
further biological and medicaI studies. Brenière S.F. , Bosseno M.F., Mathieu Daudé
F. & Tibayrenc M.
Résumé : Mem. lnst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 87 suppl 2, 104.
Statut: Présentation de poster.

CIO-ICOPA
{jeu: Paris, France. Date: AoQt, 1990. Titres et auteurs des communications:
*Caractérisation des clones majeurs de Trypanosoma cruzi grâce à la "PeR" : quand
et comment? - Brenière S.E, Veas F., Cuny G., Bosseno M.F., Rivera M.T.&
Tibayrenc M.
*Sondes d'ADN spécifiques des clones majeurs de Trypanosoma cruzi : instrument
de recherche et de diagnostic pour la maladie de Chagas - Veas, F. Brenière, S.F.,
Cuny, G., Brengues, C.& Tibayrenc, M.
*Paralel evolution between kDNA and nuclear markers in Leislunania genus - Veas
E, Brenière S.E, Bonhomme E, Cuny G. & Tibayrenc M.
*Specific recognition by sera from mucocutaneous leishmaniasis patients of 72 kDa
antigens of Leis/unallia braziliensîs braziliellsis - Kutner S., Pellerin P., Brenière
S.P., Desjeux P.&DedetJ.P



C14· Colloque international sur la maladie de Chagas
üeu : Santa-Cruz de la Sierra, Bolivia. Date: Mars 1984. Titre et auteurs de la

Résumés: Bull. Soc. Fr. Parasitol. 8 suppl. 1 : 708, 259, 258,489.
Statut: orateur et co-auteur de posters

C13 • Réunion annuelle de recherche fondamentale sur la maladie de Chagas.
lieu : Caxambu, Brésil. Date: Septembre 1986. Titres et auteurs des
communications:
*Isoenzymic patterns of Bolivian human stocks: relation with symptomatic fonns of
Chagas'disease - Brenière S.E, Carrasco R., Antezana G., Pabon J., Revollo S. &
Desjeux. .
*Evidence for a 72 kd specifie major surface antigen in Leishmallia braziliensis
braziliellsis - Legrand D., Desjeux P., Le Pont E, Kahane B. & Brenière S.E
Résumés: Mem. /Ilst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 81 suppl: p97, p90
Statut: co-auteur d'une présentation et de poster

C12· II congrès régional de Protozoologie
Lieu: Cordoba, Argentine. Date: Novembre 1987. Titres et auteurs des
communications:
*Isozymic variability of Trypanosoma cruzi strains in Bolivia : relationship between
zymodemes and pathology of Chagas'disease - Brenière S.E, Carrasco R., Revollo
S., Antezana G. & Desjeux P.
*Biochimical and immunological characterization of main antigens of Leis/unania
braziliellsis braziliensis and Leishmallia donovani chagasi - Kutner S., Brenière
S.F., Kahane B., Legrand D. & Desjeux P.
Résumés: Protozool.,36 (2), 34A. et p.200, 1989.
Statut: orateur et co-auteur de poster.
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CIl· RéunJon annuelle de recherche fondamentale sur la maladie de Chagas.
lieu : Caxambu, Brésil. Date: Septembre 1988. Titres et auteurs des
communications:
*Specific recognition of the surface major 72 kDa antigen from Leishmania
braziliensis braziliensis. by sera from patients suffering of cutaneous and
mucocutaneous Leislunaniasis - Kutner, S. Pellerin P., Brenière S.F. & Dedet J.P.
*Identification and purification of a 72 kDa cytoplasmique glycoprotein analogous to
the major surface antigen from Leislunania braziliensis braziliensis - Kutner S.,
Pellerin P., Desjeux P. & Brenière S.E
*Analisis antigénico de differentes cepas isoenzymaticas de Trypanosoma cruzi :
reconocimiento de epitopes deI componente antigénico 5 por medio de anticuerpos
monoclonales - Revollo S., Brenière S.E, Caillard T. & Desjeux P.
Résumés: Mem. /nst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 83 suppl 1: p75, p125
Statut: co-auteur de posters. .
*Trypanosoma cruzi : major clones rather than principal zymodemes - Tibayrenc M.
& Brenière S.E
*Identification and purification of a 72 kDa antigen of Leishmallia braziliensis
braziliensis present on the surface and in the cytoplasme of the promastigotes and its
specifie recognition by sera from mucocutaneous Leishmaniasis patients - Kutner S. ,
Pellerin P., Brenière S.E, Desjeux P. & Dedet J.P.
Résumés: Mem. /nst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 83 suppl. 1,249-255 et 431­
433.
Statut: co-auteur de conférences.
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communication : Estudios isoenzimaticos y datos epidemiol6gicos de Trypanosoma
cruzi dei lado pac(fico, Arequipa Peru. Brenière S.F., LLanos B., Tibayrenc M. &
DesjeuxP.
Statut: orateur

C16 - XIII Congrès Latino Americain de Pathologie, VII Congrès Bolivien de
pathologie .
Lieu: La paz Bolivia. Date: Octobre 1981. Titre et auteurs de la communication:
"Enzimo-inmuno-analisis" - S.F. Brenière
Statut : omteur.

C15 - ICOPA V
I.ieu : Toronto. Date : Juillet 1982. Titre et auteurs de la communications:
Characterization of specific 5 antigen of Trypaoosoma cruzi in culture medium.
Lemesre J.L & Brenière S.F.
Résumés: Mol. Biochem. Parasitol
Statut: co-auteur de posters.
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1.1.Etapes chronologiques

1.2. Période pré-Orstomienne

1 - HISTOlUQUE

- ~-.,

Canière scientifique24

1976-1978: Université de Montréal, Canada, étudiante

1978-1979 : Institut Pasteur de Ulle (CIBP), étudiante

1980-1982 : Ministère de la Coopération (affectation lBBA en Bolivie), assistant de

recherche

1983-1984: Elève ORSTOM (affectation IBBA en Bolivie)

1984-1987: Chargée de Recherche 2ème classe ORSTOM (aff~ctation IBBA en Bolivie)

1988-1991: Chargée de Recherche 2ème classe puis 1ère classe (affectation ORSTOM

Montpellier, France)

1992-1994: Chargée de Recherche 1ère classe (affectation lBBA en Bolivie)

La période précédant mon recrutement à l'ORSTOM (1976-1982) comprend deux

étapes:

"" "__ La première a été celle de ma formation à ~a ~e.eh_erch~, ~f!ectu~~_eo~~. _
Canada de 1976 à 1978 et m'a pennis d'obtenir-un-"Master"-de microbiologie. "EJ.le-àeté~ ... -

suivie par un stage d'un an en -1979 à l'Institut Pasteur de Lille au laboratoire du

Professeur André Capron.

La deuxième qui est l'étape de mise en oeuvre en situation réelle d'un programme

de recherche, s'est déroulée en Bolivie à l'Institut Bolivien de Biologie "d'Altitude situé à

La Paz, en qualité d'assistant de recherche dépendant du Ministère Français des Affaires

Etrangères.

Ma première recherche qui était développée au sein du laboratoire du Professeur

"Pierre Viens à l'Université de Montréal dans le cadre d'une bourse France-Québec,

consistait en l'étude du transfert de l'immunité entre mère et souriceaux dans le modèle

expérimental de l'infection par Trypanosoma musculi de souris CBAIJ.

De retour en France, j'ai été accueillie dans le laboratoire du professeur André

Capron afin d'y préparer une thèse de troisième cycle. Mais quelques mois plus tard, le

professeur André Capron me proposait un poste d'assitant de recherche pour travailler en



coopération à l'IBBA, Institut Bolivien de Biologie d'Altitude à La Paz. Le travail

s'inscrivait dans un vaste programme concernant la maladie de Chagas engagé par le co­

directeur français de cet institut, le Dr. Yves Carlier, détaché de l'Institut Pasteur de

Ulle.

En acceptant cette proposition, j'ai dO abandonner mon premier sujet de thèse

(Antigènes circulants dans"l'onchocercose) afin de me préparer à c~ nouvelles fonctions.

Il s'agissait en effet de monter un nouveau laboratoire, de transférer les techniques de

bases applicables à l'étude de la maladie de Chagas (culture des parasites, préparation

d'antigènes, développement des techniques de diagnostic sérologique), et de fonner à ces

techniques des techniciens de l'IBBA.

Par la suite, le laboratoire étant devenu fonctionnel, j'ai étudié la réponse immune

humorale de patients chagasiques en phase chronique de l'infection choisis dans des

populations boliviennes vivant à différentes altitudes. Çe travail s'est exécuté en

collaboration avec le département de Cardiologie de l'IBBA tandis que se constituait le

département de Paiasitologie de l'Institut.

Ce département, actuellement dirigé par le Dr. Céleste Roorigüëz, comporte deux

points forts, l'étude de la maladie de Chagas et celle des Leishmanioses.

A l'issu de ces deux premières années de Coopération en Bolivie, j'ai présenté ma

thèse de 3ème cycle à l'Université des Sciences et Techniques de Lille "Infection

humaine par Trypanosoma cruz; (Maladie de Chagas) en Bolivie à différentes altitudes:

réponse immune humorale".

1.3. Carrière ORSTOM

1.3.1. Période d'élève et première affectation en Bolivie, 1983-1987

Dès 1980, deux chercheurs ORSTOMjoignent le département de Parasitologie de

l'IBBA pour travailler sur la Maladie de Chagas et la Leishmaniose (Dr. Michel

Tibayrenc et François Le Pont). Ils y resteront tous deux plusieurs années, et le Dr.

Michel Tibayrenc sera le responsable de ma f~Imation durant les deux années d'élève

ORSTOM passées à La Paz (1983-1984).

J'ai alors entrepris des recherches dans le domaine de la génétique des populations

appliquée à l'agent de la maladie de Chagas, Trypanosoma cruz; . Mes travaux ont porté

sur:
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1.3.3. Deuxième affectation en Bolivie, 1992·1995

1.3.2. Affectation à Montpellier, 1988·1991

Les résultats ont conditionné la poursuite de mes recherches à MontpelÜer.

Ma nouvelle affectation en Bolivie s'accompagnait de celles du Dr. François

Noireau (Chercheur ORSTOM) et de Marie-France Bosseno (ITA ORSTOM). Cette

décision prise par l'ORSTOM d'affecter une équipe à un programme est à notre avis une

Canière scientifique26

- L'étude de la variabilié génétique de T. cruzi dans le sud du Pérou, au Chili et en

cycles sylvestres boliviens.

- L'étude comparée d'antigènes composants des souches génétiquement

différentes de T. cruzi.

- L'étude des relations entre la pathologie de la Maladie de Chagas et les

différentes souches de T. cruzi .

Pendant cette période, j'ai aussi entrepris différentes recherches sur la

Leishmaniose en collaboration avec les cherche!1rs de l'Institut En 1987 j'ai demandé

mon affectation à Montpellier dans le laboratoire du Dr. Michel Tibayrenc qui ne

comptait à l'époque qu'un seul étudiant.

Le centre de Montpellier ne fonctionnait que depuis un an. Ma première tâche a

donc été de collaborer à la mise en place du laboratoire de Génétique des Parasites et des

Vecteurs dirigé par le Dr. M. Tibayrenc. J'ai également participé à l'encadrement

d'étudIants et à la rédaction de projets de recherche afin d'obtenir des fonds externes

indispensables à l'installation.

Les recherches entreprises pendant cette affectation, ont eu pour but de disposer~

d'outils capables d'identifier sur le terrain les clones de T. cruzi.. Ces outils devaient

permettre: (i) de pallier aux défauts des techniques connues, (ii) de développer une étude

plus fine des relations entres les clones et l'épidémiologie de la maladie.

Ces recherches m'ont demandé une formation de base en biologie moléculaire.

Après avoir obtenu d~s sondes d'ADN spécifiques des principux clones circulant en

Bolivie, j'ai présenté à l'OMS un projet de collaboration av~c l'IBBA (Bolivie) pour

évaluer l'apport de ce nouvel outil à l'épidémiologie de la maladie de Chagas. Ce projet

ayant été accepté, l'ORSTOM m'a affectée en Bolivie.
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Le programme actuel se développe autour de deux grands thèmes:

2 • ANIMATION DE LA RECHERCHE

La génétique des populations appliquée aux vecteurs comme aux parasites reste

notre principal instrument de recherche.

Canière scientifique27

excellente fonnule car elle nous a pennis de développer un travail de groupe sur une aire

d'étude très large et géographiquement très diversifiée. Nos activités au laboratoire et sur

le terrain se sont donc effectuées en équipe. Afin de compléter et de prolonger le

financement du projet initial, plusieurs nouveaux projets ont été présentés à des instances

internationales par les deux chercheurs du groupe. Par ailleurs, le financement de l'OMS

initialement prévu pour trois ans, avait été sérieusement réduit, sanS doute à cause de la

restructuration de cet organisme et en raison de la conjonèture économique.

Heureusement, nous avons récemment obtenu des moyens financiers (TOR Chagas et

CEE) pour des recherches concernant les vecteurs secondaires de la maladie de Chagas et

l'étude de l'importance épidémiologique des cycles sylvestres en Bolivie.

Vobjectif de notre groupe de coopération ne se' limite pas à l'exécution de

programmes scientifiques. Il doit conduire à la fonnation d'un partenariat bolivien en

matière de génétique des populations de parasites et de vecteurs. Dans ce contexte, notre

ancienne étudiante bolivienne, Susana Revollo, est actuellement en France dans le

laboratoire du Dr. M. Tibayrenc pour y préparer son Doctorat d'Université. A son retour,

ce jeune chercheur pourra intégrer l' IBBA pour fonner le premier noyau du corps des

chercheurs nationaux spécialisés. Le reste du groupe national est actuellement composé

de 3 étudiants (facultés de médecine et de biochimie-pharmacie) et d'une technicienne de

l'IBBA.

-les cycles sylvestres de la maladie de Chagas en Bolivie,

.: les conséquences médicales de la variabilité génétique de Trypanosoma cruzi

l'agent de la maladie de Chagas.

2.1. Formation académique

...



Tout au long de ma carrière j'ai assuré quelques cours de spécialité, à la demande

de différentes instances d'enseignement. En Bolivie j'ai souvent été sollicitée par

l'université de La paz et par la Société Bolivienne de Biochimie et de Phannacie. En

France, lors de mon séjour à Montpellier, j'ai pris part au DEA d~ Parasitologie et en

Espagne à la maîtrise de Parasitologie Tropicale de Valence.

En octobre dernier, un cours d'Entomologie Médicale a été organisé à l'IBBA en

collaboration avec l'Institut Pasteur de Paris, et j'y ai participé en donnant quelques

heures d'enseignement sur les aspects de la biologie moléculaire.

Enfin, j'ai présenté sur demande, un dossier de candidature auprès de l'OPS­

ONUDI dont j'attends la réponse, pour organiser un cours de "Techniques avancées de

diagnostic de la maladie de Chagas et des leishmanioses" à l'IBBA durant l'année 1995.

Ce cours, d'envergure régionale comprendra une importante partie pratique et aura pour

objectif de rassembler des professionnels afin d'établir de futures collaborations.

La liste des cours que j'ai donnés est présentée dans la partie "enseignement" du
Curriculwn Vitae. ......,..:-:-'. ,,"",

2.2. Formation à la recherche et encadrement scientifique

J'ai été chargée d'encadrer en pennanence des travaux de recherche. Le personnel

que j'ai fonné est très divers: des étudiants boliviens ou français, le plus souvent jeunes

et non expérimentés, des techniciens boliviens de fonnation incomplète, des stagiaires

français et étrangers de niveaux très différents. Dernièrement, nous avons intensifié notre

activité de fonnation en recevant des chercheurs pour des stages de courte durée dans le

laboratoire de l'IBBA.

Dès mon premier séjour en Bolivie, j'ai fonné un petit groupe de techniciennes et

chercheurs de l'IBBA aux techniques de parasitologie et d'immunologie appliquées aux

recherches sur la maladie de Chagas. Par la suite, j'ai dirigé le travail de fin d'étude de

Susana Revollo étudiante en Biochimie Phannacie de l'Université "Mayor de san Andres"
.. ·"7

(La Paz) ainsi que le travail de plusieurs VSN (volontaires du service national) affectés à

l'IBBA. Il s'agissait le plus souvent de jeunes gens n'ayant aucune fonnation de recherche

ou de laboratoire et dont l'encadrement demandait beaucoup de temps et de soin. J'ai
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2.3.Collaborations externes

la première partie de mes recherches sur le diagnostic et l'immunobiologie de la

maladie de Chagas se sont développées en collaborations avec l'Instiiiit Pasteur de Ulle

(laboratoire du Pr. A. Capron). Cette collaboration bilatérale a pennis de bénéficier de

"produits biologiques" comme des sérums hyper-immuns, des anticorps monoclonaux, et

en retour nous avons envoyé à l'Institut Pasteur des sérums bien documentés.

A partir de mon entrée à l'OR8TOM, les thèmes de recherche ayant changés, la

collaboration avec l'Institut Pasteur de Lille n'a plus eu cours. Deux collaborations

infonnelles se sont alors établies, une avec le Chili et l'autre avec le sud du Pérou. Ces

collaborations ont consisté en échanges de souches de T. cruzi et mission de terrain avec

exploitation conjointe des données pour publications. Actuellement la collaboration avec

le Chili se manifeste par des invitations à participer à des évènements scientifiques

organisés par ce pays, celle avec le Pérou est plus technique puisque qu'un travaille est en

cours sur des vecteurs et des stocks de T. cruzi en provenance de cette région.

essayé le plus vite possible de les faire participer à un programme de recherches avec un

sujet propre. Le plus souvent, leur travail a pu être valorisé par une publication.

Dès sa création en .1988, j'ai rejoins le laboratoire de Génétique des Parasites et

des Vecteurs de l'ORSTOM dirigé par le Dr. M. Tibayrenc à Montpellier. Mon rôle a

consisté à le seconder dans l'encadrement des étudiants anivés rapidement en assez grand

nombre (DEA et étudiant en thèse). En 1990, Marie-France Bosseno, ITA de l'ORSTOM,

venait se joindre à moi, motivée par la nouveauté des recherches en cours (productions de

sondes d'ADN) et des techniques employées. Je l'ai épaulée dans ses efforts de

reconversion et par la suite elle m'a suivi en Bolivie pour développer le programme sur la

maladie de Chagas, financé par l'OMS.

Depuis mon retour en Bolivie, j'ai pris de nouveau en charge avec mes collègues

orstomiens, la fonnation d'étudiants et de techniciens boliviens afin de disposer d'un petit

groupe d'excellence dans le domaine de l'étude de la variabilité génétique des Parasites et

des Vecteurs.

A plusieurs occasion j'ai déposé des demandes de bourse pour des jeunes

chercheurs boliviens ou français. Dans le cadre de la collaboration avec l'IBBA, avant

mon départ en Bolivie, j'avais soumis à l'OMS, en accord avec le Dr. Tibayrenc, un

dossier de bourse pour Susana Revollo (chercheur bolivien) afin qu'elle réalise une thèse

d'Université au sein de son laboratoire. Son séjour en France s'achève actuellement, et

son intégration au sein de l'IBBA pennettra d'assurer la direction bolivienne de l'équipe
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Actuellement j'ai deux types de collaboration:

2.4. Propositions de projets à des instances fmancières externes à
l'ORSTOM

Je ne manquerais pas de signaler ma collaboration permanante, interne à

l'ORSTOM, avec le groupe de Montpellier dirigé par le Dr Michel Tibayrenc. Cette

collaboration consiste en des échanges scientifiques constants, et des co-participations

dans plusieurs programmes de recherche.
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une recherche de collaborations pour étendre le champs d'étude et améliorer les

techniques; la colloboration avec une équipe brésilienne travaillant sur le diagnostic de la

maladie de Chagas par PCR a été exellente comme j'en ai largement parlé dans l'exposé

des travaux. L'étude sur la relation entre souches et immunobiologie et pathologie de la

maladie de Chagas se fait en collaboration avec plusieurs équipes. L'Institut Pasteur de

Paris se charge d'une partie de l'étude de la réponse immune des patients, deux groupes

d'Argentine nous communiquent des protéines recombinantes marqueurs des infections

précoces et de la pathologie cardiaque. J'ai également une collaboration avec un groupe

nord américain qui nous a envoyé une protéine recombinante également marqueur de la

pathologie.

une demande de chercheurs sud et nord américains motivés par l'approche de

biologie moléculaire développée dernièrement; reçus dans le laboratoire de l'IBBA nous

avons expérimenté avec eux leurs échantillons ; les laboratoires. impliqués sont deux

d'Argentine, un de Colombie, un du Paraguay et un d'Amérique du Nord (voir la liste des

stagiaires dans le Curriculum Vitae).

Instance financière: OMS, "Re-entry Grant", 1995

Les approches développées en France et en Bolivie, requièrent une solide

structure de laboratoire, ainsi que d'importants moyens fin~ciers de fonctionnement La

recherche de financements complémentaires au budget alloué par l'ORSTOM figure en

bonne place pannis mes activités.



Instance financière : Ministère de l'environnement, 1992
Titre: Génétiques des populations de vecteurs et parasites impliquées dans la maladie de
Chagas : interactions cycles sylvestres cycles domestiques.
Statut: Chercheur principal.
Décision: Refusé

Titre: Evaluation de l'efficacité des traitements de la maladie de Chagas chez des jeunes
enfants et des nouveaux-nés. .
Statut: Chercheur associé.
Décision: Accepté

Instance financière: OMS, "Applied Field Research committee", 1995
Titre: Tegumentary leishmaniasis : Risk factors and self protection.
Statut: Chercheur associé.
Décision : Accepté .

Instance financière: CEE, STD3, 1994
Titre: Sylvatic Triatomines in Bolivia : trend toward domesticity, population dynamics,
potential vector role and feasibility of control.
Statut: Chercheur associé.
Décision: Accepté comme addendum à un projet plus vaste

Instance financière: OMS, TDR Chagas, 1994
Titre: Epidemiological significance of Triatoma sordida complexe in Bolivia
Statut: Chercheur associé.
Décision: Accepté

Instance financière: CEE, Coopération Scientique internationale 1993
Titre: Human Chagas'disease : multicentric study of medical implications of infections
by major natural clones of Trypanosoma cruzi, in Bolivia, Chile, Colombia and
Paraguay.
Statut: Chercheur principal.
Décision: Refusé
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Instance financière: CEE, STD 3, 1992
Titre: Etude des cycles de la maladie de Chagas en Uruguay à l'aide de marqueurs
génétiques, en particulier étude des dangers de réinfestation des structures domestiques
par les vecteurs sylvestres.
Statut: Chercheur associé.
Décision: Accepté

Instance financière: TDR Chagas, juin 1991, OMS
Titre : Study of the epidemiological relevance of Trypanosoma cruzi major clones in
Bolivian sylvatic and domestic cycles by the use of specific PCR kDNA probes.
Statut: Chercheur principal
Décision: Accepté.

Instance financière: TDR Chagas, juin 1991, OMS .
Titre: Experimental study of the impact of population clonai structure on relevant
biological and medical properties of Trypanosoma cruzi .
Statut: Chercheur associé, rédaction du projet.
Décision: Accepté - Projet réalisé à Montpellier



2.5. Demandes de bourses

J'ai également rédigé des demandes de bourse d'étude auprès de l'OMS et du

MRT pour:

Instance financière: MRT. 1991
Titre: Identification par sondes d'ADN des souches de Trypanosoma cruzi en Bolivie:
implications épidémiologiques en cycles sylvestre et domestique.
Statut: Chercheur principal. .
Décision: Accepté.

Instance financière: INSERM 1990, Collaboration avec l'unité mixte INSERM 167 ­
CNRS 624 de Lille
Titre: Comparaison des caractéristiques biologiques et médicales des clones majeurs de
Trypanosoma cruzi
Statut: Chercheur associé, rédaction du projet.

Décision: Refusé.
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Nom: Jenny Telleria
Instance financière: OMS
Type de bourse: post doctoral
laboratoire: lBBA
Durée: 1 an (1995)
Décision: en cours

Nom: Philippe Lena
Instance financière: MRT
Type de bourse: post doctorale
Laboratoire: Génétique des Parasites et des Vecteurs, ORSTOM Montpellier.
Durée: un an (1990)
Décision: Acceptée

Nom : Susana Revollo
Instance financière: OMS

. Type de bourse: Thèse Française .
Laboratoire: Génétique des Parasites et des Vecteurs, ORSTOM Montpellier.
Durée: trois ans (1992-1994)
Décision: Acceptée .

Nom : Katarzyna Lewicka
Instance financière: MRT
Type de bourse: Thèse
Laboratoire: Génétique des Parasites et des Vecteurs, ORSTOM Montpellier et IBBA.
Durée: 2 ans (1990)
Décision: Refusé

..



4.1. Objectif scientifique général

4 - OBJECTIFS

La connaissance des maladies parasitaires à transmission vectorielle repose sur de

nombreux aspects dont certains ont pris récemment une importance toute nouvelle. C'est

en effet seulement depuis quelques années qu'on a découvert le rôle prépondérant de la

variabilité génétique des organismes concernés: les.parasites, leurs vecteurs et les hôtes.

Les espèces, définies le plus souvent sur les seuls critères morphologiques, étaient prises

comme des unités homogènes et les études tenaient rarement compte du rÔle de la

variabilité génétique dans le jeu de la transmission et de l'évolution de la maladie.

De nombreux exemples peuvent être présentés pour illustrer l'intérêt de la

génétique des populations en matière de maladies parasitaires. Pour Trypanosoma cruzi,

l'agent de la maladie de Chagas, les études de génétique des populations dirigées par le

Dr. Michel Tibayrenc ont montré que ces populations sont composées de clones; c'est-à­

dire que les évènements de recombinaison sont si rares (s'ils existent) que le modèle

clonaI est le plus parcimonieux. Entre certains clones les distances génétiques sont

comparables à celles mesurées entre des souches de leishmanies (agents des.

leishmanioses) connues appartenant à des "espèces" différentes. Autrement dit, la

variabilité génétique du taxon T. cruzi est énorme. Des études menées sur un seul clone

de ce parasite (vaccination, résistance aux drogues, mécanisme de pénétration etc...)

risquent de n'apporter que des informations partielles, c'est-à-dire non applicables à

l'ensemble du taxon. Nous devons noter que ce modèle clonal, quoique généralement

bien accepté pour T. cruzi , fait encore l'objet de débats (Maynard Smith, 1993, Proc.

Nat. Acad. Scï. 90 : 4384-4388) et peu d'équipes s'interessent au conséquences

biologiques de ce modèle.

De la même façon, la morphologie ne suffit pas à l'identification des espèces

d'insectes vecteurs comme c'est le cas des complexes Triatoma sordida et Rhodnius.

Encore dernièrement, l'expertise morphologique de spécimens du complexe T. sordida

capturés en Bolivie, effectuée par deux équipes spécialisées a donné des résultats

contradictoires. Dans un tel cas, la génétique des populations utilisant les isoenzymes

comme marqueurs peut résoudre ces problèmes de spéciation.
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Plusieurs questions fondamentales justifient l'étude de la variabilité génétique des

populations des parasites et des vecteurs:

Quelles sont les unités taxonomiques biologiquement importantes?

Dans le cas des insectes vecteurs (reproduction sexuée) il est fondamental de

reconnaître tout d'abord les espèces ; c'est la première unité taxonomique à considérer

puisqu'une espèce est composée de membres qui partagent un même "pool" génique

différent de celui d'une autre espèce. Le biologiste s'attend à ce que chaque espèce

présente des propriétés particulières tant au niveau écologie que capacité vectorielle.

Chez les Protozoaires parasites, l'étude du mode de reproduction a montré qu'une

reproduction asexuée est très souvent privilégiée dans la nature. Les unités à étudier sont

donc des clones dont l'identification se fait au moyen de marqueurs génétiques choisis

par l'expérimentateur. Cette recherche doit se faire en étroite liaison avec des études

fondamentales de génétique des populations telles que nous les réalisons au sein de

l'Unité mixte de Recherche CNRS/ORSTOM qui a sa base à Montpellier.

Quelles sont les relations évolutives entre les taxons?

L'analyse phylogénique des espèces permet d'appréliender les similitudes

biologiques auquelles on peut s'attendre et de mieux comprende leur évolution. Dans le

cas des clones elle permet de mesurer leurs parentés génétiques et d'individualiser des

groupes génétiquement homogènes qui peuvent alors être considérés comme unité

taxonomique.

Quelle est l'étendue de la variabilité génétique à l'intérieur de chaque taxon?

Toute espèce présente une variabilité génétique. Il est important de la connaître et

de l'évaluer entre populations géographiques ou biologiques; existe -t-il des races

biologiques et géographiques identifiables? Dans le cas de la clonalité, chaque clone est

défini par un certain nombre de marqueurs partagés par l'ensemble des membres du clone

mais il peut exister une variabilité résiduelle. Cette variabilité peut être analysée par des

marqueurs supplémentaires. Grâce à des sondes d'ADN s'observent des mêmes clones en

cycles domestique et sylvestre en Bolivie; ce résultat est en faveur d'un contact entre ces

deux cycles. Ce marquage correspond à des stocks qui partagent environ 15 loci

enzymatiques. Une analyse supplémentaire de la variabilité génétique des clones peut
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pennettre de distinguer' de nouveaux clones et d'évaluer ainsi si les contacts entre les

cycles sont actuels (clones similaires) ou plus anciens (clones génétiquement apparen~és).

Comment se structurent les populations dans la nature?

Mon objectif est d'approfondir peu à peu l'ensemble de ces connaissances pour

certains modèles parasitaires puis d'analyser les conséquences épidémiologiques et

médicales des variabilités observées.

La recherche des unités biologiquement importantes repose sur l'étude du mode

de reproduction des organismes ce qui permet d'identifier les espèces (cas des vecteurs)

et de préciser le concept d'"espèce" et de souches chez les Protozoaires parasites. D'autre

part, pour connaître l'étendue de la variabilité génétique de chaque taxon il est important

d'étudier les populations naturelles sur toute l'aire d'endémie. Dans ce but, il est essentiel

d'obtenir la contribution des équipes nationales des pays où se situent les zones d'endémie

et notre· équipe de chercheurs expatriés affectée à ces zones aura pour tâche de

coordonner et de faciliter la mise en oeuvre d'un tel programme.

D'ailleurs, les infrastructures de recherche des pays concernés permettent dès à

présent d'assurer la formation théorique et technique nécessaire.

L'étude de la variabilité génétique des populations naturelles d'une espèce

comprend celle de la dynamique de sa population, et présente des implications

L'analyse génétique des populations géographiques pennet de définir le mode

d'expansion d'une espèce. Ces études présentent des retombées directes sur les mesures

de contrôle. Les populations de Triatorna in/estans des Yungas (région sub Andine) sont

particulièrement séparées les unes des autres et des mesures de contrôle sont alors

envisageables dans une communauté sans risque de réinfection par une autre, même

VOISine.

Actuellement peu de données sont disponibles sur la répartition géographique des

clones. Leur étude peut pennettre, (i) de comprendre quels sont l.es facteurs de dispersion

des clones (circulation des vecteurs, circulation des hôtes maminifères), (H) d'évaluer leur

capacité géographique de dispersion, (Hi) de mieux comprendre quels sont les

interactions entre cycles sylvestre et domestique. Dans une des communautés de la région

des Yungas a été observé un taux important de clones différents de ceux des autres

villages chezT. in/estans ; ce résultat permet de poser l'hypothèse d'un apport externe de

clones qui pourraient avoir une origine sylvestre.
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4.2. Coopération

épidémiologiques directes. Je propose de mener en parallèle ces études sur les vecteurs et

sur leurs parasites afin de mieux comprendre les modes de transmission et d'expansion

des maladies.

Les propriétés biologiques des sous-populations de vecteurs et des clones de

parasites constituent un vaste sujet qui implique la contribution de plusieurs diciplines,

mais il est nécessaire d'en assurer la coordination pour parvenir à déterminer les

conséquences de la variabilité génétique des divers organismes en l'épidémiologie.

Mon expérience pré-orstomienne, de par la formation de biologie et

d'immunologie quelle m'a apportée, me permet de mieux appréhender l'étude de telles
études.

Les travaux sur la variabilité des parasites sont nombreux, mais leurs approches

manquent totalement de standardisation et ne sont pas comparatives. L'équipe de

Montpellier a proposé en juin 1994 de créer un nouveau laboratoire de référence et de

formation, le Centre d'Etudes sur le polymorphisme des microorganismes (C.E.P.M.). Le

projet a été accepté par les autorités de l'ORSTOM et celles du CNRS et devrait être mis

en application en 1996. Dans cette perspective, étant donné que les liaisons entre l'Europe

et les divers pays concernés de l'Amérique du sud risquent de rester souvent difficiles,

(notamment en raisqn de difficultés de financement), il paraît souhaitable de créer une

équipe de relais sud américaine. Elle présentera une relation privilégiée avec le futur

C.E.P.M. de Montpellier et sera capable d'assurer le transfert des techniques, de

compléter la formation théorique et pratique des personnels locaux et de coordonner

l'ensemble des collaborations. Ces dernières années, j'ai reçu différents stagiaires

régionaux (Paraguay, Argentine, Pérou) au sein de l'IBBA, et nous comptons sur la

formation de l'équipe de l'IBBA pour dans le futur assurer cette irradiation dans la région

sud Amérique.

L'étude de la génétique des populations de vecteurs est une approche qui présente

plusieurs aspects. Le premier, est de clarifier le statut taxonomique de certaines espèces

difficile à distinguer morphologiquement Le second est l'étude de la variabilité génétique

des populations d'une espèce. Ces approches ne sont pratiquement pas encore

développées et les efforts de mon collègue J.P. Dujardin, auquel je m'associe, consistent à

former un réseau de laboratoires sud américains focalisant leur effort sur ce type de

recherches.
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Mon objectif immédiat est de fortifier le partenaire Bolivien afin de structurer une

bonne équipe multidiciplinaire capable de développer des recherches de haut niveau.

Au niveau du continent sud américain, le but est de tisser des contacts avec

différentes équipes afin de faire école en ce qui concerne l'importance des approches de

génétique des populations de parasites et de vecteurs.

4.3. Objectifs particuliers à la maladie de Chagas

La maladie de chagas est en voie de disparition dans certains pays de l'aire

d'endémie comme au Brésil et en Argentine, mais elle sévit encore dans beaucoup

d'autres où des programmes nationaux et internationaux se mettent en place.~ Ces

programmes proposent la lutte contre les vecteurs, ceci impose une prise en charge

nationale complétée par des financements internationaux et un labeur continu de

plusieurs années. Cette action dépend aussi de l'état de l'infrastructure saIÙtaire des pays.

En Bolivie malheureusement, cette infrastructure ne fait pas de grand progrès, les

voies de communication manquent et le contrôle de toute l'aire d'endémie semble difficile

à réaliser. Les recherche doivent s'orienter vers l'aide au développement de ces actions de

contrôle.

Dans ce cadre de mon expérience les actions quC? je propose sont les suivantes :

-les études parallèles de la génétique des populations des vecteurs et des parasites

permet l'analyse de la dynamique des populations et des modalités d'expansion de la

maladie. Elle conduit à des applications directes sur les mesures de contrôle,

- la connaissance des propriétés biologiques et médicales des principaux clones de

T. cruzi en Bolivie présente des applications importantes; l'efficacité du traitement de

patients infectés par différents clones de T. cruzi est totalement inconnue; de même, les
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- la recherche des vecteurs secondaires dont la répartition et l'importance

épidéniiologique est actuellement inconnue en Bolivie. L'approche de génétique des

populations permet de préciser les espèces vectorielles impliquées, de comparer des

populations domiciliées de vecteurs avec des populations sylvestres et d'évaluer les

échanges entre ces populations, de détecter et d'identifier les clones de T. cruzi circulants

et de les comparer avec les clones du cycle domestique,



propriétés pathologiques des clones sont peu connues. En Bolivie, existent deux groupes

de clones génétiquement très différents et tous deux très fréquents en cycle domestique;

ce modèle naturel est idéal pour ces études.

4.4. Objectifs particuliers à l'étude des Leishmanioses

Les chercheurs de l'Institut Bolivien d'Altitude ont permis de mieux connaître les

principaux foyers de Leishmaniose en Bolivie: plusieurs vecteurs ont été identifiés, les

populations à risque sont connues pour certains foyers, des études isoenzymatiques ont

précisé quels étaient les agents pathogènes. A l'initiative de chercheurs de l'institut, un

projet Andin est actuellement proposé à la communauté européenne pour identifier les

facteurs qui jouent sur le risque de contact homme/vecteur afm d'obtenir des méthodes de

prévention.

Dans le cadre de ce programme, j'ai choisi de développer des techniques

moléculaires permettant de détecter et d'identifier génétiquement les agents pathogènes

directement dans les vecteurs, les mammifères qui seraient des réservoirs potentiels et

chez l'homme. L'approche de génétique des populations développée au sein de l'UMR et

les méthodes utilisées sont applicables sur la pluspart des organismes. Les dernières

connaissances de la stmctnre des populations de leishmanies mettent en évidence un

mode de reproduction essentiellement clonai dans la nature. Ce modèle se rapproche

étrangement d.e celui de T. cruzi, ce qui nous permet de supposer que les travaux de

biologie moléculaire appliqués à T. cruzi peuvent s'adapter au modèle Leishmanie.

L'association d'une détection des parasites hautement sensible, par la technique de PCR,

avec celle de la caractérisation fine des agents pathogènes (identification des clones)

permettra de décrire avec précision quels sont les cycles des parasites. D'autre-part, cette

approche d'épidémiologie moléculaire dotera l'institut d'un outil utile au développement

d'autres thèmes de recherche comme l'étude du diagnostic précoce de la maladie et l'étude

après traitement des critères de cure.
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1 - INTRODUCTION

La majeure partie de mon activité scientifique a porté sur l'étude de la

Maladie de Chagas et plus particulièrement sur une approche ciblée des

conséquences médicales et épidémiologiques de la variabilité génétique du parasite.

Les différentes étapes de ma carrière m'ont cependant amenée à diversifier

mes recherches. Tout d'abord, au Canada (1976-1982) j'ai abordé le domaine de

l'immunologie à travers le modèle expérimental de l'infection murine par

Trypalwsoma musculi et acquis une bonne expérience du modèle murin. Ensuite,

dans le laboratoire du professeur André Capron à l'Institut Pasteur de Lille, j'ai reçu

un· complément de formation en immunochimie et acquis notamment une

connaissance des techniques appliquées alors à l'étude de l'immunologie de la

maladie de Chagas (1979).

A l'issue de cette même année, le ministère de la Coopération Française m'a

affectée en Bolivie (fin 1979), pour participer à un programme sur l'immunologie de

la Maladie de Chagas. Pendant les premières années de ce séjour, j'ai da mettre en

place un nouveau laboratoire et assurer la fonnation de son personnel technique. J'ai

aussi acquis pendant cette période, une certaine expérience de terrain.

A partir de mon recrutement à l'ORSTOM (fin 1982) j'ai surtout développé

des recherches sur la génétique des populations de Trypanosoma cruzi sous la

direction du Dr. M. Tibayrenc (1983-1987).

En, France, je me suis fonnée aux techniques de ,biologie ~?léculaire et par la

suite développé des recherches plus fondamentales avec pour objectif leur

application sur le terrain (1988-1991).

Depuis 1992, de retour en Bolivie, mes recherches sont principalement

orientées sur les propriétés épidémiologiques et médicales des principales souches de

T. cruzi en Bolivie. Ce programme que j'ai défini en coordination avec l'équipe de

Montpellier, se développe sous ma responsabilité de façon indépendante.

Ma deuxième tâche est de fortifier notre organisme partenaire Bolivien afin

de structurer une bonne équipe multidiciplinaire capable de développer des

recherches de haut niveau.

Mon troisième objectif est de tisser des contacts avec différentes équipes sud

américaines afin de faire école en ce qui concerne l'étude de la variabilité génétique

des protozoaires parasites de l'homme et de développer des projets coordonnés entre

plusieurs pays.
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Mes recherches sont présentées par thèmes en se référant le plus souvent aux

publications. Les codes des publications indiqués entre parenthèses et précédés de la

lettre "An se rapportent à mes travaux dont la liste figure dans le chapitreCurriculum
Vitae.
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2 - MODELE EXPERIMENTAL DE L'INFECTION
PAR TRYPANOSOMA MUSCULI

Trypanosoma musculi est un parasite naturel de la squris qui provoque chez

l'adulte une forte parasitémie spontal)ément contrôlée vers le 25ème jour. Les -.

animaux sont alors immuns et les parasites qui ont disparu de la circulation sanguine

se trouvent confinés dans les vasa recta du rein. Ce type d'infection procure un

modèle d'équilibre hôte-parasite puisque les animaux ne sont par tués par l'agent

pathogène. La nature des paramètres qui assurent cet équilibre, l'intervention des

mécanismes immunologiques humoraux et cellulaires, ont été partiellement étudiés

chez l'adulte (Viens et al. 1974, Clin. Exp. Immuno.1. 16: 279-294).

J'ai abordé l'étude de l'évolution parasitaire et immunologique de cette

infection chez des nouveau-nés et chez de jeunes souriceaux ainsi que les relations

mère-progéniture. Aucune donnée n'étaient alors disponible. L'ensemble des résultats

apporta la confirmation de la nature humorale du mécanisme de contrôle des

parasites dans le sang.

- l'infection chez la souris nouveau-née et le souriceau se distingue de celle

des souris adultes par une amplitude plus forte de la parasitémie (3 fois plus élevée)

et par une plus longue durée de l'infection, 60 jours au lieu de 25. Malgré la très forte

parasitémie,. les animaux survivent et finissent par la contrôler. Des anticorps

spécifiques anti-T. musculi se développent à partir de la deuxième semaine

d'infection, la production d'IgM (immunoglobulines de classe M) précède celle des

IgG (immunoglobulines de classe G) de seulement 2 jours,

-l'étude de portées de souris nées de mère immune ou normale et allaitées par

une mère immune ou non a permis de mettre en évidence le transfert mère­

progéniture d'une certaine protection. La protection acquise par transfert placentaire

est partielle puisque des nouveau-nés, issus de mère immune et nourris dès la

naissance par une mère normale, s'infectent mais présentent une parasitémie plus

basse que les témoins. D'autre-part, les souris nées de mère normale et allaitées par

une mère immune sont entièrement protégées; cette .protection est totale mais

temporaire puisque après deux mois ces souris peuvent être infectées et présentent

alors des parasiLémies similaires aux souris témoins. Dans tous le~.cas de proteclion,

des anticorps spécifiques des classes IgG 1 et IgG 2 et parfois IgM. ont été mis en

évidence. On observe également une décroissance de ces anticorps au cours du

Résumé des travaux
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temps, mais le degré de résistance immunitaire des souriceaux n'est pas corrélé à la

quantité d'anticorps maternels transférés.

Ce travail a fait 110bj~t d'un mémoire pour l'obtention du titre de Maître Es

Sciences (M.Sc.) Canadien et d'une publication (A25).
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3 - LA MALADIE DE CHAGAS

Mes recherches sont à rattâcher à trois grands volets de la maladie de Chagas

- le diagnostic,

- l'immunobiologie,

- la variabilité génétique des populations de Trypanosoma cruzi et son impact

épidémiologique et médical.

Depuis 2 ans j'ai également entrepris l'étude,de la variabilité génétique des vecteurs

afin de mieux appréhender les relations hôte/parasite en fonction de cette double

variabilité.

3.1 • Diagnostic

L'infection humaine à Trypallosoma cruzi se caractérise par trois phases

successives :

- une forte parasitémie s'observe peu de jours après l'infection. Le diagnostic

au cours de cette première phase est parasitologique, avec la mise en évidence des

fonnes trypomastigotes circulantes dans le sang (observation microscopique),

- après environ deux semaines, les formes sanguines sont contrôlées et

deviennent très rares. Ainsi débute la deuxième phase nommée "indétenninée" ; le

diagnostic est essentiellement sérologique et aucune pathologie n'est encore

développée. La "phase indétenninée" peut durer plusieurs années ou même toute la

vie,

- enfin, la troisième phase généralement tardive (plusieurs années après

l'infection initiale) fait apparaître une pathologie principalement cardiaque ou

digestive, les parasites circulants étant toujours très rares et le diagnostic restant

sérologique.

Finalement le diagnostic sérologique de la maladie de Chagas est d'autant

plus important que les signes cliniques sont inconstants et peu évocateurs. L'infection

provoque une forte réponse humorale spécifique dont les anticorps, dirigés contre le

parasite, se maintiennent toute la vie si aucun traitement précoce n'a pu être mené.

Ces anticorps pennettent le diagnostic immunologique. De nombreuses techniques

ont été et sont utilisées, depuis la réaction de fixation du complément, technique

Résumé des travaux
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pionnière pour la maladie de Chagas, jusqu'à la technique EUSA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assays).

Dernièrement, une nouvelle technique, basée sur les progrès de la biologie

moléculaire est à l'étude: la PCR ("Polymerase Chain Reaction") permet la détection

d'infimes quantités d'ADN du parasite dans le sang de patients chagasiques. Cette _.

technique de diagnostic parasitologique pourrait atteindre la sensibilité 'des

techniques sérologiques.

Comme pour toute maladie, le diagnostic doit être spécifique et le 'plus

sensible possible. Au cours de mes recherches sur les diagnostics immunologiques et

parasitologiques, ces deux aspects ont retenu mon attention.

3.1.1. Spécificité: étude de l'antigène S de Tryparrosoma cruzi

Dans beaucoup d'aires géographiques les populations présentent des

infections multiples avec des agents pathogènes succeptibles de provoquer des

fausses positivités des tests sérologiques. Les principales maladies succeptibles de

provoquer des anticorps pouvant reconnaître une partie des antigènes composant T.

cruzi sont les Leishmanioses. Elles sévissent souvent dans les mêmes zones

géographiques que la maladie de Chagas comme c'est le cas dans la région des

Yungas en Bolivie. D'autre part, Trypanosoma rangelî, parasite considéré comme

.non pathogène pour l'homme, circule chez les mêmes vecteurs et hôtes que T. cruzi :

en Colombie et au Vénézuela il est très souvent rencontré chez l'homme, ce qui n'est

pas le cas en Bolivie où il a été seulement rencontré chez des mammifères sauvages

(A30 et D'Alessandro et al. 1986, Am. J. Trop. Med. Hyg., 3S : 285-289) ; sa

constitution antigénique est voisine de celle de T. cruz.i, et des individus infectés par

ce parasite présentent des anticorps capables de réagir avec cèrtains antigènes de T.

cruzi. (Guhl et al. 1987, Parasitol., 94 : 475-484). Afin d'améliorer la spécificité des

tests, au lieu d'utiliser des antigènes totaux du parasite, les chercheurs ont étudié des

antigènes spécifiques du parasite.

J'ai approfondi l'étude de l'antigène 5 spécifique de T. cruz.i, décrit

antérieurement (Afchain et al. 1979, J. Parasitol. 6S : 507-514). L'objectif du travail

.développé en Bolivie était d'évaluer sa valeur diagnostique (A17, A22, A33 et A35).

Les tests d'immunoélectrophorèse et de double diffusion en gels d'agarose ont montré

que:

- la grande majorité des patients chagasiques en phase chronique de

l'infection présentent des anticorps anti-antigène 5 (70 % et 80 % respectivement) en

quantité suffisante pour être détectés par ces techniques assez peu sensibles,
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- ces tests sont spécifiques puisque des sérums de patients atteints de

leishmaniose cutanéo-muqueuse ne donnent aucune positivité.

Par la suite, un de nos collègues de l'IBBA (J.L. Lemesre), de retour en

France au sein du laboratoire du CIBP de Lille (Directeur Pr. André Capron), a

développé un test d'immunocompétition (A20) à l'aide d'un anticorps monoclonal

produit à partir de la purification biochimique partielle de l'antigène 5. La spécificité

et la sensibilité de ce test ont été controlées en utilisant les sérums Boliviens de" mes

études précédentes.

Les souches de T. cruzi (isolats naturels) présentent une grande variabilité

génétique mise en évidence par des études isoenzymatiques et d'ADN (Toyé, 1974,

Trans. R. Soc. Med. Hyg. 68 :"147; Miles et al., 1980, Trans. R. Soc. Med. Hyg. 74:

221-237; Tibayrenc and Ayala, 1988, Evolution 42 : 277-292). Elles présentent

également une grande diversité biologique (infectivité, virulence, pathogénicité,

Dvorak, 1984 J. ceil. Bioe/lem., 24 : 357-371.) et une variabilité de leur composition

antigénique. Etant donné cette diversité, j'ai étudié l'expression de l'antigène 5 dans

18 variants isoenzymatiques de référence génétiquement diversifiés. Afin de

travailler sur des populations génétiquement homogènes, les variants

isoenzymatiques ont été clonés au laboratoire de l'IBBA, selon la technique de

micromanipulation (micro-goutte) apprise à l'Institut Prince Leopold d'AIll'erS en

Belgiqüe. L'expression de l'antigène 5 a été identifiée par plusieurs anticorps

monoclonaux fournis par le laboratoire du CIBP de Lille. Les résultats ont montré

l'universalité de l'antigène 5 dans le taxon T. cruzi et ainsi renforcé la valeur

diagnostique de cet antigène. Ce travail a fait l'objet d'une thèse de licence bolivienne

de Biochimie Pharmacie de l'Université "Mayor de San Andrès" de La Paz, présentée

par Susana Revollo et d'une publication (A 31).

Les études de cet antigène 5 ont bien démontré que cette molécule pouvait

donner cours a un meilleur diagnostic de la maladie de Chagas, cependant à l'époque

aucune commercialisation n'a été faite. Actuellement les techniques ont changé,

plusieurs autres molécules sont proposées en vue du diagnostic immunologique

panni lesquelles des protéines recombinantes et des peptides. Par exemple le clone

recombinant JL7, obtenu d'une librairie génomique, est reconnu par 96 % des

patients chagasiques en phase chronique de l'infection (Levin et al. 1991, FEMS

MicTObiol. /mnllllloi. 89 : 11-20). La commercialisation en kit de diagnostic de ce

type de protéines est en cours au Brésil et en Argentine mais les seuls kits de

diagnostic commercialisés actuellement en Bolivie utilisent l'ensemble des antigènes

du parasite ainsi que les réactions d'agglutination et d'hémagglutination.
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3.1.2. Sensibilité: comparaison de différentes techniques sérologiques

Les techniques sérologiques utilisées sont nombreuses et afin de standardiser

le diagnostic sérologique de la maladie de Chagas à l'IBBA. j'ai évalué à partir de

405 sérums de patients boliviens en phases indétenninée et chronique de la maladie. ­

les sensibilités relatives des tests d'EUSA. d'immunoOuoresçence (IF), de fixation du

complément (Cff). et d'immunoélectrophorèse (lEP). Pour chaque test. l'antigène

utilisé est produit au laboratoire à partir d'une même souche de T. cruzi. Les résultats

pennettent de classer ces techniques selon leur pourcentage de sensibilité.

ELISA> IF> Cff> lEP

Toutefois. aucune différence significative de sensibilité n'est observée entre

les différentes techniques. L'ensemble de ces résultats est consigné dans les

publications A22 et A35.

La plus grande source d'erreur de diagnostic provient. à notre avis. des erreurs

de laboratoire (inversion de sérums, erreurs de dilutions ...) aussi il est fortement

recommandé de n'établir un diagnostic qu'après son contrôle par au moins deux

techniques différentes. Néanmoins pour des enquêtes sérologiques d'envergure une

seule technique devrait suffire.

3.1.3. Immunodépression naturelle spécifique

Pendant les phases indetenninée et chronique de la maladie de Chagas. le

xénodiagnostic est le diagnostic parasitologique classique. En cas de positivité, le

traitement spécifique de la maladie de Chagas est souvent' appliqué bien que les

dernières recommandations de l'OMS soient de le supprimer durant ces phases. Au

cours de mes travaux. j'ai identifié plusieurs patients présentant une sérologie

négative et un xénodiagnostic positif. Ce statut particulier n'avait pas été rapporté

dans la littérature c'est pourquoi la sérologie de ces cas a été contrôlée

indépendamment par i autres laboratoires. Pour certains de ces patients. j'ai

confirmé l'absence d'anticorps anti-T.cruzi établie par plusieurs techniques de

sérologie classique. par la technique d'immunoprécipitation des antigènes de surface

marqués à l'iode 125 (données non publiées). De plus. cet état de dépression

humorale spécifique ne semble pas lié à la pathologie. Ces résulLats permellent de

supposer l'absence de réponse immune humorale spécifique chez certains patients

(A37). Des cas similaires m'ont été signalés oralement par des chercheurs brésiliens

et chiliens.
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Afin d'approfondir cette étude, j'ai alors examiné le taux des différentes types

cellulaires de lymphocytes grâce à leurs marqueurs de surface par la technique

d'immunofluorescence (résultats non publiés) : les lymphocytes T de type OkT3,

OkT4 et OkT8 ainsi que les lymphocytes B OIcLa chez 7 chagasiques présentant une

dépression humorale spécifique, 20 chagasiques présentant une réponse humorale -.

normale et 22 non chagasiques. L'analyse statistique des résultats ,n'a montré qu'une

légère augmentation significative des lymphocytes B dans le groupe des patients

pr~sentant une dépression humorale spécifique. La poursuite de ces travaux

nécessiterait l'étude de l'état fonctionnel des cellules et non pas seulement l'étude

quantitative des sous populations de lymphocytes.

Etant donné que le diagnostic de la maladie de Chagas est chez l'adulte

essentiellement sérologique, ces patients chagasiques (xénodiagnostic positif et

sérologie négative) échappent au diagnostic classique. La proportion de patients en

zone endémique pouvant présenter ce statut reste pour le moment indéterminée mais

la technique de Polymérisation en Chaîne (voir ci-dessous) pourrait nous permettre d'

évaluer la fréquence de ce phénomène.

3.1.4. Nouveau diagnostic parasitologique par PCR ("Polymerase Chain

Reaction ")

La technique de PCR découverte par Mullis-Saiki en 1985 a été appliquée à

l'ADN de Escherichia coli. Elle consiste à synthétiser in vitro de manière

exponentielle des séquences choisies d'ADN. Elle est spécifique de ces séquences et

ne nécessite pas la purification initiale de l'ADN cible. C'est une technique rapide qui

présente des applications multiples dont le diagnostic d'agents pathogènes pour

l'homme.

J'ai utilisé cette technique pour améliorer le diagnostic parasitologique de la

maladie de Chagas, toujours difficile et peu sensible, spécialement pendant la phase

chronique de l'infection. La phase aiguë de la maladie se définit de façon arbitraire

par une parasitémie détectable à l'examen microscopique direct et correspond à la

toute première p~ase de l'infection. Elle est accompagnée de la production d'anticorps

spécifiques de cl~se IgM mais ces anticorps ne sont malheureusement pas toujours

faciles à détecter. Chez les enfants, elle passe le plus souvent inaperçue. Au cours de

cette phase, le traitement est efficace et l'utilisation de bons outils pour sa détection

est d'une grande importance épidémiologique. Actuellement, son diagnostic se fait

par l'observation directe au microscope des parasites présents dans le sang après leur
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concentration par centrifugation. Cette technique simple mais laborieuse demande

des observations microscopiques prolongées et manque de sensibilité.

Au cours de la phase chronique, les parasites sont très peu abondants dans le

sang et le test parasitologique employé est le xénodiagnostic. Il consiste à faire

gorger sur les patients une quarantaine de larves de triatomes d'élevage (stades 3 ou

4) non infectées afin de concentrer les parasites. Ce test, dont le résultat ne peut être

donné qu'un mois après l'examen, est peu sensible. C'est donc le diagnostic

sérologique qui doit être employé préférentiellement au cours de cette phase

L'ADN cible choisi, est composé des parties hyper variables des minicercles

de l'ADN kinétoplastique (ADN extranucléaire formant le kinétoplaste) car ces

séquences présentent les caractéristiques suivantes:

- elles sont très répétées (plusieurs milliers de copies),

- elles sont encadrées par des parties constantes concensus de toutes les

souches de T. cruzi ,
- elles permettent l'identification génétique des clones (voir paragraphe 3.3)

L'amplification est positive pour tous les variants génétiques de T. cruzi,
donnant une bande majeure de 270 paires de bases. Les souches de leishmanies ne

donnent aucune amplification tandis que les souches de T. rangeli donnent 'une

amplification positive mais la bande majeure est de taille supérieure à celle des

souches de T. cruzi. Cette dernière donnée a été observée pour un nombre réduit de

souches de T. rallgeli ~t demande des études complémentaires.

Une approche similaire a été développée par une équipe de chercheurs

brésiliens. Ils ont également choisi comme ADN cible les parties hyper variables des

minicercles. Leurs "prim€?rs" légèrement différents, génèrent des fragments d'environ

320 bp qui comprennent toute la partie hyper variable et une partie de la séquence

constante des minicercles.

La sensibilité théorique de la technique PCR est remarquable mais il faut

cependant relever que cette grande sensibilité entraîne de sérieux inconvénients car

elle fait de cet outil une technique délicate qui risque de faire apparaître de nombreux

faux positifs quand elle n'est pas développée dans des règles strictes.

Les résultats préliminaires évaluant la sensibilité des tests PCR en phases

aiguë et chronique de la maladie, chez des patients chagasiques d'âge différents,

montrent que la technique brésilienne est nettement plus sensible que la notre (A4 et

A26). Les différentes procédures utilisées pour préparer les échantillons doivent être

à l'origine de cette différence de sensibilité.
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En appliquant la technique brésilienne à 280 échantillons de sang prélevés

chez des enfants boliviens entre 6 et 10 ans habitant une zone endémique, nous

confirmons la haute concordance entre ce test PCR et la sérologie (article en

préparation).

Un test PCR de haute sensibilité, appliqué au diagnosti~ de la maladie de

Chagas présente divers avantages:

- il est utile quand les tests sérologiques ne sont pas applicables; c'est le cas

de la phase initiale de l'infection, quand la réponse immune de l'hôte n'est pas encore

développée; sa co~tribution au diagnostic du. Chagas congénital risque d'être

importante puisque ce diagnostic n'est réalisé que par l'examen direct des parasites

dans le sang. C'est aussi le cas des patients en phase chronique de l'infection qui

présentent une réponse humorale spécifique déprimée (voir paragraphe 3.1.3.),

- sa haute spécificité pennet d'appliquer le test dans les cas où la sérologie

reste douteuse (réactions croisées avec d'autres maladies),

- enfin ce test parasitologigue, va apporter de nouvelles données sur l'histoire

naturelle de l'infection (suivi de la parasitémie) et sera important pour le contrôle des

traitements. C'est un outil de recherche de grânde portée.

Le projet proposé par S. Revollo (chercheur IBBA) : "Evaluation de

l'efficacité des traitements de la maladie de Chagas chez des jeunes enfants et

nouveaux-nés" s'incrit dans la suite logique de ce développement technologique.

Dernièrement, une équipe du P~guay a montré (Russomando et al. 1992, J.

Clin.. Microb. 30: 271-280) qu'en utilisant comme cible d'ADN, l'ADN satellite de T.

cruzi (ADN nucléaire hautement répété), une réaction de PCR positive peut être

obtenue à partir de sérum de patients chagasiques en phase chronique de l'infection.

Une collaboration établie entre nos deux groupes va pennettre de comparer nos

techniques et d'approforidir les recherches à partir.des sérums de patients.

3.2· Immunobiologie de la maladie de Chagas en phase chronique
de l'infection

Les résultats principaux sont consignés dans ma thèse: "Infection humaine

par Trypanosoma cruzi (maladie de Chagas) en Bolivie à différentes altitudes:

réponse immune humorale".

En Bolivie l'aire d'endémie est très vaste, elle occupe les deux tiers du

territoire et présente une diversité géographique importante due en partie aux

différences d'altitude. L'étude porte sur la comparaison des caractéristiques de

Résumé des travaux
50



-

Pinfection de plusieurs populations boliviennes vivant à différentes altitudes et évalue

l'importance du facteur "altitude" sur la réponse immune de patients chagasiques en

phase chronique de l'infection.

3.2.1. Réponse immune humorale non spécifique

Le modèle expérimental de souris montre clairement qu'une acti~ation

polyclonale non spécifique des lymphocytes B est provoquée dès le début de

l'infection (Hontebeyrie-Joscowicz, 1992, Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,

87: 101-103). Une des conséquences de cette activation serait la rupture de la

tolérance chez l'hôte aux antigènes du soi et -en conséquence une production

importante d'anticorps autoimmuns. Peu de données existent chez l' homme en phase

aiguë de l'infection et les résultats sont contradictoires. Pour la phase chronique, la

littérature rapporte des résultats différents sur l'augmentation des classes

d'immunoglobuiines. Ma propre étude a permis de conclure à une faible

augmentation des immunoglobulines IgG et IgM , dur:ant la phase chronique de la

maladie. indépendante de l'altitude mais variable selon les populations. Il est possible

que l'étude des sous classes d'immunoglobulines révèle une augmentation sélective.

J'ai également recherché les immuns complexes circulants et observé comme

dans d'autres travaux une augmentation significative des immuns complexes chez les

patients chagasiques adultes sans qu'il y ait de relation avec la cardiopathie. Ces

immuns complexes se déposant dans les tissus joueraient un rôle au niveau de la

pathologie; toutefois. leur origine (réponse autoimmune ou spécifique) n'a pas été

déterminée.

De nombreux anticorps autoimmuns ont été décrits dont les anticorps EVI

hétérophiles (endocardium vascular interstitium) qui selon les auteurs peuvent être

corrélés à la cardiopathie. Ces anticorps pourraient aussi intervenir directement dans

la destruction cellulaire. Ces anticorps reconnaîtraient des structures antigéniques

communes au parasite et à l'hôte mammifère. En effet les sérums de patients

présentent des réactions positives sur des ~oupes de coeurs normaux de souris.

L'origine de ces anticorps est cependant mal connue. elle peut être la conséquence

d'une activation polyclonale (voir ci-dessus). mais également en rapport avec

l'existence d'antigènes communs entre les cellules d'hôte et T. cruzi. Parmi deux

populations boliviennes; j'ai observé des taux d'anticorps EVI significativement plus

élevés chez les patients chagasiques sans corrélation avec la pathologie cardiaque.

Malgré de nouvelles recherches, l'origine et le rôle des anticorps autoimmuns dans la

maladie de Chagas restent en partie inconnus.
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3.2.2. Réponse immune humorale spécifique

Comme nous l'avons vu à propos du diagnostic sérologique de la maladie de

Chagas, de nombreuses techniques sont utilisées pour doser les anticorps spécifiques.

La plupart des techniques sont quantitatives et utilisent un antigène total du parasite.
,

Aspects quantitatifs de la réponse

Plusieurs points sont à souligner: tout d'abord, selon les populations étudiées,

les taux des anticorps sont différents. Les taux élevés pourraient dépendre de

l'endémicité et ainsi être en rapport avec des réinfections. Ce dernier aspect est pour

le moment strictement spéculatif puisque la littérature scientifique ne rapporte pas

d'études sur la dynamique de réinfection des populations humaines. Sur ce point,

l'identification directe des différents clones de T. cruzi dans le sang de patients

chagasiques grâce à la PCR pourrait donner un élément de réponse: en effet, les

patients se trouvent souvent infectés par plusieurs clones (A 15 et A26) et

l'identification de ces mélanges de clones en fonction de l'âge des patients permettrait

d'évaluer le taux des réinfections.

Une cohorte de patients a été soumise à l'examen parasitologique classique:

le xénodiagnostic. Les résultats montrent qu'au cours des deux phases indétenninée

et chronique 40% à 60 % des patients présentent un test positif. De plus, le taux des

anticorps spécifiques est significativement plus élevé chez les patients chagasiques

présentant un xénodiagnostic positif. Il est possible que les formes trypomastigotes

provenant du cycle de multiplication intracellulaire provoquent une stimulation

d'anticorps impliqués dans la régulation de la parasitémie. Ce type d'anticorps

nommés dans la littérature "anticorps de lyse", sont spécifiques du parasite et

semblent jouer un rôle essentiel pour l'élimination des parasites circulants.

Enfin, le taux des anticorps pourrait être en rapport avec l'endémicité et la

parasitémie, mais ne possède aucun lien avec les pathologies cardiaques et gastriques

de la maladie ni avec les différences d'altitude.

Aspects qualitatifs de la réponse

La technique d'immunoélectrophorèse appliquée à 201 sérums de patients met

en évidence l'importante production des précipitines en phases indéterminée et

chronique. La réponse est hétérogène et selon les sérums le nombre de précipitines

varie, mais l'arc 5 correspondant à l'antigène 5 spécifique de T. cruzi est majeur

(A33). En phases indéterminée et chronique de l'infection, la fraction 5 serait la plus
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immunogène. Cependant, la présence d'anticorps anti-antigène 5.n'est ni en relation

avec la positivité du xénodiagnostic ni avec le taux des anticorps totaux. L'approche

qualitative de la réponse immune par l'électrophorèse est limitée par la· faible

sensibilité de la technique mais pennet d'orienter les recherches vers certaines

fractions antigéniques. Actuellement cette approche est dépassée. La biologie '.

moléculaire pennet d'affiner les études des antigènes candidats à la vaccination mais

jusqu'à présent aucune n'est satisfaisante. Si la pathologie de la maladie de Chagas

dépend de phénomènes autoimmuns, il n'est pas exclu qu'un vaccin protégeant contre

le parasite (développement de la lyse parasitaire dès l'entrée du parasite dans l'hôte)

induise les mécanismes autoimmuns responsables de la pathologie.

3.3· Variabilité génétique de Trypanosoma cruz;

3.3.1. Structure clonale de la population

L'étude de la variabilité génétique des souches de T. cruz; a été abordée

depuis plusieurs années par l'analyse isoenzymatique (Toyé, 1974, Trans. R. Soc.

Med. Hyg. 68 : 147; Miles et al., 1980, Trans. R. Soc. Med. Hyg. 74 : 221-237;

Tibayrenc and Ayala, 1988, Evolution 42 : 277-292). Les isoenzymes sont des

protéines présentant une même spécificité enzymatique mais un déplacement

électrophorétique différent. Le déplacement électrophorétique dépend principalement

des structures primaire et tertiaire des enzymes qui sont elles mêmes dépendantes de

la séquence d'ADN codante. Les variations de séquences de l'ADN dépendent

essentiellement des mutations ponctuelles dont le taux est constant. Cet ensemble de

caractéristiques pennet d'analyser, au sein d'une population, l'étendue de la variabilité

génétique ainsi que la structure de la population (mode de reproduction des

individus).

L'application de cette technique à des souches de T. cruz; a mis en évidence

leur grande variabilité génétique. De plus, l'interprétation des profils enzymatiques en

tenne de génétique des populations (étude des flux géniques entre individus) faite dès

1980 par le Dr. Michel Tibayrenc et ses collaborateurs a pennis de comprendre quel

est le mode de reproduction de ce parasite dans la nature. En bref, l'étude

électroenzymatique à plusieurs locus (MLEE) appliquée à de nombreux isolats de

T.cruzi provenant d'hôtes et d'origines géographiques différents fait clairement

apparaître l'absence de reproduction sexuelle. Il est possible que certains échanges

génétiques interviennent entre les individus mais ils sont rares. Dernièrement,

l'approche a été standardisée grâce au développement de "critères de clonalité". Ce

sont des critères qualitatifs et quantitatifs qui pennettent, 'sans erreur possible, de

rejeter l'hypothèse de l'existence d'une reproduction sexuée au sein d'un taxon. Le
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modèle clonaI est actuellement bien accepté pour T. cruzi quoique très peu d'équipes

cherchent à en évaluer les conséquences. Ma contribution à l'ensemble de ces

travaux est traduite par différents articles: A8, AlO, A15, A24, A32, A36, A4O.

T. cruz; se caractérise par la présence d'un kinétoplaste, organite _.

cytoplasmique composé d'ADN organisé en séquences circulaires, les maxicercles et

les minicercles. Lorsque cet ADN est digéré par des enzymes de restriction, il génère

en électrophorèse une série de bandes reproductibles, le schizodème, dont le profil

est variable selon les souches. Plusieurs travaux ont montré que ces profils étaient

corrélés à ceux obtenus par la technique des isoenzymes (Morel et al., 1980, P. N.

Acad. Sc. USA, 77: 6810-6814; Tibayrenc and Ayala, 1987, C. R. Acad. Sc. Paris

304: 89-92, A6), c'est-à-dire que la variabilité isoenzymatique qui dépend de gènes

situés dans l'ADN du noyau, est liée à celle de l'ADN kinétoplastique. La liaison

entre ces deux marqueurs (isoenzymes et kinétoplaste) fait donc rejeter l'hypothèse

qui assimilait le kinétoplaste à un plasmide interchangeable entre souches et renforce

celle de la propagation clonale des souches de T. cruzi dans la nature. En effet,

l'ensemble de l'ADN nucléaire et extranucléaire (kinétoplaste) serait transmis en bloc

inchangé à chaque génération.

L'étude de la variabilité génétique des populations naturelles de T. cruZÎ fait

ressortir deux résultats importants :

- les populations de T. cruz; sont composées de clones qui se propagent entre

hôtes mammifères et vecteurs et qui restent génétiquement semblables à eux-même

(aux mutations près) dans le temps,

- ces clones sont nombreux et peuvent présenter des différences génétiques

importantes (fortes distances génétiques) ; les conséquences biologiques de cette

variabilité sont pour le moment fort mal connues mais elles pourraient expliquer la

diversité observée entre les souches de T. cruzi.

En conclusion, toutes les études, quelles soient fondamentales ou appliquées,

devront tôt ou tard tenir compte de la variabilité génétique~

3.3.2. Limites du taxon Trypallosoma cruzi

Dans le cas de populations présentant une structure clonale, il devient

impossible de définir l'espèce car celle ci présente une définition biologique basée sur

la reproduction sexuée. En quelque sorte, chaque clone séparé génétiquement du

vorsin (absence d'échanges génétiques) pourrait être considéré comme une espèce
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particulière. Ainsi se pose le problème de la définition de l'espèce "T. cruzi " et de
ses limites.

J'ai abordé l'étude comparée des taxons T. cruzi et T. rangeli dont la

différenciation n'est pas toujours facile. Ces parasites se distinguent actuellement par

des critères morphologiques (appliquée aux formes sanguicoles) et biologiques

(comportement chez l'animal, localisation salivaire de T. rangeli chez les vecteurs).

L'étude de marqueurs génétiques est nécessaire car ces critères ne sont pas suffisants

pour séparer nettement les deux taxons. J'ai donc développé une étude

isoenzymatique de souches considérées comme appartenant à l'un et l'autre des deux

taxons. Cette analyse met en évidence une grande variabilité génétique des souches

de T. rangeli, analogue à celle observée dans le. taxon T. cruzi. Ceci confirme les

résultats de quelques études isoenzymatiques antérieures sur des souches de T.

rangeli (Kreutzer et Sousa, 1981, Am. J. Trop. Med. Hyg. 30: 308-317).

Etant donné l'étendue de la variabilité génétique de chacun des deux taxons,

l'approche isoenzymatique n'est pas suffisante pour décider de la position

taxonomique de certains isolats: ainsi, certains stocks isolés de singes du Pérou,

présentaient des parentés génétiques fortes avec des stocks de référence d'un des

deux taxons mais d'autres n'étaient génétiquement apparentés à aucune référence

(A29).

Par ailleurs cette étude préliminaire nous a permis de poser l'hypothèse d'une

structure clonale des souches de T. rangeli. En effet, trois souches de référence de T.

rangeli, isolées au Venézuéla (deux souches) et en Bolivie (une souche) présentent le

même profil isoenzymatique multilocus. L'existence dans une population de

membres présentant un même génotype multilocus et d'origines géographiques

différentes fait partie d'un des critères de clonalité développés par le Dr. Michel

Tibayrenc.

T. rangeli et T. cruzi seraient deux taxons voisins composés chacun de clones.

Pour faire de cet ensemble de clones deux taxons différents, nous devons supposer

que les membres de chaque taxon partagent un certain nombre de marqueurs

génétiques mais qu'ils sont différents entre les taxons. De récentes analyses m'ont

permis d'identifier deux marqueurs qui pourraient différencier ces taxons, le premier

isoenzymatique et le second est l'ADN satellite de T. cruzi (A28 et A29).

D'autres auteurs proposent des marqueurs différents comme:

- les profils de restriction du l'ADN kinétoplastique générés par l'enzyme Ras

1 (Gonçalves et al. 1991, Mem. Oswaldo Cruz, 86, 477-47~), .
. '--"~"-'~

- les séquences d'ADN correspondantes aux parties variables des gènes-des

mini exons du RNA (Murthy et al. 1992, Mol. Celle Probes, 6,237-243).
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Ces techniques appliquées à un nombre réduit de souches appartenant à notre

étude (données non publiées), ont permis de classer les souches entre les deux taxons

de la même manière que le classement effectué par nos marqueurs. En conclusion,

ces marqueurs apparaîssent tous associés les uns aux autres et pourraient donc -,

identifier les taxons. L'étude d~it être toutefois étendue à un plus grand nombre de

stocks.

3.3.3. Données supplémentaires sur l'ADN satellite de T. cruzi

L'ADN satellite de T. cruzi est composé dé nombreuses copies répétées d'une

séquence de 195 pb, et représente environ 10 % de l'ADN nucléaire (Sloof et al.,

1983, J. Mol. Biol., 167, 1-21). Notre étude a montré que cette séquence est

universelle au sein du taxon T. cruzi (A28).

J'ai aussi analysé la variabilité intra spécifique de cet ADN par la technique

du polymoIphisme de fragments de restriction (RFLP). Les profils observés par trois

enzymes de restriction (Eco RI, HAE III et HinfI) sont les suivants :

- une seule bande de 195 pb, le site de restriction existe dans toutes les

copies,

- quelques grands fragments peu résolus, le site existe seulement dans

quelques copies.

- un continuum de fragments (échelle) formé par des polymères de l'unité de

base.

Ces profils sont en accord avec l'existence de séquences d'ADN composées

d'unités de répétition répétées en tandem et dispersées en gros blocs.

La variabilité des profils générés par enzyme de restriction. a été analysée

pour 15 stocks clonés au laboratoire appartenant à 2 groupes de clones

génétiquement très distincts. A l'intérieur de chaque groupe. les profils sont très

apparentés mais très différents entre les deux groupes. L'évolution des ADN répétés

est très mal connue. Des processus d'hybridization croisée et de'délé~ionmassive ont

été évoqués pour expliquer les phénomènes d'homogénisation de séquences de ces

ADN (apparition ou disparition d'un site de restriction dans toutes les unités de

répétition). Cette évolution au sein d'organismes à structure clonale reste cependant à

approfondir avec un plus grand nombre d'enzymes de restrictions sur un

échantillonage de stocks largement diversifié. Comme ce marqueur ne semble pas

être extrêmement variable, il pourrait détenniner les grandes lignées évolutives au

sein du taxon T. cruzi (cette étude préliminaire n'a pas été publiée).
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3.3.4. L'unité taxonomique opérationnelle: le clone

Les travaux menés sur le terrain consistent à identifier des clones de T. cruzi

dans les hôtes naturels et à en analyser les conséquences épidémiologiques. Il est -.

nécessaire de tenir une réflexion à propos de la définition du clope et des outils qui

nous pennettent de l'identifier. Cet intennède dans l'exposé des résultats pennettra de

mieux comprendre le développement de la suite de mes recherches.

Définition du clone

La définition biologique d'un clone est celle d'un organisme dont les

descendants sont génétiquement semblables à lui même aux mutations près.
. . ~., .""- .....

L'analyse génétique de plusieurs locus pennet d'élucider fë mode de reproduction des

organismes et a. mis clairement en évidence la structure clonale des populations

naturelles de T. cruzi (voir le paragraphe 3.3.1.). Les clones naturels peuvent être

définis comme des unités biologiques génétiquement isolées. Ils sont identifiés

expérimentalement par une série de marqueurs génétiques. Ce marquage est

forcément imparfait, et en augmentant la résolution des techniques, une variabilité

additionnelle peut être mise en évidenèe au sein de èhaque "clone naturel". Pour

prendre en compte cette difficulté, le tenne de "clonet" a été proposé pour désigner

chez un organisme à structure clonale, l'ensemble des membres identiques pour une

série de marqueurs génétiques (Tibayrenc et al., 1991, Bioscience,41 : 767-TI4).

La clonalité implique que les propriétés spécifiques de chaque clone ne soient

guère modifiées aux cours du temps, puisqu'il n'intervient pas d'échange génétique

entre les clones. Le clone est donc l'unité biologique a considérer lors des études

d'agents pathogènes dont la reproduction est clonale.

Dans le cas des populations de T. cruzi, la diversité clonale est très grande

(existence de nombreux clones), de plus, une grande différence génétique (grande

distance génétique) peut les séparer. Ces données nous pennettent de proposer
..

l'existence de propriétés spécifiques à chaque clone naturel, d'autant plus nombreuses

que les clones présentent entre eux une plus grande distance génétique.

Choix des marqueurs

Quels sont les marqueurs génétiques à utiliser pour définir les clones? Ceux

qui sont soumis à une forte sélection doivent être rejetés car dans ce cas des

phénomènes de convergence peuvent apparaître. Les marqueurs stochastiques, dont

la variation dépend essentiellement de mutations ponctuelles, sont les meilleurs pour
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mesurer les distances évolutives entre les organismes. Les isoenzymes sont

largement employées à cet effet.

L'ensemble des profils isoenzymatiques observés définissent un zymodème.

Un clone naturel se définit par l'ensemble des individus présentant le même

zymodème. Toutefois, l'analyse d'un nombre supplémentaire de systèmes -,

enzymatiques peut distinguer des sous groupes génétiques. Dans ce cas, on est en

présence d'un mélange de clones. L'utilisation d'un nombre réduit de marqueurs

risque de regrouper des clones qui présentent encore de grandes distances génétiques.

Il est important de tester la validité des unités taxonomiques choisies par l'utilisation

d'un plus grand nombre de marqueurs.

D'autres marqueurs que les isoenzymes ont été proposés pour étudier la

variabilité du taxon T. eruzi.
L'ADN kinétoplastique incubé en présence d'enzymes de restriction génère

des profils de bandes très variables d'un stock à l'autre: les schizodèmes. L'analyse

de cette variabilité sur de nombreux stocks de T. eruzi a montré qu'elle est corrélée à

la variabilité isoenzymatique (voir le paragraphe 3.3.1.). Les profils de bandes sont

cependant très complexes et nécessitent une analyse par ordinateur pour une

exploitation optimale.

De même, la variabilité peut être ··recnerchée par la technique de RAPD

(Random Amplification Polymorphism DNA). Cette technique consiste a générer un

polymorphisme de produits d'amplification de l'ADN en utilisant des "primers"

choisis au hasard. Le polymorphisme obtenu pour un large échantillon de stocks de

T. eruzi est aussi corrélé à celui des isoenzymes (Tibayrenc et al., 1993, Proe. Natl.

Aead. Sei. USA, 90: 1335-1339).

L'intérêt de multiplier les analyses à l'aide de marqueurs différents est de

comparer les groupes phylogéniques obtenus et de sélectionner ceux qui sont

identifiés par l'ensemble des analyses.

L'étude de la liaison entre la variabilité génétique et celle des caractéristiques

biologiques de populations clonales doit s'effectuer sur un modèle représentatif de

l'ensemble du taxon. Il est nécessaire de tester plusieurs individus génétiquement

apparentés ou dissemblables en choisissant des stocks. d'origines géographiques

variées ainsi que d'hôtes différents. A partir d'un tel modèle, il est possible de tester

l'impact de la variabilité génétique du parasite sur ces propriétés biologiques.

- Les membres d'un même clone ou de clones génétiquement très apparentés

partagent-ils les mêmes propriétés?

- Les membres de clones génétiquement différents presentent-ils des

propriétés radicalement différentes?
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- Comment les propriétés biologiques se distribuent-elles dans l'ensemble du
taxon?

Le choix des clones à étudier est laissé au jugement de l'expérimentateur.

L'identification des clones est dépendante de marqueurs et une étude plus

approfondie de la variabilité génétique de son échantillon peut déboucher sur une

nouvelle interprétation de ses résultats.

3.3.5. Développement de marqueurs'spécifiques de clones

Sondes d'ADN kinétoplastigue de T. cruzi

La caractérisation des souches de T. cruzi nécessite habituellement un

isolement (fèces d'insectes vecteurs ou sang de mammifères) et une production

massive pour obtenir le matériel nécessaire à l'analyse isoenzymatique multilocus ou

à la purification d'ADN. Cette étape de culture provoque la sélection de certains

clones quand l'échantillon initial en contient plusieurs. Pour mener des études sur la

répartition naturelle des clones de T. cruzi j'ai entrepris le développement de

techniques permettant la caractérisation génétique directe des clones dans les fèces et

le sang des différents hôtes. La première partie du travail. développée en 89-90. a

consisté à trouver des sondes d'ADN spécifiques de clones ou groupes de clones

génétiquement apparentés (AlI et A13).

L'ADN kinétoplastique (kDNA) est constitué de deux types de chaînes

circulaires. les maxicercles et les minicercles. Ces nombreuses chaînes concaténées

(environ 50 maxicercles et 1()4 minicercles) forment un réseau complexe. Dans le cas

de T. cruzi. les séquences des minicercles présentent 4 zones de même taille et de

séquence analogue séparées par des séquences hyper variable (HVRm).

La Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR). est basée sur l'amplification

enzymatique d'une séquence choisie d'ADN à l'aide de deux amorces

d'oligonucleotides complémentaires des extrémités de la séquence cible. De celte

manière il est possible de produire en grande quantité les séquences correspondantes

aux HVRm du kDNA en utilisant des amorces situées dans les parties constantes des

minicercles. juste en bordure des parties variables. Les résultats ont montré que les

produits d'amplification correspondants aux HVRm. étaient spécifiques de clones

(définis par 15 loci enzymatiques). Il était donc possible de développer des sondes

d'ADN permettant l'identification génétique de clones de T. cruzi.
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Par la suite, deux sondes de kDNA spécifiques de deux groupes de clones

génétiquement très différents et fréquemment identifiés en Bolivie (Al, AS et A13)

ont été utilisés dans mes travaux.

Modèle généralisable aux Kinetoplastidae

Cette approche a été appliquée avec succès pour distinguer des sous-groupes

génétiques au sein du taxon T. brucei sp.{A3). Une sonde kDNA est capable de

reconnaître les stocks de Trypanosoma brucei gambiense groupe 1 responsables de

la pathologie humaine en Afrique centrale et de l'ouest. De la même manière, au sein

du taxon T. rangeli, des sondes de kDNA reconnaissent seulement des groupes de

stocks génétiquement apparentés, ces données non publiées doivent cependant être

confinnées par une étude d'un plus grand nombre de stocks. La généralisation de la

spécificité clonale des HVRm du kDNA peut être envisagée pour les leishmanies car

ces parasites présentent également une structure clonale. De plus, les études des

profils générés par digestion à l'aide d'enzymes de restriction (RFLP) sur l'ADN

kinétoplastique montrent une variabilité importante corrélée avec les profils

isoenzymatiques (voir le résumé des présentations d'ICOPA 1990, volume 1, p.22)

3.3.6· Caractéristiques épidémiologiques et médicales des clones de T. cruzi

Hypothèse

Les populations de T. cruz; se composent de clones naturels stables dans

l'espace et dans le temps. Parmi ces nombreux clones, certains sont très fréquents et

sont nommés clones majeurs (voir le résumé de la présentation de la réunion annuelle

de recherche fondamentale sur la maladie de Chagas, 1988, volume 1, p.21). En

Bolivie, les études isoenzymatiques ont mis en évidence la circulation en cycle

domestique de deux clones majeurs qui sont génétiquement très différents (grandes

distances évolutives). Selon notre hypothèse, ils pourraient présenter des

caractéristiques biologiques différentes (transmission, pathogénicité, réponse

immune de l'hôte mammifère, spécificité d'hôte et de vecteur, résistance au

traitement etc...). Ce sujet rapproche l'immunologie et la biologie de la génétique des

populations et ma fonnation est bien adaptée à cette situation.

Techniques d'identification des clones

Caractérisation isoenzymatique
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La caractérisation isoenzymatique reste une technique de choix qui apporte

une très bonne information génétique de base indispensable aux approches utilisant

des sondes d'ADN. Cependant elle présente quelques limitations:

- elle nécessite l'isolement des souches. Cette étape est de faible rendement

chez l'homme où le taux des parasites circulants est bas,

- les quantités de parasite requises pour une étude sur de nombreux locus

demande une étape de culture massive; comme nous l'avons déjà évoqué au chapitre

précédent, l'étape de culture sélectionne certains clones quand la population initiale

en est composée de plusieurs.

J'ai en général utilisé Il systèmes enzymatiques qui correspondent à 13 loci.

Ces études m'ont permis de faire des analyses du mode de reproduction du parasite et

de mieux connaître les relations phylogéniques entre clones isolés de différents hôtes

et zones géographiques.

Détections directe des clones par PCR et sondes d'ADN dans-les liquides

biologiques

Il s'agit de combiner deux techniques. La première consiste à amplifier par

PCR, directement dans les liquides biologiques, les séquences d'ADN

correspondantes aux HVRm Ce test a valeur de diagnostic et pennet en cas de

positivité (obtention de produits d'amplification de 270 pb) de démontrer l'infection

par T. cruzi.

La deuxième est la caractérisation génétique des souches infectantes. Elle

repose sur la propriété des séquences des HVRm qui sont spécifiques des différents

clones. Ainsi les produits d'amplification obtenus à partir des liquides biologiques

infectés par des souches de T. cruzi présentent une variabilité selon les souches

infectantes.' Ces produits ne peuvent être hybridés que par des séquences d'ADN

homologues, donc des sondes kDNA (HVRm) élaborées à partir de stocks

génétiquement apparentés.

Notre technique de PCR à partir d'échantillons de sang de patients en phase

chronique de l'infection n'est pas très sensible comparées à celle de l'équipe

brésilienne (voir le chapitre 3.1.4.). Leurs produits d'amplification de 320 pb

comprennent aussi les parties HVRm et une plus grande séquence de partie

constante. Des essais d'hybridization de ces produits obtenus de stocks de référence

(caractérisation isoenzymatique) avec nos sondes montrent les mêmes profils
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d'hybridation que sur les produits obtenus dans nos conditions d'amplification

(données non encore publiées). Une coplbinaison des deux approches permet d'allier

la haute sensibilité de la première technique av~c. l'identification spécifique des..... ;-..~
clones.

Résultats

Comparaison des clones circulants des deux côtés des Andes (Chili,

Bolivie et Pérou).

Une étude isoenzymatique sur de nombreu~ stocks isolées de part et d'autre

des Andes en Bolivie, au Chili et au Pérou (A8 et A32) a été menée. Trois mêmes

groupes de clones ont été trouvés en Bolivie et au chili. Il convient de remarquer que

l'un des trois groupes est présent uniquement au Chili ainsi qu'au sud de la Bolivie.

Cette région présente avec le Chili des contacts commerciaux intenses qui peuvent

être responsables du transport des triatomes.

Les souches isolées au sud du Pérou dans la région d'Aréquipa (1985) ont

montré une diversité clonale moyenne de 27,7 % mais la majorité de ces clones (94

%) sont génétiquement apparentés. Une étude similaire effectuée dernièrement dans

une des communautés précédemment étudiées fait apparaître un indice de diversité

clonale plus élevé (38 %) mais tous ces clones sont comparables à ceux de la

première étude. Ces nouvelles données sont en faveur de la stabilité des populations

de parasites dans cette région.

Cette deuxième étude menée au Pérou apporte des résultats interressants sur

la micro-diversité des clones de T. cruz; à l'échelle d'une même communauté. Les

critères de clonalité ont été appliqués à cet échantillon qui répond à des conditions

strictes de sympatrie (une même maison), alors que peu d'échantillon sont dans ce

cas. Ces résultats sont en cours d'exploitation.

Etude de la variabilité génétique de souches de Colombie.

Grâce à une récente collaboration avec l'Université de "Los Andes" de Bogota

nous avons examiné 37 stocks colombiens isolés de différents vecteurs et hôtes

impliqués en cycle domestique et sylvestre. Plusieurs stocks des deux cycles

pourraient appartenir au taxon T. rallgeli qui est un parasite très abondant en

Colombie. L'ensemble des autres stocks appartiendrait au taxon T. cruzï (29

souches). La diversité clonale" de ces isolats est élevée (82,7 %) et le reste

remarquablement quelque soit l'origine des stocks (cycle domestique ou sylvestre).

La diversité géographique des isolats pourrait expliquer le nombre important de

Résumé des travaux
62



génotypes obtenus; toutefois, dans le même département de Cundinamarca, les 10

souches isolées (3 de cycle domestique et 7 de cycle sylvestre) présentent 10

génotypes différents. Ainsi, la diversité génotypique en Colombie semble très

importante et supérieure en cycle domestique à celle observée en Bolivie.

Des stocks appartenant à chacun des deux cycles sont génétiquement très

apparentés; ceci est en faveur d'un contact étroit entre les deux cycles.

L'exploitation de ces données est en cours en collaboration avec mes

collègues colombiens.

Etude de la variabilité génétique de souches isolées en Guyane

française

La. Guyane française n'est pas une région endémique pour la maladie de

Chagas bien que quelques cas sporadiques de malades y ont été décrits. Il existe

cependant un cycle sylvestre dont plusieurs vecteurs et hôtes mammifères sont

porteurs de T. cruzi.
L'ensemble des stocks étudiés a pour origine le cycle sylvestre. La diversité

clonale des 27 stocks est très élèvée (81,4 %) et la majorité forme un groupe

génétiquement apparenté à un des clones majeurs circulant en Bolivie. Toutefois, ce

groupe présente encore une grande variabilité génétique interne. Malgré la petite

taille de l'échantillonnage, quelques considérations epidémiologiques peuvent être

avancées: nous n'observons pas de spécificité d'hôtes ni de spécificité géographique

en ce qui concerne la distribution des clones. Ces observations sont semblables à

celles de Colombie.

Les tests de critères de clonalité appliqués à cet échantillonnage sont aussi

hautement significatifs. Ces résultats font l'objet d'une publication qui est

actuellement soumise.

Circulation des deux groupes de clones majeurs dans 4 espèces de vecteurs

sylvestres et domestiques en Bolivie: identification par PCR et hybridation.

Les esssais de PCR réalisés à Montpellier en 1991 sur un nombre réduit de

fèces de Triatoma illfestallS étaient très prometteurs mais une étude plus importante

avec différentes espèces de triatomes d'origines géographiques différentes était

nécessaire pour mieux évaluer l'interêt de cette approche épidémiologique.

Nous avons utilisé la technique de PCR suivie de la méthode d'hybridation

pour identifier les clones infectants dans 345 fèces de triatomes. Pour l'espèce T.

infestallS, les techniques de PCR et l'examen microscopique sont en accord dans 85%
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des cas. Certains échantillons présentent des parasites à l'examen microscopique bien

qu'ayant une PCR négative. Ce profil est observé dans 18 % des triatomes positifs à l'

observation microscopique ; cependant nous avons noté que ces faux négatifs en

PCR se limitent à certaines localitées et sont pratiquement inexistants dans d'autres.

La préparation de l'échantillon ne consiste pas en une extraction d'ADN et donc

l'extrait peut encore contenir des facteurs inhibiteurs de l'amplification.

D'autre part, certains échantillons présentant un examen microscopique

négatif sont positifs en PCR. Cette discordance est observé dans 10 % des fèces

microscopiquement négatifs. Dans le cas des espèces sylvestre étudi"ées (Erathyrus

mucronatus, Triatoma sordida et Rhodnius pictipes), seule la PCR a pu détecter le

parasite dans respectivement 19,1 %, 12,5 % et 52,8% des échantillons. Le

pourcentage de détection par la PCR d'infections infra-microscopiques dans l'espèce

R. pictipes est particulièrement élevé et doit être confirmé. Cette première partie met

en évidence l'interêt de la technique de PCR pour évaluer en particulier dans des

espèces sylvestres la présence de T. cruzi (Al; A2 ; A5 et A27).

L'identification par hybridation, des deux clones majeurs circulants en Bolivie

chez les triatomes présente divers résultats qui démontrent l'intérêt de cette approche

épidémiologique :

- Identification des clones majoritaires, pour T. infestans, les résultats des

hybridations confirment la présence majori taire des deux clones correspondant aux

sondes utilisées. Ces clones sont détectés dans 74 % et 64 % des insectes et

seulement 7,6 % des insectes ne seraient infectés par aucun des deux. Jusqu'à présent,

les travaux de caractérisation isoenzymatique ne rendaient pas compte d'une telle

fréquence de ces deux clones.

- Origine sylvestre et domestique des clones. ces deux clones majeurs sont

aussi observés avec une moins grande fréquence chez des espèces considérées

comme sylvestres: E. mucronatus et R. pictipes. Les spécimens de E. mucronatus

ont été capturés à l'intérieur de maisons et en milieu péridomestique dans le village

d'Apolo situé dans le département de La Paz. Cette espèce est associée avec Triatoma

sordida dans plusieurs habitations mais T. infestallS y est absent. E. mucrollatus et T.

sordida sont des espèces habituellement rencontrées en cycle sylvestre qui peuvent

prendre domicile dans certains contextes. Une enquête sérologique (390 personnes)

conduite dans la population d'Apolo n'a mis en évidence ~ucun cas d'infection

chagasique. L'ensemble de ces données laissent supposer que les clones majeurs

pourraient avoir une origine sylvestre. Dans le cas de Rhodnius pictipes, les

spécimens trouvés exclusivement en péridomestique, proviennent de localités où la

coexistance d'autres espèces est mal connue. La nature sylvestre de l'un des deux
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clones est ici mise en évidence pour la première fois et ceci par la technique de PCR.

De plus, grâce à la collaboration d'une équip; américaine de mammalogistes

(Université de Nebraska-Lincoln, NE, USA) nous confirmons la présence de ce clone

dans des mammifères sylvestres en appliquant la technique de PCR des tissus

d'organes.

-. Infections multiples, la dé.tection directe chez les vecteurs des clones

majeurs de T. cruzi met en évidence pour la première fois des taux très impo~nts

(26% en moyenne) d'infections doubles. L'analyse isoenzymatique menée sur des

stocks boliviens n'a mis en évidence que 10 % d'infections doubles chez les vecteurs

(Tibayrenc et al., 1985, Genetica, 67 : 223-230). Chez T. infestâns les taux

d'infections doubles sont variables d'une communauté à l'autre et non corrélés aux

taux des infections des vecteurs. Chez les espèces sylvestres des infections doubles

sont aussi observées mais en moins grande abondance. LI analyse à l'aide du test du

chi 2 (hypothèse nulle) est en faveur d'une absence d'interaction et de sélection entre

les deux clones majeurs chez le vecteur. Ces résultas sont en cours d'exploitation et

font l'objet d'un article soumis à publication.

- Distribution géographique des clones, la détection directe des clones dans

les fèces permet d'étudier la distribution spaciale des clones. Cette méthode permet

de traiter un grand nombre d'échantillons. Les deux clones majeurs ont été détectés

dans 8 populations de T. infestans issues de 8 localités distantes de 29 à 400 km et

situées dans deux département de Bolivie. Les résultats sont en cours d'exploitation.

Propriétés immunobiologiques et pathologiques des clones

Dès 1985, j'ai entrepris l'étude des relations des clones de T. cruzi avec la

pathologie de la maladie de Chagas. De nombreux stocks de patients chagasiques de. \

pathologie connue ont été caractérisés par analyse isoenzymatique ; les résultats (A15

; A23) ne montrent pas de relation entre la pathologie et les clones. Dès cette étude,

j'ai souligné les limites de la méthode employée. En effet, l'étude isoenzymatique ne

permet pas d'identifier l'ensemble des patients présentant des infections multiples car

la mise en culture du parasite est une ét:ape de sélection des clones. Cette méthode

introduit donc un biais. J'ai repris ce sujet en applicant les sondes kDN~. développées

à Montpellier et en ciblant l'étude sur de jeunes patients chagasiques dont le nombre

d'infections multiples devrait être réduit. Cette étude qui est en cours, est menée en

parallèle avec l'étude de la réponse immune spécifique et non spécifique des patients

ainsi qu'avec l'étude des anomalies cardiaques détectées par électrocardiogramme.

L'étude préliminaire que nous avons menée montre bien que les infections multiples

sont nombreuses et probablement plus abondantes chez des sujets infectés depuis de

nombreuses années (A26).
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Comme je l'ai signalé au chapitre du diagnostic de la maladie de Chagas,

certains patients présentent un statut particulier, avec une sérologie négative et un

xénodiagnostic positif. La caractérisation isoenzymatique des stocks de parasite

montre que ces patients présentent de façon significative un seul type de clone (A 14).

Toutefois, cette étude demande à être poursuivie sur un plus grand nombre de cas.

3.4. - Variabilité génétique des vecteurs de la maladie de Chagas .

Comme signalé en tête du chapitre sur la maladie de Chagas, j'ai intégré à

mes recherches depuis seulement 2 ans, l'étude de la variabilité génétique des

vecteurs. Des études parallèles de génétique des- populations des parasites et des

vecteurs menées dans différentes zones endémiques ne peuvent qu'apporter des

informations précieuses sur la dynamique de dispersion de la maladie. De plus,

l'application de cette approche à l'étude des cycles sylvestre et domestique permet

d'évaluer les interactions entre les deux cycles et de mieux adapter les mesures de

contrôle.

3.4.1. - Méthode d'étude

Les premiers travaux sur la variabilité génétique des populations de Triatoma

infestans, vecteurs principal de la maladie de Chagas en Bolivie, ont été développés à

partir de 1981 (Tibayrenc et al., 1981, Cah. ORSTOM Sir. Ent. mid. Parasitol., 19 :

125-127 ; Dujardin et Tibayrenc, 1985, Ann. Soc. belge Méd. trop., 65: 165-169).

Ces études ont été menées par une analyse isoenzymatique de 19 loci. La même

analyse a été appliquée d'une part à des populations provenant de deux Départements

de Bolivie, qui présentent des contextes épidémiologiques différents et d'autre part à

des populations péruviennes étudiées 10 ans plus tôt par le Dr. J.P. Dujardin.

L'analyse de la distribution des clones principaux de T. cruz; dans ces même zones

est en cours.

Les premiers travaux et les nôtres mettent en évidence la faible variabilité

génétique de T. infestans puisque seulement 3 loci sur 19 sont variables. Cette faible

variabilité limite les interprétations génétiques aussi je m"e suis associée au Dr. J.P.

Dujardin pour la recherche de nouveaux marqueurs. La technique de RAPD

(Random Amplified Polymorphie DNA) est actuellement développée à l'IBBA sur T.

infestalls. Cette technique de PCR génère un profil reproductible complexe de

produits d'amplification pour un individu et variable d'un individu à l'autre.

L'analyse populationnelle de cette variabilité permet de faire des études de
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phylogénie. Il est aussi possible, à partir des produits d'amplification, de faire une

recherche de variabilité allélique et je prendrais ce thème en charge.

3.4.2. - Résultats

Les résultats sont en cours d'exploitation. Dans la région «:les Yungas, zone

sub Andine, la stucturation des populations de T. injestans est particulièrement forte.

D'autre part. les distances génétiques ne sont pas proportionnelles aux distances

kilométriques. La population péruvienne provenant d'une vallée endémique proche

de la ville d'Aréquipa. montre des fréquences alléliques comparables à celles

observées 10 ans plus tôt. Quelques spécimens de la ville d'Aréquipa sont

radicalement différents de ceux de cette proche vallée. Une étude de plus grande

envergure peut détenniner l'origine de ces nouvelles populations qui envahissent

actuellement les quartiers périphériques de la ville d'Arequipa.
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4 - LES LEISHMANIOSES

L'arrivée du Dr. Philippe Desjeux au poste de co-directeur de l'IBBA en

1982, a peImis de développer un programme sur l'épidémiologie des leishmanioses

en Bolivie.

Les études cliniques et parasitologiques ont montré que la leishmaniose

viscérale et la leishmaniose cutanéo-muqueuse peuvent co-exister dans certains

foyers Boliviens. Cependant la leishmaniose cutanéo-muqueuse est la plus répandue.

Ces études ont fait l'objet d'une synthèse de notre collègue F. Le Pont comprenant:

l'identification des espèces vectrices, l'incidence de la maladie et la détermination des

populations à risque dans plusieurs foyers, la description des modes de transmission

ainsi que la caractérisation génétique des parasites. Nous avons collaboré à ce travail

par l'identification d'"espèces" de leishmanie à l'aide d'anticorps monoclonaux (AI7).

Dès lors, a été menée une étude fondamentale sur les protéines de surface des

agents parasitaires dans un but d'amélioration du diagnostic. Cette approche était à

l'époque très développée. Plusieurs jeunes chercheurs ont successivement mené ces

recherches, toutes effectuées à l'IBBA, et j'y ai participé par un suivi journalier des

expériences et des discussions fréquentes sur l'évolution à donner à ces recherches.

Les chercheurs qui ont pris en charge ce travail avaient tous une formation de

biochimie, notre collaboration a été complémentaire et en retour j'ai bénéficié de

leurs connaissances.

4.1. Méthode d'étude

Ces travaux ont fait appel à des techniques d'analyse de protéines de surface

des parasites par marquage radioactif, puis à des techniques biochimiques de

purification et enfin à des électrophorèses en gels de polyacrylamide.

4.2. Résultats

La première étude a montré que les souches caractérisées comme appartenant

à l'espèce Leishmallia braziliensis présentaient un antigène spécifique majeur de

surface de 72 kDa (A18 et A19). Par la suite cet antigène a été partiellement purifié

par une méthode biochimique simple. Une protéine cytoplasmique de même poids

moléculaire, présentant des parentés antigéniques fortes avec l'antigène de surface, a

été identifiée (A12). La spécificité antigénique de la protéine 72 Kda de surface a été

démontré à l'aide d'une trentaine de sérums boliviens de patients infectés par

Leis/unallia braziliellsis (A9). Le diagnostic sérologique classique, effectué par la

. Résumé des travaux
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technique d'immunonuorescence indirecte, est souvent mis en échec par le faible

taux des anticorps en phase initiale de l'infection (lésion cutanée primaire) et par le

manque de spécificité à tous les stades de la maladie. L'ensemble de ces travaux

montre que cet antigène est un bon candidat pour le diagnostic sérologique des

infections humaines par Leishmania' braziliensis : il est spécifique de l'espèce -.

LeisJunania brazilie~is et les sérums de faibles taux d'anticorps présentent une

bonne reconaissance de cet antigène.
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J'ai développé dans le chapitre de ma carrière scientifique mes objectifs

. scientifiques généraux et spécifiques et je précise ici, quelques points.

Les programmes engagés en Bolivie sont encore en développement: l'apport à ~

la connaissance de l'approche conjointe de la génétique des vecteurs et de celle des

parasites est en cours d'évaluation et pourra dès lors servir de modèle d'étude de

l'épidémiologie de la maladie de Chagas dans différentes aires d'endémie. L'effort est

aussi porté sur l'exploitation de nouveaux outils afin d'étudier plus facilement la

génétique des populations naturelles.

Les quelques collaborations que nous avonS développées avec d'autres pays

que la Bolivie, nous montrent que la diversité de l'épidémiologie de la maladie de

Chagas est grande et des études standardisées sont nécéssaires pour mieux

caractériser les profils épidémiologiques permettant ainsi d'adapter les méthodes de

contrôle.

.,'
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- En conclusion, les études en cours en Bolivie apportent non seulement une

meilleure connaissance de la mal.adie de Chagas dans ce pays mais testent une

~ approche afin d'évaluer ses retombées scientifiques sur la connaissance.

Ce vaste projet demande à mon sens un effort soutenu de notre équipe en

Bolivie durant encore quelques années mais doit se développer par la suite dans de

nouvelles zones d'endémie. Pour la génétique des populations de vecteurs, seulement

quelques équipes en Uruguay, au Chili et au Brésil l'étudient. Le manque de

standardization dans la Caractérisation génétique.des souches de T. quzi ne permet

pas: de: regrouper l'ensemble des données et pour le moment l'approche... . '. .

d'"épidémiologie moléculaire" n'est pas développée. Le dépl~cement de notre équipe

dans de nouvelles affectations, accompagné de son renforcement en effectif

permettrait réellement de faire école et de renforcer la cohérence de notre UMR. :

recherche fondamentale au sein d~ futur centre (C.E.P.M.) et application sur le terrain

par une partie de ses membres.
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Abstract: The detection of Trypanosoma cruzi kinetoplast DNA by polymerase chain reaction (PCR) amplification is a potenlUtialal~llr,--_

powerful tool for the parasitological diagnosis of Chagas' disease. We have applied this technique in a field situation in Bolivia,
where 45 children from a primary school were subjected to serological testing, buffy coat analysis and PCR diagnosis. 26 of the 28
serology·positive individuals were also positive by PCR. In addition, Iwo serolagy-negative children gave a positive result by PCR,
including one who was positive in the buffy coat test. These results suggest that PCR detection of T. cruzi DNA in blood can be a
very useful complement ta seralogy in Chagas' disease diagnosis in Bolivia.

Key words: Trypanosoma cruzi; Chagas' discase; Kinetoplast DNA; PCR diagnosis

Introduction

Chagas' disease, caused by the parasitic proto­
zoan Trypanosoma cruzi, is an important public
health problem in most countries of Latin Amer­
ica. Its direct diagnosis is difficult, due to the low
concentration of parasites in the blood of in-

• Corresponding author. Tel: 55 21 290 75 49; Fax: 55 21 590
34 95.

SSDJ 0378-1097(94)00466-8

fected persons. Because of this limitation, Cha­
gas' disease diagnosis relies mainly on serological
techniques. The sensitivity of these serological
methods is generally high, but their use presents
two main problems. First, the existence of cross­
reactive epitopes between T. cruzi and other par­
asites circulating in the same geographicaI area
may lead to false-positive results [1]. Second, the
clinical status of a patient can be unlinked to his
humoral response, as for example during the first
weeks of an infection (when no serological reac-
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tion is yet observed) or after specific treatment
(when an immune response can persist for years
even if the treatment has been successful [2]).
These considerations have justified the quest for
a more efficient method of parasite detection in
chagasic patients. The principal technique that
has been tested for T. cruzi detection in blood
samples is the polymerase chain reaction (PCR).
Two main systems, leading respectively to the
amplification of kinetoplast minicircle DNA [3-5]
or of nuclear satellite sequences [6,7] have been
'described. Reconstitution experiments have sug­
gested that these techniques are potentially able
to detect a single parasite cell in 20 ml of blood
[4,8]. However promising, these methods have yet
to be validated in clinical samples originating
from different geographical regions, due to the
great variations in Chagas' disease incidence and
c1inical manifestations in the Americas. One
~~rge-scale study has been conducted in an en­
demic region of Brazil, showing that PCR can

. attain a high level of sensitivity in this situation
[9]. The present work is aimed at testing the
efficacy of PCR diagnosis of Chagas' disease in a
radically different situation in Bolivia.

Materials and Methods

Patients and clinica/ samp/es
The individuals examined in this study be­

longed to two different groups. The first was
composed of 45 children from the Mizque local­
ity, Campero province, Cochabamba department,
Bolivia. They were 5 to 8 years old, and were
previously selected by a serological and parasito­
logical (buffy coat) diagnosis for Chagas' disease
when they were at schooI. The second was com­
posed of 8 control individuals from Rio de Janeiro
and La paz who had never Iived in endemic
areas.

Ten ml of blood were collected from each
individual, 5 ml of which were mixed immediately
with an cqual volume of 6 M guanidine HCI/0.2M
EDTA for further processing for the PCR test
[4]. The remaining 5 ml were used for serum
preparation and buffy coat testing.

Ser%gy and buffy coat tests
Serology was performed by indirect hemagglu­

tination using the HEMAVE kit (Polychaco, Ar­
gentina), indirect immunofluorescence (HF) and
enzyme-Iinked immunosorbent assay (ELISA). A
patient was considered serology-positive when his
serum reacted in at least two of the three tests.
Buffy coat testing was performed in quadrupli­
cate and observed by:2 independent peOple.

DNA preparation
The guanidine-EDTA-blood Iysates were

heated for .15 min in boiling water in order to
shear the minicircle molecules that constitute
most of the kDNA into moderately-sized pieces,
and equalise their overall concentration [8]. One
hundred ILl was used for DNA preparation. After
phenol-chloroform and chloroform extraction, the
material was precipitated with ethanoI. The pellet
was resuspended in 50 ILl of distilled water and
stored at - 20°C. AIl these and subsequent steps
were performed in a laminar flow hood in a
separate room not used for manipulation of am­
plified products, with dedicated micropipeues and
filter-protected tips.

peR conditions
. The amplification reactions were performed in

'a volume of 75 ILl using the 'hot-start' protocol
with a solid paraffin barrier separating the Taq
DNA polymerase from the oligonucleotides [10].
The lower phase consisted of 4 ILl of the 10 X
Taq polymerase buffer (100 mM Tris-HCI, pH
8.3; 500 mM KCI), 1.8 ILl of a 10 mM dNTPs
solution, 13.5 ILl of a 25 mM MgCI 2 solution, 200
ng of T. cruzi-minicircle specific primers (5'­
AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA
3' and 5' GGTTCGATTGGGGTTGGTG­
TAATATA 3' [11]), and water up to 40 ILl, in a
thin-walled reaction tube. An Ampliwax PCR
Gem Bead (Perkin-Elmer) was added, melted by
placing the tube at 80°C for 5 min, and solidified
at room temperature. The upper phase consisted
of 7.5 ILl of the DNA sample, 3.5 ILl of 10 X Taq
DNA polymerase reaction buffer, 2.5 U of Taq
DNA polymerase and water up to 35 ILl. The
PCR reaction was performed using 2 cycles at
98°C for 1 min and 64°C for 2 min, 33 cycles at



94°C for 1 min and MOC for 1 min, and one
extension step at noc for 10 min. The amplified
products were electrophoresed in a 2% agarose
gel and visualised by ethidium bromide-staining.

Results and Discussion

In the PCR assay used in this study, each
blood sample to be tested was subjected to two
independent DNA purifications, in order to avoid
any problems arising from inhibition in any par­
ticular DNA preparation. Each PCR test in­
cluded 5 samples in duplicate, one DNA prepara­
tion from an individual frdm a non-endemic area
(also in duplicate), an amplification reaction with­
out DNA (as a negative control) and an amplifi­
cation reaction with DNA from a previously char­
acterised chagasic patient (as a positive control).
Typical results are shown in Fig. 1. In this way,
we analysed 28 blood sampIes from serology-posi­
tive children living in the endemic area. Twenty­
six of them (93%) were detected in our PCR
assay, while only four of them had parasites de­
tectable in buffy coat testing (Table 1). A previ-
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Table 1

Comparison of the PCR results of ail individuals with serology
and buffy coat test results

Patient status Patient PCR
no. Positive Negative

Bolivian children
Serology-positive
with positive buffy

coat test 4 4 0
with negative buffy

coat test 24 22 2

Serology-negative
with positive buffy

coat test 0
with negative buffy

coat test 16 15

Non-chagasic individuals 8 0 8

ous study has indicated the high sensitivity of
PCR when compared to xenodiagnosis in the
detection of T. cruzi in blood samples collected
in Brazil [9]. Until the advent of PCR, xenodiag­
nosis was considered to be the most sensitive
parasitological technique available for Chagas'

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

660 bp -

330 bp _

,

,
,
f

1

Fig. 1. Ethidium bromide-stained agarose gel from a PCR diagnosis experiment performed on 5 Bolivian children and one
individual from a non-endemic area. Ali DNA preparations from blood samples and PCR amplifications were performed in
duplicate for each patient. Lane l, «PX174 DNA digested wilh Haelll; Lane 2, amplification reaction without added DNA; lanes 3
and 4, amplifications from a control individual; Lanes 5 and 6 to Il and 12, amplification products from four Bolivian children with
positive serology; lanes 13 and 14, amplifications from a serology-negative Bolivian child. Fifteen ILl of the total reaction volume
(75 ILl) was loaded on this gel. The .arrows indicate the expccled pro<lucls of Ihe minicircle DNA amplificiltion: a 330 bp band

corresponding to a single variable region and a 660 bp corresponding to a dimer.
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disease diagnosis [12]. The results of the present
study extend these findings to a different geo­
graphical area and suggest that PCR may find
extensive applications in situations where other
methods for parasitological diagnosis of Çhagas'
disease are currently being used.

Seventeen blood samples from serology-nega­
tive children were also submilted to our PCR
assay, and 2 of them were positive (Tablel).
Three arguments make the possibility of lhis re-
suit having occurred due to DNA contamination
improbable. Firstly, we did not detect any con­
tamination in 8 DNA preparations from control
individuals processed in duplicate at the same
time as the blood samples from the Bolivian
children, while the two serology-negative, PCR
positive samples gave an amplification in both of
the duplicate DNA preparations. Secondly, the
endemic region where these children live is con­
sidered to be an area of active transmission for
Chagas' disease [13]. This renders the existence
of young individuals who are serology-negative,
but present a detectable parasitemia, explicable
in cases of recently acquired infections, as the
time necessary to mount a detectable humoral
response is estimated to be several weeks [14].
Finatly, one of the two serology-negative, PCR-----positive children had T. cruzi ceUs in his blood as
observed in buffy coat testing (Table 1). It should
he noted that this result is consistent with the
observation that parasitemia levels are generally
high in the initial acute phase of Chagas' disease,
when no antibody responses are yet detectable
[15].

The high level of sensitivity and specificity of
PCR detection of T. cruzi DNA in blood, ob-
served in this and previous studies in an endemic
region with very different characteristics, suggests
that this technique will be a very valuable tool to
~tudy the evolution of Chagas' disease in patients
ln different epidemiolog.ical situations.
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Abslracl A micro double diffusion test (MD). allowing the identification of precipita­
tion band 5 by identity reaction. using a rabbit specifie anti-component 5 serum. was
evaluated for the immunological diagnosis of Chagas' disease. The previous studies on
the Trypanosoma cruzi specificity of component 5 [g] were completed, showing it to
be absent in Leishmania brazilienis, but present in different strains of T. cruzi. 200 sera
from Bolivian patients were studied. (88 with a positive xenodiagnosis. 45 with
mucocutaneous leishmaniasis but without Chagas' disease. and 67 controls). Band 5
was found in 74 (84.1%) of the.sera with positive xenodiagnosis'but was neverfound
either in the leishmaniasis or in the control groups. MD. allowing an easy detection of
T. cruzi specific band 5, cheap and simple to perform. can be recommended in
association with other serological tests, when highly specific immunodiagnosis of
Chagas' disease is required

Key words: specifie immunodiagnosis, Chagas' disease, Trypanosoma cruzi eompo­
nent 5, immunodiffusion; Bolivia

Introduction

The importance of the immunodiagnosis of chronic Chagas' disease has already been
wideiyemphasized. However, many human sera \Vith positiye serological reactions for
Trypanosoma cruzi also have positive reactions with-antigens of other flagella tes such
as T. range/i. Leishmania donol'ani or L. braziliensis [1-8]. The existence of shared
epitopes between flagellate antigens [9-11] ean explain such observations. Conse­
quently various methods have been proposed to increase the specificity of the immuno­
diagnosis of Chagas' disease, \!sing: 1. other parasite forms. like amastigotes or
trypomastigotes, assumed to be more specifie for T. rm:i than epimastigote forms [5.
12, 13]; 2. other antigenic extr,action procedures [7]: 3. absorption of the positive
human sera with the cross-reacting antigens, before determination of the anti- T. cruzi
a'1tibody le....el [3]; 4. specifie purified antigen of T. cruzi [14, 15].

Such a T. cruzi antigen, the so-called component 5. has been demonstrated without
shared epitopes with L donol'ani. L mexicana. T. bnlcei or T. r011Reli [9, 16].
Moreover, using immunoelectrophoresis (lEP). anti-component 5 precipitating anti­
bodies could De demonstrated in 72.6% ofsera from patients chronically infected by T.
cruzi[17]. The aims of this work \vas to complete the specificity study of component 5
and to evaluate a micro double diffusion test (MD). allowing the identification of
precipitation band 5 by identity reaction using a specifie rabbit snti-component 5
serum, for specifie immunodiagnosis of Chagas' disease. MD, previously used for
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specific' diagnosis of other parasitic disease [18], was expected to be simple to perform,
avoid. Ig preparation of a large quantity of purified component S, and higher sensitive
than lEP.

Materials and Methods

/lumall j~ra.

Sera were oblaincd from 200 Uuli\ ian palienls. divided inlo lhree groups according 10 lheir geographical
origin. Thc firs! group II ) conlained 88 palienls 1mcan age 39 ± 13 years) .... ilh posilive xenodiagnosis, They
came from soulhern 10"" lands. areas known 10 be highly endemic for Chagas'disease. bul wherc leishmania­
sis had never been found. They were asymplomalic or with cardiac or digeslive symploms compalible wilh
lhe chronic phase of Chilgas' disease. The second group (2) contained 45 patients (mean age 29 ± 9 years)
wilh c1inical evidence of mucocutaneous lebhmaniasis (35 wilh typical primary cutaneous ulccration~ with
surrounding indurations and 10 with typical mutilations orthe face), Thcy lived in northern lowlands ('Beni'
and 'Alto Beni'). areas known to be cndemic for leishmaniasis but free of Chagas' disease. Thc third group
(3) was a conI roi group of 67 asymptomatic patients (mean age 25 ± 5 years). from highland areas
('Altiplano') exempt of both infections and who had never travelled in the endemic areas.

T. cruz; and I.. hra:i1i~nsü ant/I:~ns.

T. cruzi epimastigotes lTehuantepcc slrain) ....ere culti\'ated in ccII free Gl.SH monophasic mcdium at28°C
(19]. After 7 culture days. the parasites were har\'ested by centrifugation at 800 g for 15 min at 4°C and
washed three times Wilh Hank's balanced salt solution. Six grams (wet weight) of epimastigoles were
suspended in 36 ml of 1% NaCI. frozen and desintegrated fi,'e times in a hydraulic press (LK B X press) al
18000 psi and then ccntrifuged at26.000 g for Ih at ~C. The supernatant was dialyzed !!gains.t distilled ....ater
for 24h at4°C. Iyophilized and used as a soluble elttract of T. cru:/. Soluble antigenic extrac,ts of other six
differcnt isoenzymic strains of T. ('ru;:/. c1assified as l,lb. Ic. 2, 2a and 2b according tCl Tibayrenc ~I al. [20]
were prepared as lhe T. Cnlzi Tehuantepec strain for the complemenlary study of specificity. L bra:i!/C7u/S
promastigotes (I.V65 slrain) were obtaincd from cell-free culture on ?':>IN medium. modified according to
Deker-Jackson & Honigbcrg [21]. A. L bra:i1i~ns/s soluble extract was prepared as for T. cru:/.

T. cru:; compomml 5. 20 mg of T. cru;:/(Tehuantepcc strain) soluble antigenic extract ....ere resuspended in4
ml of distilled .....ater and added with an equal volume of chloroform/ methanol solution (2/1). The mixture
was shaken for 30 min at room temperature and centrifuged 8tl.000 g for 30 min at4°C. Theaqueous phase
was collected and extracted twice in the same way. Organic sol\'ents were evaporated and glycoproteins were
precipitated by the addition of 3 volumes of ethanol for 4 hours at -20°C. After centrifugat,ion (1.000 g -30
min). the precipitate ....as washed with ethanol. dried, and resuspended in 2 ml ofdistilled water. The solution
was centrifuged. dialyzed against distilied ....ater for 24 hours at4°C and Iyophilized to obtain 2.5 mg ofa
component 5-rich fraction.

Ra!>!>/I /mmun~ ura.
One rabbit was immuniled Wilh the total soluble elttract of T. cru:/. for the specificitystudy ofcomponent 5.
Another rabbit was injectcd with fraclion 5 and used in the diagnosis evalualion ur MD. The immunization
procedure used simultaneous multiple intradermic injections. according to Vaitukaitis I!I al. [22) with 2 mg
of antigen. The rabbits were boosled by weekly subscapular injections of 1 mg of antigen over six weeks.
The presence of precipiiating anti-component 5 antibodies in the rabbit sera was controlled in lEP and in
immunodiffusion by identity reaction with a reference monospecific anti-component 5 serum. prepared
according to Afchain ~( al. [9].

M/cro dcJuh/~ diffusion 1~.fI (!ofDJ.
MD was performed on microscope slides (25 X80 mm) co\'ered with4 ml of 1% aga rose (IBF-France) inO.1
M "eronal buffer. pH 8.2. Thrlle patterns of wells for sera and antigenic extract were punched for one slide,
allowing simultaneous study of 12 di{{erent human sera «(ig/lr~ 1). 60 pl of human sera. concentrated to I! pl
by Iyophilizatiorr. was placed in peripheral wells whereas 12 pl of 1/4 diluted rabbit anti-5 immune serum
was put in the central \\ells. The two micro-wells were filled with 2 p (24I1g) of T. cru::i antigenic extract.



·.... _._._-- .. -------

~Then. Ihe slide<; were incubaled in a moisI chamber. al room lemperalure for 24h. They were washed by
immersion in o.• M veronal huffer pH R.2 for 4Rh, deminerali7.ed in dislilled waler for Ih al room
lemperal ure. driOlI and slained br Coomnss;e "lue. The lesl W8' po,ilive when one of lhe precipitaI ion hands
produl:cd br Ihe human ~era ~howed an identily reaclion wilh Ihe band 5 oblained with Ihc anti-eomponenl
5 immune scrum.

Results

Complementary srudy on rhe T. crrlZi specificity ofcomponent 5. As shown infigure 2,
precipitation band 5 was demonstrated to be present and identical in the 6 studied
different isoenzymic strains of T. cruzi, but it was not found in the L. braziliensis
antigenic cxtract. •

T 0

r> mm

Figure 1. MD pallern (RIS = anli-eomponenl 5 rabbil immune serum; HS = human serum; T = soluble
anligenic extracl of T. cruzl).
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Fi~re 2. Immunodiffusion leSI sludying Ihe specificily of component 5 (1.1 B. 2, 2A, 2B = soluble anligenic
extracl of differenl isoen7ymic slrains of T. ('mzi containing componenl 5 (A5); Tc = componenl 5 fraclion
(T. cru:; Tehuanlepec slrain; LB = soluble antigenic eXlraCI of L brazilims;sP = anli T. cru.:; rabbil serum).
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Figurr 3. MD with human ~cra (1.2.3.9. 10. Il: human sera showing precipitation band 5 (A5):4. 5. 6. 7. 8.
12 = band 5 negalive sera; T = T cruz; anligenic eXlract~=anti-component 5 rabbit immune serum).

ü'aluatiun ufthe micro duuhle diffu.lion test to identif)' the precipitation band5. 74
out of 88 (84,1 %) sera from the group 1 presented a welJ-defined precipitation band.
identical to the band obtained with the specific anti-component 5 sera in M D, as
shown in figure 3. ='10 sera of leishmaniasis group 2 and of control group 3 presented a
precipitation band.

Discussion

The T. cruzi specificity of component 5 in relation to T. brucei. T. rangeli. L donovani,
and L. mexicana was previously demonstrated by Afchain et al. [9, 16]. The present
results completed this specificity study. showing its presence in different T. cruzi
strains but the absence of component 5 in L. bra::iliensis. Moreover band 5 was not
found in sera from patients with mucocutaneous leishmaniasis or 801ivian controls.
Consequently it can be affirmed that the presence of anti-component 5 antibodies in a
serum ensures the diagnosis of Chagas' disease.

The MD sensitivity of band 5 detection was 84.1 %. which is higher than the 72.6%
previously obtainedusing lEP [17]. Indeed MD avoids the electrophoresis step.
necessary to identify component 5 in lEP. increasing the antigen concentration
a\·ailable for the diffusion step. Moreover. il' MD. the identification of band 5 in
human serum is easy using the identity reaction with a rabbit specific anti-component 5
immune serum.

MD requires Iittle human or rabbit serum or T. cruzi antigenic extract and allows
simultaneous study of many sera using microscope slides. The specific anti-component
5 serum is easy to produce. 40 ml of a high qua lity serum. from one immunized rabbit.
allow 40.000 patient sera to be tested. Moreo\'er human sera with a predominant
precipitation band 5 cou1d be progressi\'ely se1ected by lEP or immunodiffusion to be
used instead of rabbit serum.

Since other serologica1 tests, such as immunoOuorescence. complement fixation test
or ELISA. a1so with Bo1ivian sera, though less specific, obtained a better relative
sensiti"ity (99-100'é) [17], the routine use of MD for the immunodiagnosis ofChagas'
disease, instead of more sensitive tests. is unsuitab1e. However, when the c1assica1
serological tests are positive for different Oagellate antigens. this can be due to shared
epitopes between Oagellates or mixed infections with various OagelJates. Indeed. most
South american areas are known to be endemic for both leishmaniasis and Chagas'
disease and it is essential to obtain a confirmation of the diagnosis of Chagas' diseuse,
sincc clinical and therapeutic management of leishmaniasis and Chagas' disease are
very different. In such cases. in association with other serological tests. MD. with
idcntity reaction. cheap and simple to perform (not requiring en1yme or Ouorochro­
me-Iabclled reagcnts). can be rccommcndcd as a highly specific tool for immunodiag­
nosis of Chagas' disease.·
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Abstract. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and immunoelectrophoresis
(lEP) were evaluated and compared to the classical immunofluorescence (IF) and
complement fixation test (CFT) in the immunological diagnosis of Chagas' disease,
using 407 sera from Bolivian patients. 72.7 to 79.5% of randomised sera, coming from
patients living in endemic areas for Chagas' disease were considered as positive,
according to the test limits, previously determined. The techniques could be classified
according to their percentage detection as ELISA> IF> CFT> lEP.

. The quantitative correlations between the tests were excellent (p < 0.001). 92.8% of
the sera were positive or negative for the four tests, 6.1 % for three tests and 1.1% for
only two tests. The agreement bctween the tests ranged from 94.6 to 99.2%, co-positiv­
ity from 95.5 to 100% and co-ncgativity from 88.5 to 100%. IF gave the best results, and
could be considered as the rcference test since it \Vas easy and rapid to perform.
However to avoid errors or discrepaneies bctween /aboratories. two tests, such as IF
and CFT, might be associatcd. ELISA can be uscd ifhigher sensitivity is required, lEP
showed 1 to 14 precipitation bands in 96% of the sera from infected patients. The
precipitation band 5, previously demonstratcd as Trypanosoma cruz; specific, was
present in 73% of these sera, indicating the interest to use immunoprecipitation test, if
more specificity is required for the immullodiagnosis of Chagas' disease.

Key words.· Chagas' disease; TrYl'flllosOma t'Tu::i; serod iagnosis; ELISA; immunoc/ec­
trophoresis; immunoOuorcscence; complement fixation test; comparisons ofimmullo­
logical tests; Bolivia.

Introduction

ln the acute phase of Chagas' disease, blood trypomastigotes of Trypano.wmtl cruzi
arc easy to detcct by direct microscopy.· By contrast, in the chronie stage of the
infection, parasitological investigations such as xenodiagnosis or blood culture only
lead to 31 to 50% of diagnosis [1-4]. In chronic cases without blood forms, the
diagnosis of T. cruz; infection must be based only on the presence of anti- T. cruz;
circulating antibodies. This demonstrates the importance of the immunological diag­
nosis of Chagas' disease.

Various techniques have been ttpplicd: the complement fixation test (CFn, pionee­
red by Guerreiro & Machado [5] direct agglutination [6], hemagglutination (IHA) .
[7-10], immunoprccipitation [II, 12], immunofiuorescence VF) [13-17] and more
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recentlyenzyme-linked immul1osorbent assay (ELISA) [18-23J and Ihinillycr immu­
noassay[24]. However few comparative studies between more than two tests have been
performed. Camargo [25] evaluated CFT, IF, 1HA and direct agglutination togcthcr
recommending the association of two tests. Fuchs [26] compared CFT.IHA. IF and
ELISA and showed IF and ELISA more rclated to clinical pictures of Chagas' disease.

ln the present study, ELISA, which is largely used for sensitive diagnosis of other
parasitosis [27, 28] and immunoelectrophorcsis (lEP), reeommendcd for specifie
diagnosis of helrninthi.lsis [291, were evaluated and compared to the classical 1F and
CFT in the immunological diagnosis of Chagas' discasc in Bolivian patients. Moreov­
er, advantage was taken of the illlnlunoeleclfllphorelic analysis of human Rntibodies
to study the frequency of precipitating antibodics anli-antigen S, previollsly demon­
strated as specifie of T. cru;;; and without eross-reactions with other nagella [30, 31].

Material and mcthods

Antigellir extroct ofT. cmzi. Epimastigotes o( T. mrzi (TehU:llllepecslrain) were obtained from eullure in
eell-(ree GLSH monopha.~ie medium at 28°C [32]. llle parasiles were cotketcd by centrifugation at 2000 g,
washed three times in Hank's balaneed solutionanll dividcd inlo Iwosamples. The Iirst onc was direelly used
in smears (or immunonuoreseenee. The second \Vas suspended in NaCI 1% 0, fro7.cn three timcs for ccII
disintegralion using an I~ydrlluliepress at 18000 PSI IX press l.KB). Il was then eentrifuged at 26.000 Il (or 1
h. at 4°C. The supernatant was dialysed and Iyophylized. Such crude T. cruziantigenieextracl \Vas used (or
lEI', CFT and ELISA. .

lIumatr sera. For rrcliminary determinatiCln oflhe limilS o(cach tc~l. ",cil rcferenccc1 serll (!'"onl' 1) were
used: 76 came (rom 7: cTu:linfeetetl Blllivian putients wilh pusitÎ\'c xenodiognmÎs: ('R wcre I"rom cunlml
Bolivian patients living in highlanlls (alti(1lano) without (11agas' disease, never having lravelted in known
Bolivian endemie areas and for whieh parasitologieal and clinicnl investigation, were negatÏ\'e; 10 v,'Cre from
European control patients living oUlside the Dolivian ehagasieendemicarcas and without parasitologieal or
c1inical Chagas' disease.

For the comparative study between the four serologieal tests, 263 rnndomised sera (group 2) ~ame (rom
patienls living in various endemie areas o( Bolivia.

Sero/0F:icol fl!SI.!. IF was perforl11ed using T. mt:i epimastigoles fi~ed b)' 1% glutaraldehyde (16]. The
FITC Iabcllcll anti·human immunollinbulins eonjugate (Inslilut Paslcur Produclion-Paris) "'as uscd dilu­
Icd 1/200.

CFT ",as earried out aceordinll to Kenl and Fife (33].
ELISA was performcd neeortling to Carlier [27]. l'relilllinary assays shl\wcd the "ptimal T. cr/{:i

anligcnic exlrael cllali nll eon(enlral inn 10 he 10/1/1./1111. The scra \Vere dilnled 1/100. The perox}·da<e.lahell·
cd anli·human immunoglobulins (Inslitllll'astenr 1'1 nllm·lilln. l'aris)wcrc usC\lll1 500 ngl ml wilh IIlOl:lnd .
orthodiani7.ine as suhstrale.Extinelion values \Vere mca~tIIcll at 405 010,

lEP was earried out aecording to niguet [29] in 1% agarose using sera three tjmc~ coneentratoo by
Iyophylisation. The precipitation band 5 was illentified by its (111r1icular intcnsity and position nn immuno­
eleetrophoresis (31].

The saille T. cruz; nlltiltCnic extraet ",as u~ed (or these thrce last techniques though eaeh Icst was
performcd intlependenlly ..nd the results eompaled a pom·riori.

Results

Determination olt"~ spec((ic limit of l'l~ tI!SU. The results of the group 1 sera are
expressed in laMe 1. The detection limits of J{40 for IFand J{2 forCFTwere se1ccted.
The Iimit eXlinction value of ELISA was detcnnincd as m +2 a of the control BoIivian
group: 0.07 + 2 X 0.05 = 0.17.

The lEP was considered positÎye with lhe presence of, at (east, one weIJ-defined
precipitation band.



Table 1. Frequency of the different resullS obtained for group 1 of selecled sera.
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Freqllencies ofrhe precipilarioll balld 5 in lEP. The frequencies of the band 5, and of
the total number of precipitation bauds observed in 1EP are expressed in rab/e 5. There
is no difference between the resllits of the group 1 of sera with positive xenodiagnosis
(72.6%) and the group 2 (73.39(·).

Control Control T-cruzi infected
Europt!ans Bu/ivians Bu/lv{al/s

(positive xenodiagnosis)

10 64 0
0 4 0
0 0 7
0 0 10
0 0 59

10 67 0
0 1 5
0 0 16
0 0 24
0 0 31

10 68 J
0 0 2
0 0 22
0 0 21
0 0 28

0.07 ± 0.03 0.07 ± 0.5 0.39 ± 0.f17

o
1-2
3·4
5-6

>6'

<2
2
4
8

;li 16

Results

E;IO
20
40
80

~160

Ext.\'aluesELISA

IF
titre

CFT
titre

Tests

lEP
(precipi.
tation
bands)

Results obtained ill rlle ralldomiseJ sera group. The frequency of the different titres,
number of precipitation bands and extinction values obtained for the group 2sera are
expressed in rable 2. lEP showed 1to 14 precipitation bands with a mean of 6 ± 3. 72.7
to 79.5% of these sera were considered as positive and the techniques can be c1assified
according to their percentage detection as ELISA> IF> CFT> lEP.

Corre/arion srudies berl\'een IF. CFT. and EL/SA. The quantitative correlation
values between the logarithmic transformations of the titres of IF and C"'. and the
arithmetic extinction values of ELISA, of the group 2sera were obtained by analysis of
the regression curves and are expressed in rahle 3.

Agreemem berween rhe resrs. Among the 263 randomised sera, 244 (92.8%) were
positive or negative for the four tests, 16 (6.1 %) for three tests and 3 (1.1 %) for only two
tests (doubtful resulls).
. Consequently, only 260 sera could bc elassified as positive or negative according to
any three of the four tests. The agreement, co-positivity and co-negativity of each test,
alone or associated, \Vith sllch a classification are expressed in table 4. The geueral
agreement ranged from 94.6 to 99.2%as IF> ELISA, CFT> lEP, co-positivity from
95.5 to 100% as IF, ELISA> CFT> lEP, and co-negativity from 88.Sto 100%as lEP
> IF. CFT> ELISA. However, no significant differences could be noted between
these results.
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Table 2. Frequency c dirrerenl rcsults ob!ained for group 2 of randornised sera.

IF CFT LEP EUSA.

li/re n % litre ri % bonds nb % a.D. n. %

<40 60 22.8 <2 62 23.5 0 72 27.3 <0.17 54 20.5

40

"1
2

"]
1-2

12 f
0.17-0.27 17

1
80 59 4 38 3-4 51 0.28-0.37 54

160 65 77.2 8 62 76.5 5-6 62 72.7 0.38-0.47 III 79.5
320 34 16 59 7-8 40 0.48-0.57 27

~640 16 ~32 14 ~ 26 0.58-0.67 0
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Table 3. Results of the quantitath'e correllltion studies between IF, Ct-j and ELISA (r =correlation.
coeffICient; t =value of student's t; (l =probability).

Corn/alions

CFT/ELISA'
IF/ELISA
IF/CFT

r

0.32
0.43
0.23

4.76
9.36
3.41

p

0.001
0.001
0.001

Table'" Agreement, co-positivity ancl co-negativity hetween the tests alone or associated with the 260 sera
classified as positive or negative acx:ording to any 3 of the 4 tests.

Ttsls agrument co-posiliv/ly co-negali\'ily

n % n % n %

IF 258 99.2 199 100.0 59 96.7
ELISA 257 98.8 199 100.0 511 95.1
CFT 257 911.8 198 99.5 59 96.7
lEP 252 96.9 191 96.0 61 100.0

IF/ELISA 255 98.0 1'19 100.0 56 91.11
IF/CFT 255 98.0 198 99.5 57 93.4
CFf /EI.1SA 234 97.6 1911 99.5 S6 91.8
IF/lEP 250 96.1 191 96.0 59 96.7
lEP/ELISA 249 95.7 191 96.0 58 95.1
lEP/CFT . 249 95.7 190 95.5 59 96.7

ELISA/IF! 252 96.9 198 99.5 54 88.5
ELISA/IF/lEP 247 95.0 191 96.0 56. 91.8
CFT/lEIl/lF 247 95.0 190 95.5 57 93.4
ELISA/CFT/lEP 246 94.6 190 95.5 56 91.8

Table S. Frequencies of the precipitation band 5 in lEP in group 1 (positive xenodiagnosis) and group 2
(randomised) sera.

TOla/ positive xenodiagnosis sera group 2 sera

ba"ds n bandS % TI band S %

0 3 0 0.0 72 0 0.0

1-2 2 1 50 12 6 50.0
3-4 22 12 54.5 51 33 64.7
5-6 21 17 80.9 62 44 70.9

>6 28 23 82.1 66 57 86.3

73 53 72.6 191 140 73.3



The high frequency of positive results with the studicd sera coming from patients living
in endcmic areas underlines the frequency of T. cndinfection in Boliv.ia, where 35%of
the total population is considered as infected [34].

The comparative study shows a good agreement between CFT, IF, ELISA and lEP.
since no significant differences could be observcd between the results. The co-positivi­
ty can be considered as a parameter of the relative sensitivily of the tests and the
co-negativity as a relative specificity parameter. The rcsults obtained are in accordance .
with those of Camargo [25] who obtained relative sensitivity of99.9 for IF and 99.2 for
CFf and Voiler [18] who obtained 98% agreement for IF and ELISA. Fuchs [26]
obtained scnsitivity of 98.5% with ELISA, 95.1% with IF and 73.1% with CFT.
Spencer [21] noted 87.4% agreement between ELISA, IF and CFT. Our slightly higher
results than in these two last studies could be explaincd by the use orthe same batch of
T. cruz; antigenic extract, preparcd from fresh T. cruzi epimastigotes and Iyophilized
to avoid conservation problems.

IF gave the bcst results, and can be considcred as the reference test, since il is easier
and more rapid to perform than CFT, which confirms many previous works [13, 16,
17, 25, 26].

lEP was able to detect 96% of the sera with positive xenodiagnosis (group 1) or
serology (group 2), with the highest relative specificity. The T. cruz; specific band 5
could be identified in 73% of the two groups of sera having prccipitating antibodies,
bringing the certitude of the T. cruz; infection. 5uch results arc in accordance with a
prcliminary work of Afchain [35] performed with few sera. They indicntc the high
immunogenecity in man of the anligen 5Clnd the intcrest to use such immunoprecipita­
tion test, cheap and simple to perform, for the immunodiagnosis of Chagas' disease.

ELISA arpears with a high sellsitivity but a lower specificity than in the other tests.
This could he due to the use of a CI ude T. crllz; antigenic extract [28].

The use of purified specifie antigens as the 90 Kd molccular weight glycoprotein [23]
or anti-antigen 5 monoclonal antibody in competition ElA [36] allows considerable
improvement in specificity. However, at the present time, such reagents are not
available for routine study and only crude antigcnic extract can be used.

Such comparisons also c1early show that thc use oftwo or three nssocintcd tests do
not improve the relative sen~itivity or specificity of the serodiagnosis. One single,
well-choscn, test can be sufficienl. However to avoid discrepancies or errors betwccn
laboratories [37] it is preferablc to associate two techniques.

ln terms of equipments and cost, IF and ELISA are more expensive than CFT and
lEP. Indeed IF needs a fluorescent microscope and fluorescein conjugate, white
ELISA needs a spcctrophotometer and enzyme conjugate (it is also possible to use
ELISA as a semiquantitativc test, lising serum dilution and visual determination of a
liter, avoiding the use of a spcctl'ophotometer). CFT and lEP I1ced only dispos:lble
material (plates, slides). The antigen consumption is higher in lEP and CFT than in IF,
using smears of epimastigote forms and ELISA using only very low amount of
al1tigenic extract. 111e requircd tcchnicul skill is quite thc same for ail the tests. lEP,
CrI and ELISA are more time consumin~ than IF. Sueh considerations on easy
handiness, rapidity, slow antigen consumption, sensitivity and specificity lead to the
conclusion that IF is the best test, besidc the necd of fluorescence microscope which
can be used in many other applications in a routine laboratory. According to the
possibilitics of the laboratory, 1F and CFTcould be recommended or IF and ELISA. if
more sensitivity is necessnry or IF and JE P, if more specificity is required.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Simone Fddulque BRIl:NI2RE (l), Olivier POC" (:l), HUl;O SELAES (3), Michel TIBAYRENC (JI,
.Iean·Loup LEMESRE (4), Gerardo ANTEZANA (5) and Philippe DESJEUX (6)

UDe 593.161.13
616.937.3

MATERIAL AND METHOOS

Patients - 150 patients from endemic areas,
having lived for a few years in La Paz City
(non endemic area) , were investigated by sero·
logical diagnosis, and then tested by xenocliag.
nosis according to the methods described un·
demeath.

tests, looking for a possible correlation between
both tests. Arnong them, four patients present­
ed a peculiar status, with a positive xenodiag.
nosis and a negative serology.

The Authors discuss the origin of this hUe
moral immunossuppression for total specifie
antibodies to Trypanosoma cruzi.in these four
cases.

Rev. llls(. Med. (rop. Sào Fal/lo
26(5) :254·258, se(embro.ol/(I/bro, 1984

(1) ORSTOM, IBBA, C/o Embajada de FrancIa, Casllla 824, La Paz, BoilYia
(2) Unlyerslté Louis Pasteur de Strasbourg, IBBA, C/o Embajada de Francia, Casllla 824, La Paz, Bollyla
(3) INLASA, Pasaje Zubleta, Mlrallores, La Paz, Bollyla
(4) CIBP, Institut Pasteur, 15 rue Camille Guérin, 59019 lJlle Cédex, France
(5) IBBA, C/o Embajada de Francia, Casllla 824, La Paz, Bollyla
(6) Institut Pasteur de Paris, IBBA, C/o Embajada de Francia, Casllla 824, La Paz, BollYla

We studied 150 chagasic patients proceeding
from endemic areas; they were systematica11y
investigated by parasitological and serological

SPECIFIC HUMORAL DEPRESSION IN CHRONIC PATIENTS INFECTED BV
TRYPANOSOMA CRUZI

Chronic stage of Chagas' clisease is cha·
racterized by a high production of specüic anti·
bodies which a110ws an easy cliagnosis <cA.
MARGO & TAKEDAS). Durillg this stage, se·
veral serological tests are available for detect·
ing circulating antibodies, Le.: ~omplement fixa·
tion test, immunofluorescence test, Enzyme Lin·
ked Immunosorbent Assay <GUERREIRO &
MACHADO 9, LELCHUK et al. 12, VOLLER et
al. 21). Antibodies are present during a11 the
infection and even after treatment. <BARCLAY
et al. J, COURA et al. 7). Xenodiagnosis test
u110ws a parasitological confirmation of the in·
fection, but it is of low' sensitivity compared
with the serological diagnosis. '

We performed a comparative study between xenodiagnosis and serological
tests for Chagas'disease. 150 Patients from several endemic areas were stuclied.
Four of them appeared to have a peculiar status with positive xenocliagnosis
and negative serology carried out with four classical techniques (lmmunofluores­
cence test, ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Complement fixation
test and Immunoelectrophoresis). One serum out of the four patients presenting
humoral depression showed a 11igh quantity of circulating antigen proved by
immunoelectrophoresis. The Authors suggest the use of one serological test for
detecting circulating antigens of Trypanosoma cruzi in adclition to the classical
serology. It would allow the cliagnosis of Chagas' disease in patients with low
production of specific'antiboclies.
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RESULTS

TABLEl
DlstribuUon of patients tested by xenodlagnosts and

Chagas'serology

61.3%

36.0'/0
2.1'10

Percentage of
paUents

P
N

P

XenodJagnosls

P
P
N

Serol~PaUents
number

P : PosiUve
N: Nept!ve

Patient No. 1 had a negative serology, more
than one year after a previous positive test
with a negative xenodiagnosis whlch became
then positive. Patient No. 2 maintained a ne·
gative serology two years after the first test,
while the'xenodiagnosis, initially positive, had
turned negative. Patient No. 3 presented a nega.
tive serology one month after a first negative
test, and had also a positive xenodiagnosis.
Patient No. 4 showed aIso a negative serology
and a positive xenodiagnosis (Table II).

Stocks from patients No. 1 and 3 were ty·
pified byisoenzyme technique, confirmIng their
belonglng to T. cruzi complex (zymostrain 1,
TIBAYRENC et al. 19).

Results of parasitologiesl and serological
examinations for 150 chagasic sera are summa­
rized in Table I. AmO~ the patients presenting
a positive serology (97.3%), 61.3% showed a
.positive xenodiagnosis, and 36% a negative one.
These results express the low sensitivity of thi~

parasitological test, in contrast with the serd­
logical diagnosis established with four technl.
ques. Four patients out of 96 with positive
diagnosis (4.2%) presented a peculiar status,
with a positive xenodiagnosis together with a
negative serology.

Ali four sera were investigated looking for
circulating antigens of T. cruz!. As shown in
Fig. lA and B, serum from patient No. 3 reacts

or malle enzyme (E.C.1.1.1.40.,ME>, glucose
phosphate isomerase (E.C.5.3.1.9., PGI>, 6-phos.
phogluconate deshydrogenase (E. C.1.1.1.44.,
6PGD) and isocitrate deshydrogenase (E.C.A.A.A.
42., ICD). The procedures and determination of
the zymostrains were according to TIBAYRENC
et al. 19.

Isolation and lsoenzyme typUicatlon of T.
cruz! stocks - a simple method for obtaining
stocks of T. cruzi from guls of triatome bug
vectors was used (TIBAYRENC et al. lI). The
isoeID<Yme typiflcation was performed with
five enzymatic systems: phosphoglucomutase
<E.C.2.7.1., PGM), malate deshydrogenase Nadp+

Xenodiagnosis - Patients were exposed
for 30 minutes to 30 Trlatoma infestans speci.
mens of third larval stage. Faeces control was
carried out one, two and three months after
the insect's bite. This observation was penor.
med on microscope slides pooling faeees from
three triatomes.

Serological diagnosfs was penormed with
four techniques:

(1) Immunofluorescence test (lFI') according
to WELLER & COONS 22;

(2) Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) according to BOUT et al. 4;

(3) Complemen~ fixation test (CFT) according
to GUERREIRO & MACHADO 9 method,
modified by KENT & FIFE 10. A soluble
epimastigote antlgen was used at a dilu­
tion of 0.2 mg/ml;

(4) Immunoelectrophoresis (lEP) was carried
out for each serum as described In details
by AFCHAIN et al. 1. The electrophore­
grams' Interpretation was established with
100 Bolivian sera from non endemic areas
and 15 European sera a,s controls: the test
was considered as positive when more than
three bands were observed, or ooly one or
two bands if they were strong.

. Serological dia,gnosis was considered as po.
sitlve when at least three out of the four tech·
niques proved positive, and vice·versa for ne·
gatlvity. Criteria for positlvity were respective­
ly: titers ""'= 1/40 (1FT), optical density > 0.17
(ELISA), titers ""'= 1/2 (CF).

Detection of T. cruz! circolating antlgens ­
10 European sera and four sera from chagasic
Bolivian patients were tested In IEP against
an immune rabbit serum (lRS) obtained by
immunizatlon (Vaitukaitis method) with T. cru·
zi antigenic fraction; this fraction was obtained
by precipitation of T. cruzi total extract w,ith a
major immune rabblt serum antl.antigen 5
(LEMESRE 13).
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TABLE II
serology and xenodlagnosls of four .patlents wlth depresslon of speclCie humoral Immunlty to Trypanosoma enu.l

sera and the lRS. The second band, of calho·
die localization, was only observed in serum
of Patient No. 3, and never in Europeans sera.
This band seems specifie of T. cruzi, and pro·
ves the presence of an antigenic component of
T. cruz! in huge quantity in this patient's se·
rum.

8

o SE f ~'-- IRS

~+~ t --.....
Fig. 1 - A and li - Plelure and diagram of eleclrophoretle determinallon of an antlgenie
componenl of T. cruz! in the serum of palienl presentlng positive xenodiagnosis anrt negatlve

serology. serum of patienl No. 3 (SP3) , serum of Europeans (SE), Immune Rabbil serum
10 an anUgenie fraction oC T. eruzl (lRS). non speclfle band ~_), speclfle band oC T.

cruzl (_J. Ali sera were c:oncenlraled lhree Urnes.

BRJ::NI};:RE. S. F.; POCH, O.; SELAES, H.; TIBAYRENC. M.; LEMESRE, J.·L.; ANTEZANA, G. &. DESJEUX. P. ­
Spec1!1e humoral. depresslon ln ehronle patients InCected by Trypanosoma eruu. Rev. Inst. Mcd. trop. Sao Paulo
26:254·258, 1984.

positively against the lRS, and gives e pattern
with 2 precipitation bands. On the other hand,
we tested sera from 15 Europeans by the lEP
technique; aIl sera presented with the lRS only
one precipitation band, which can be observed
also in Patient No. 3. This constitutes proba­
bly a non specifie reactlon between the normal

Age Dates 1FT tllers ELISA (0.0.) IEP (Db. ot bands) Xenodlagnosls
tests

fi ;(1.10 Nov. 1981 1/40 0.31 2 N
Patient 1 18 Nov. 1982 < 1/40 0.08 0 P

May 1981 < 1/40 0.02 0 P
Patlent 2 48 Jan. 1983 < 1/40 0.09 0 N

fjA8'1 Nov. 1982 < 1/40 0.05 0 P
Patlenl3 30 Ole. 1982 < 1/40 0.01 0

Patienl4 31 Apr. 1980 < 1/40 0.07 0 P

P : Positive
N : Negative
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DISCUSSION

Our resuIts confirm the supremacy of se·
rology for establishing a diagnosis of Chagas'
disease in the chronic stage. In fact, in the
studied population, only 61.3% of the patients
with a positive serology presented a positive
xenodiagnosis. Nevertheless, the four cases we
report here were not detected as Chagas'
disease by the classical serological tests; on the
contrary, in spite of its low sensitivity, xeno·
diagnosis permltted the diagnosis.

In the present study, a low percentage of
patients (2.6%) presented an importànt depres.
sion of specific humoral antibodies' production
to T. cruzi, but the selection of the patients
generally done by the serology does not allow
a rigorous evaluation of these cases. Only an
epidemiological study, with parasitological and
serological diagnosis, could reveal the real fre·
quency of this humoral suppression.

The immunossuppression phenomenons
during the evolution of the parasite infections
are very frequent and have been demonstrated
in various protozoan infections (TERRY 17). Up
to now, non specific immunossuppression in
experimental Chagas' disease has been describ·
ed ooly during the acute phase of the infec·
tion (KIERSZENBAUM Il). Some Authors asses·
sed that in human infection, a non specific
immunossuppression occurs in some acute cases
(TEIXEIRA et al. 16), but probably not in chro·
nic cases (TSCHUDI et al. 20). However, our
resÛlts shown in few cases a specific immunos·
suppression during the chronic period of the in·
fection. This phenomenon couId be related to
mixed infections (viral, bacterial or parasito·
logical infections associated with Chagas' disea.
se: cox a, SALAMAN14, SCHWABIS), but in
our 4 cases a general clinical examination did
not show any intercurrent affection. In addi·
tion, the immunossuppression seems to be alast·
ing phenomenon, one of the patients still pre·
senting a negative serology two years aiter the
1irst examination. A further immunossuppres·
sion study by lymphoblast transfonnation test
would allow to define with more accuracy the
origin of tl1is suppression: cellular suppression,
or a possible non specific or specific humo.
raI factor such as circulating antigen <CA·
PRON et al. 6).

Moreover, the IEPreveals the presence of
a specific band to a rabbit immune serum with
Patient No. 3 serum; this points to the presence
of a rather great quantity of antigen in this
serum. The lEP can only detect high quantity
of antigenic proteins because of its low sensi.
tivity, which could explain the absence of any
band in the sera of patients No. 1, 2 and 4.
ARAUJO et al. 2 showed the presence of T. cruzl
circulating antigens in sorne sera of chronically
infected patients, using ELISA test with Fab'2
coating; this test could be improved using a
purified antigen fraction, which could gêt a
more sensitive diagnosis with higher specificity.
In these cases with immunossuppression, the
systematic investigation of circulating antigens
would be useful for Chagas' diagnosis.

RESUMO

Depressao humoral especiflca em pacientes crô·
nicos infectados pelo Trypanosoma cruzi

;-~

Realizamos um estudo comparativo entre 0

xenodiagn6stico e os testes sorol6gicos para n
doença de Chagas. Cento e cincoenta pacien.
tes de algomas lireas endêmicas foram estuda·
dos. Quatro deleS pareceram revelar um esta·
do particular com um xenodiagn6stico positi.
vo e uma sorologia negativa, esta realizada
corn quatro diferentes técnicas classicas (teste
de immunofluorescência, ELISA:. Enzyme Lin.
ked ImmunoSorbent Assay, teste de fixaçao do
complemento e teste de immuno·eletroforese).

o soro de um dos pacientes que apresentou
depressao humoral especifica mostra elevada
quantidade de antigenos circulantes comprova­
da pela técnica da immuno·eletroforese. Os Au·
tores sugerem 0 uso de um teste sorol6gico
para detectar a presença de antigenos circulan·
tes de T. cruzi, além da utilizaçao de testes 50­

rol6gicos clâssicos. Isto pennitiria 0 diagn6sti.
co da doença de Chagas em pacientes corn uma
baixa (ou mesmo inexistente) produçao de un·
ticorpos especificos.
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SUMMARY
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INTRODUCTION

by serologic techniques sInce clrculating levels
. of parasites are too low. However, techniques
used in standard serology are not specifie
enough to discriminate LeisbmanIa and T. cruzl
infections 2,10. Furthermore, severa! mixed in·
fection areas have been found in centrai and
South America 2,22. Tbus, for diagtlostic purpo.
ses, for an effective immunologfcal approach
to Chagas' disease, it would he important to
demonstrate the presence of universal antigens
among the taxon T. cruzL

Comparative studies of epimastigote cultu­
res of T. cruz! and otber Tl'ypanosomatldae
have demonstrated the existence of a T. cruzl
specific antigenic component: component 5 1.

This antigen e:z::hibits severaI cbaracteristic fea­
tures. It possesses a great level of 1mmunoge~

nicity in natural4 or experimental infections as·
in immunization experiments 1 and has been
found at the surface of epimastigotes and
bloodstream trypomastigotes '. Three murine·
monoclonal antibodies against component 5 of

(1) ORSTOM - mBA, CasUJa 8714, La Paz, BoUvia.
(2) mBA, cio EmbaJada de FrancIa, Cas1Ua 824, La Paz Bollvla.
(3) Université des Sciences et Techniques de LIlle l, Laboratoire de Ch1mIo Bloloelquo assoc1t! au CNRS (LA 217) - IBBA.

cio EmbaJada de Francia, Casllla 824, La Paz, BoUvia.
(4) C.I.B.P., Institut Pasteur de Lille, 15 rue Camille GUI!r1n, 59019 IJlle France.
(5) InsUtut Pasteur de Parls - IBBA, cio EmbaJada de Francla, CasUia 824, La Paz, BoUvia.

KEY WORDS: Tlypanosorna cruzl: Antigenic components; Clones.

TRYPANOSOMA CRUZI: EXPRESSION OF ANTIGEN~C COMPONENT 5 AMONG 35
LABORATORY CLONES OBTAINED FROM 18 DIFFERENT ISOZYMIC VARIANTS

Slmooe F. BRENIEllE (1), Susa.na REVOUO (2), 'lblen;y CAILLARD (Z), Eric VEIATl'E (Z),
DomlDlqae LEGRAND (3), DanIel AFCHAIN (4) 6< Ph1llppe DESlEUX (5)

Two monoclonal antibodies anti-component 5 of Trypanosoma cruz! (I-35/115
and II·1oo/30) were tested in !FA and ELISA respectively against 35 T. cruzl la­
boratory clones. Among the 35 clones tested, 18 different 150zyme patterns were
detected. AH clones were recognized by both monoclonal antibodies except one
clone which did not react with II-190/30. These results support the Untversal ex­
pression of specüic component 5 within the taxon T. cruzl.

Rev. /nst. Med. trop. Sao Paulo
29(2):80-85, março-abril, 1987

Trypanosoma cruzl, the causative agent of
Chagas' disease, infects 24 million people In
America TI. It displays a large beterogeneity
in both morphology and biology 8: for example,
differences are observed in virulence, tissue tro­
pism, pathogenicity, drug res15tance and anti- .
gen composition.

T, cruzi stocks have been characterized ta­
xonomicaHy by means of 150enzyme studies.
Analysis of zymograms enabled MILES et à1.13,14

and READY & MILES 16 to distinguish three
major groups of 150zymic strains· which were
called "zymodemes". An extensive isozyme stu·
dy on 121 stocks of T. cruzl 2S, 150lated from va·
rious regions of South and central America,
described 43 150zyme variants which e:z::hibited
large genetic variability and did not faU into
the 3 main clusters that bad been proposed 1n1­
tially 13,14,16.

Diagnosis of Chagas' disease during inde·
terminate and chronic phases 15 oIlly possible
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T. cruzl have been purified and characterized 15.

Monoclonal antibody 1·35/115 has been shown
to bind the epimastigo~e cell surface (immuno­
fluorescence study) and monoclonal antibodies
II-190/JO and II·160/18 to bind internai organel.
les. Immunoprecipitation of T. cruzl iodinated
soluble antigen with these monoclonal anti·
bodies, follawed by polyacrylamide gel analysis.
has led to the identification of four molecules
whose respective molecular weights are: 72 kD.
51 kD, 43 kD and 24 kD 15. These proteins were
not recognized with the sarne intensity by the
three monoclonal antibodies. Finally, 96.6%
of chronic chagasic patient sera have been de.
tected by competitive enzyme immunoassay us­
ing anti-component 5 monoclonal antibody (II·
190/30>. This test is still in evaluation in seve·
rai laboratorles in South America, with W.H.O.
grant support.

Here, we evaluate T. cruzl component 5
with 2 monoclonal antibodies (1·35/115 and II·
190/30) in the taxon T. cruzl. Among 35 clones
tested, 18 lsoenzyme patterns 'Were detected
(TIBAYRENC et al. classification, 25), and re·
present a large proportion of the genotypes
classified up to now.

MATERIALS AND METHODS

1 - Parasites:

Parasites were grown in LIT medium.
Twenty T. cruzi stocks representing 20 differ·
ent lsozymic strains classified according to
TIBAYRENC et al. 15 have been cloned by mi·
cromanipulation; 35 laboratory clones were so
obtalned. The original· stocks 'Were lsolated
from mammals or bug vectors from various
geographic orlgins (see Table 1>. Control stocks
were Lelsmania mexicana amazonensls (WHO
IFLAIBR/67/PH.8), Leishmania bra.sWensis bra­
zillensls .(WHO MHOMIBR/75/M.2904), 6 Lelsh.
mania braziliensis braziliensls Bolivian stocks 7

and Trypanosoma rangell RBG .strain.

2 - Isoenzyme analysis of T. cruzi clones:

Isoenzyme analysis of the clones was pero
formed using 9 enzyme systems: glucose 6 phos.
phate dehydrogenase (E.C.1.1.1.49), glucose 6
phosphate isomerase (E.C. 5.1.3.9), glutamate
dehydrogenase NADP+ (E.C.1.4.1.4), isocitra.

te dehydrogenase (E.C.1.1.1.42), malate dehy.
drogenase (E.C.1.1.1.37), malate dehydrogena.
se (oxalo-acetate decarboxylating) NADP+ or
malic enzyme (E.C.1.1.1.40), phosphoglucomu.
tase (E.C.5.4.2.2, formerly E.C.2.7.5.U, phos.
phogluconate dehydrpgenase (E.C.l.l.l.44)
and mannose phosphate lsomerase (E.C.5.3.Ul> •.
Methods were described previously~.

3 - IFA - indirect fluorescent antibody test:

Following the technique described by
OROZCO et al. 15, this test was carrled out on
epimastlgote forms in their initial stationary
phase. The monoclonal antibody (Mc Ab 1·35/
115) was used The conjugate was fluorescein

.conjugated anti·mice IgG (H+L) (Institut Pas­
teur Production, Paris, France). AlI assays were
performed in dupUcate.

4 - ELISA - Enzyme Linked Immunosor·
bent Assay:

Epimastigote parasites from the initial sta.
tionary phase were washed 3 times in Hanks·
Wallace solution, resuspended 10 NaCl 9%
OOOX1()6 p/l00 Ul), sonicated and centrifuged at
26,000 g for one hour at 400. Subsequent steps .
have been described previously 3. Purified !\II,{,ee--­
Ab 11-190/30 was labelled with alkaline phos.
phatase 12. AlI assays were performed 10 dupli.
cate. Extinction values were measured at 405
Dm.

RESULTS

1 - Isozymic varlabillty of T. cruzL cloned
stra1ns:

Laboratory clones, compared to their ori­
ginal stocks on the basis of isozyme patterns,
appeared to be similar in aIl cases, except one
strain with isoenzyme pattern number 19. The
original stocks differed for glucose 6 phosphate
isomerase (2 bands instead of one observed in
4 clones obtained from this stock). OPI is a di·
meric enzyme and the 2 bands obtained for the
original stock were probably the result of a
mixed population.

2 - Expression of component 5 10 clones of
T. cruz!:

AlI results are summarlzed in Table 1. Tes·
ted clones were isolated from different marn·
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• - The Jsozymic strains were c1assl!led according to TIBAYRENC et al. -. Amolli: 3S T. c:rœl clones testecl. la d1U~

rent !sozyme patterns were observed.
b - Mc Ab 1·35/115 was dlluted at 1/10 and 1/25.
c - Tho extinction Talues or ELISA were rrom dupllcate assay&; the llm1t fIIlttInctIon nlue was 0.096 determlned as

m + 3 X (stalldard deriatlon) of the Il control stralns.
d - Triatoma other than T. 1Dlestans.

ELISA
J4c Ab 11·190/30

c
Extinction nlues

or Component 5

0.03
0.01, 0.02, 0.03, 0.06
0.02, 0.07
0.03
0.03

+ 0.43

+ 1.00

+ 0.22, 0.70

+ 0.35

+ 0.73, O.Dt, 0.115, 1.02

+ 0.95, 1.12, 1.60

+ 1.47

+ 0.36, O.C3, 0.12, 1.15, 1••

+ 1.01

+ 0.72

+ 0.26

+ 0.21

+ 0.31

+ 0.08

+ 8.'15, 1.06, 1.28

+ 0.26, 1.18

+ 1.5'1

+ 0.11, l.lK

+ 1.23

+ 1.10

+ 1.25

• Mc Ab recognition
b

IFA
Mc Ab 1·35/115

DISCUSSION

mined to be m + 3 tlmes the standard devia·
tion of the 9 control strains: 0.0338 + (3 x.
0.02!) = 0.096.

OUr data support the presence of a mixed
population in one T. cruz! human Isolate. This
confirms genetic heterogeneity of single T. cru·

1 - ClonaI diversity in a single fsolate of T.
cruz!:

No. or

•
isozyme &tralns

or orlg1Da1
stocks

43
3
5 12 clones)

11

1 (4 c1one3i

10 (3 c1oDes)
16
19 (5 clones)
39
39
28

32
9

32

25 (3 clones)
not classl!led (2 clones)
17
30 (2 clones)
34
35
36

TABLEl
Expression or antlgenlc component 5 ln T. cruz! IsozymIc c10œs

Will!
marnmal

4 Human
2 8and!1y
HUI:'\8D
Deg

1 BrazU
Venezuela

BrazU

Panama
6 BoUm

1

1 BoUm Wlld
marnmal

3 BoUm Trlatoma
lnfestaus

d
3 BoUm Trlatoma
'1 BrazU Homan

Number of Country or Source of
T. cnrd orlgln isolates

,

1 CbIle Human~

4 French Wild
Guiana mammal

d
4 Frenel> Trlatoma

Gulana
11 BoUm Human

Control
stralllll
... m. a.
... Il. Il.

T. ~eU

maIs and vectors. Only one Bollvian clane Iso­
lated from Trlatoma Infestans (iso2'iYII1ic stÏ'ain
No. 32) produced a negative result in .ÉLISA

~ with Mc Ab II·19DI3D. AlI other clonés were
recognized by both Mc Ab 1-35/115 and Mc Ab
II-19D/30 tested, respectively, in IFA and ELI­
SA. Extinction values obtained in ELISA, which
ranged from 0.08 to 1.57, demonstrate a high le.
vel of heterogeneity. 1FA controIs consisting of
a L. Dl. amazoneosls strain, 7 L. b. braziliensls
strains and a T. rangel1 strain were negative.
The limit extinction value of ELISA was deter-
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zl isolates. Similar fincllngs based on isoenzy­
me patterns have been reported previously for
natural populations of T. cruz! isolated from
both triatomine bug vectors 23 and humans 5.

AlI these results emphasize the usefulness of
cloning before experimental studies of T. cruzl
are conducted 1, as recommended by DVORAK
et al.'.

2 - Specific antigens of T. cruzl and their diag.
nostic application:

WHO, (1975) 26 recommends the use of spe­
cific antigens in the diagnosis of Chagas' disea­
se. Candidate proteins must be expressed in
all isoenzyme variants and must be absent in
Leisbman1a and T. rangell 5trains.

several antigens have been proposed and
warrant further research.

a) The 90 kD glycoprotein antigen semi.pu·
rified by lectin affinity chromatography was
tested in ELISA system III. This test is'qulte sen.
sltive but reacts wlth sera of patients lnfected
with Lefshmanla. The authors suggest that pu.
riflcatlon of this antigen is necessary.

b) The 25 kD glycoprotein has been propos­
ed as spasific to T. cruzl. but was only tested
on 8 T. cruzl strains 17, This protein was not
detected on efther T. rangell or Leishmanla 17.

96.5% of chagaslc patients sera were positive
in immunoprecipltatlon against this purified
protein. and aIl 23 Lelshmanla human sera were
negatlve in this test 17. However, no information
was given conceming the possible crosseli-reac­
tlons of these control sera ln standard serology
for Chagas' dfsease.

c) A 72 kD surface glycoprotein isolated,
from both epimastlgote and metacyclic trypo.
mastigotes was purified by monoclonal afflnl·
ty chromatography 20. Monoclonal antlbodies di­
rected against various epitopeS of 72 kD glyco.
protein have been obtained. These epftopes
were shown to be straln- or species specific 6,

n,19. Sorne of these monoclonal antlbodies are
good candidates for use in Chagas' diagnosls.

d) Lastly. our results support the unIversal
expression of T. cruzi component 5 among va­
ried set of T. cruzi genotypes. Indeed, 18 isozy.
me variants from different regions and isolate
origins were recognized by Mc Ab 1-35/115.

However, ft 1s worth noting that quantitative
differences were observed in the recognition
of the clones using the second Mc Ab II-lOO/3D
in ELISA. This could be due to different levels
of expression of the epitope recognized by Mc
Ab II-lOO/3D. These quantitative differences
seem Independent of genotypé: for genotype 19
we tested 5 clones whlch range from O.3~ to
1.48, and as great a quantitative difference 1s
observed for genotype ~ (4 clones tested) and
genotype 5 (2 clones tested). Both Mc Ab used
ln this work are directed against a 72 kD gly­
coprotein (component 5). and the Identlty of
this antigen with the 72 kD glycoprotein of
SNARY et aI. 21 bas been suggested IS. Never·
theless. further studies are required to show
the Identity of monoclonal antibodies against
the 72 kD protein, and others against compo­
nent 5. Finally, a specific test using the Mc Ab
11-190/30 has been proposed 12. Our results con·
flrm the utillty of this test in specific diagnosis,
but appropriate controls of LeIshm&nIa sera
must be tested ta ascertain Its application in
areas with mixed leishmanlal and chagaslc in·
fectIons.

RESUMO

Trypanosoma cruz1: Expressio do componente
anilgênlco 5 enire 35 clones de laborat6rlo ob­

tldos de 18 va.rlantes Isoenzimlcas.

Dois anticorpos monoclonals antlcompo­
nente 5 de Trypanosoma crozl (1-35/115 e II.
190/30) foram testados respectivamente em IFA •
e ELISA sobre 35 clones de T. cruzi'isolados no
laborat6rlo. Entre estes 35 clones testados. 18
perfls IsOenzimicos diferentes puderam ser de.
tectados. Todos os clones foram reconhecidos
exceto um clone que nao reagiu corn 0 antlcor
po monoclonal "11·190/30. Estes resultados sao
a favor da expressao constante do componente
5 no selo do tax6n T. cruzl.
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3 - VARIABILITE GENETIQUE DE T. CRUZ]

ET CONSEQUENCES EPIDEMIOLOGIQUES



Abstract. A new approach for direct identification and characlerization of Trypallosoma cruz; stocks in biologieal
samplcs was tcsted for field applicability on an extensive sample of feces collectcd from triatomine vectors from four
differcnt specics found in Bolivia. The first step of the technique is polymerase chain reaction (PCR) nmplification
of the hypcrvariable region of kinetoplast DNA minicirclcs of T. cruû parasites. ]n this report, 345 fecal samples
were analyzed and the PCR results were compared wilh microscopic examinalion. For Triatoma illfestalls, the principal
Bolivian vector, bath techniques were in concordance 85.3% of the time. For the three other species, Rhodllius pictipes,
Erat)·rus mucrollatus. and Triatoma sordida, the fecal samples'were ail negative by mieroscopie examination whereas
PCR results showed several T. cruzi-infected insects in each species. The second step of the procedure is the char­
acterization of the T. cruz; clones by means of hybridization of the PCR products with c1one-specific probes generated
by the PCR. We used two probes corresponding to major clones circulating in high frequency in Bolivia (as shown
by previous population genetie studies using isoenzyme characterization). We obtained four primary results: 1) we
confirrn the importance of two major clones in Balivia in two distinct regions; 2) we report high rates of mixed
infections (multiple clones in a single veclor) in Triatoma illfestalls, up to 22% and 35% in Cochabamba and La Paz
departments, respectively; 3) the results fav .Jhe absence of interaction between different clones; and 4) we find, for
the first time, evidence of the major clones Ircu allng ln t rce specles 0 tnatommes t at are nown as mam y
sylvatic species. The origin of thes.~ clones, sylvatic or domestie, is also discussed.

Am. J. Trnp. Mui. "U,.• 33(1). 19'15. 1'1', IJOO-.«)()

Copyri,hl 0 199.:5 h)' The Amcrican SnciCI)' or Tmjlic.al Medicine .Rd U)'Cicnc
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Veclors. The trialomines lested include four differcnl spc­
cies found in Bolivia: Triatoma illfestans, R/rodnills pictipt!.s,
Eratyrtts mucronatus. und Triatoma sordida. Triatoma in­
festans is u domestic vector whereas the remaining are usu­
ally considered sylvatie veclors. The different specimens
were captured in the field at different locations (see Table 1
for numbers and collection sites). Moreovcr, we used as neg­
ative controls 28 laboratory-reared, noninfected insects
(Triatoma illfestans).

Microscopic observation. The mieroscopie observation
was considered positive if nagellated parasites were ob·
served in the feces of a triatome specimen during a 5-min
examination of a drop of feces mixed with phosphate-buf­
fered saline at a 400 X magnification.

Processing of triatomine feces for the PCR. Feccs sam­
pics were prepared by the addition of distilled water, fol­
lowed by boiling and centrifugation. Brieny. 10-20 /LI of
triatomine feces were individually collectcd in sterile Ep­
pendorf (Hamburg,. Germany) tubes using forccps and
gloves rinsed in bleach between handling of eacll saznple.
and Ihe samples were storcd -20·C. The samples wcre col­
lecled in the cnlomologic room Ihat WolS separalc from the
other room wllcre Ihe PCR procedure was umJcrlaken. They

the construction of two probes by lhe PCR that correspond
to two major clones of T. cruzi circulating in Bolivia.6 We
hybridized these probes to PCR-amplificd kDNA from field
samples of triatomine feces to determine the clone infecting
each vector, and we assessed the field applicability of this
technique by testing a large number of samples from differ­
ent Bolivian lrialomines species. both domestic and sylvatie.

MATERIALS AND METI-lOOS
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Try'pallosoma cruzi, the causative agent of Chagas' dis­
ease, is present as numerous natural clones as evidenced by
population genetic studies; these natural c1èmes appear to be
evolving with time and dispersing over geographic locations
without Benetic exchange between organisms, thus maintain­
ing genetically similar populations.1 Sorne natural clones are
ubiquilous and are the ones most frequently isolatcd from
d~mestic veclors and from humans; these have been desig­
nated as major clones.2 Unlil recently, the characterization
of the different clones of T. cruzi has been pcrformed hy
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) after isolaI ion
and massive culture of the parasite to obtain sufficient quan­
tities for this analysis. The process of culturing clearly se­
lects for particular clones and may reduce an initial isolate
thal is composed of several clones to a single clone.' Even
by MLEE analysis, infection of an individual vector with
multiple clones is found in approximately 10% of the cases,
as has been previously demonslrated by the visualization of
double isocnzyme patterns.· This percentage is probably an
underestimate because of the necessity of firsl culturing the
parasites.

We and other investigators have recenUy dcscribed a new
technique for direct identification of T. cruzi stocks in the
feccs of triatomine vectors and in manunalian blood based
on polymcrase chain reaction (PCR) amplification of a por­
tion of the minieircle of killctoplast DNA (kDNA).S-7 Mare­
over, we have demonstrated the clone specificily of the hy­
pervariable region of the kDNA minicircle (HVRm) based
on a population genetics approach.6 This result makes pos­
sible thc devclopmenl of clone-specifie DNA probes lhal
may bc used for direct genelic characlerization of lhe nalural
clones foum) in Ihc various hosls.7 ln this paper. we report
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TAULE 1
Geographic origin and collection sile of the veetors
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6
34

124
S3
36
68
24

Houseslchlckcn coop
Houscslcblckcn coop
Houseslcbicken coop
Houseslclùcken coop
ChlcJcen coop
Houseslchlckcn coop
Houscslchlckcn coop

1
6

12
1
1
1
1

T. ilifestal/s
T. ilifest{l/Is

T. ilifestaru
T. ilifestal/s
R. pictipt..r
E. IIlllcrOl/atu.r
T. sordida

C:tmpcro
Cnpinol:t

Nor Yungas
Caranavi
Sud Yung:tS
Fr:ln~ T:un:tyo

) Coch:lb:unba

) La paz.

)

)

) • T. • '''0'''''''': Il. - lUro<lnlllr: E. - Eratpw.

)

) were diluted by tlle addition of 200 ILl of distilled waler. The
) parasites were Iysed by boiling for 10 min followed by two

lO-min centrifugation at 8.000 X g. As a control, one tube
) with water was subjected to the same treaunent as the fecal

samples (boiled and centrifuged). We believe that the water
) ternplate is a good negative control because it is free of the
) possible presence of PCR inhibitors. Ten microliters of the

supematant was used as a template in each of the PCR as-
) says. One-tenth of the PCR product was analyzed by elec­
) lrophoresis on a 0.8% agarose gel and visualized by staining

with ethidium bromide.
:) Polymerase chain reaction. The PCR was performed ac­
~ cording to a previously described method.' Briefly, the se­

quences of the oligonucleotide primers used were CVI: 5'­
) GAITGGGGITGGAGTAcrAcrAT-3' and CV2: 5'­
) ITGAACGGCCcrCCGAAAAC-3' (chosen to amplify ail

T. Gru;;i isolates). They were obtained from the Genset Lab-
~ oratory (Paris, France).' Two restriction sites (Sca 1 and Sail
) 96 1) were artilicially introduced at the 3' end of each oli·

gonucleotide and used for purification of the HVRm-ampli­
~ fied sequence away from the oligonucleotide primees that
~ .cQPtain part of the conserved region of the minicircle. Sam­

pIes were amplilied in 67 mM Tris-HCI (pH 8.8), 16.6 mM
~ (NH.J~S04' 6.7 mM MgCl1, 10 mM meccaptoethanol, 0.01
~ mg/ml of bovine serum albumin, 75 pM of each deoxynu­

c1eotide triphosphate, and 75 pM of each oligonucleotide in
~ a total J"(:3.ction volume of 50 JJ.1. A systematic aliguoting of "li'
4 this amplification buffer was done in 1.5-ml microtubes. Ti

Bach aliquot was covëfëd with 50 ILl of pâiâffin to prevent it
~ evaporation and was stored Crozen at -20"C1For the ampli-
~ tication, which was performed using a Trio thennoblock

PCR device (Biometra, Gottingen, Gennany), 2.5 U of Ther-
~ TIIUS aquaticlts DNA polymcrase (Promega, Madison, WI)
~ was used. The amplification involved three distinct steps: 1)

an initiation step with DNA denaturation (95°C for 5 min),
~ oligonu'cleotide primer anneaJing (48°C for 2 min), and elon­
) gation (72°C for 2min); 2) an amplification step with 30

cycles (95°C for 5 sec, 48°C for 30 sec, and 72°C for 1 min),
) and 3) a cooling step (4°C for variable times). Each run
~ include 1) one positive control of total DNA template and

2) two negative controls with waler instead of DNA tem­
~ plate. with one of them subjected to the same treaUDent as

each feces sample as described above. A systematic ali­
:) quoting of the PCR components (buffer, primers, oligonu­
~ cleotides, and water) was done in 30-40 sterile microtubes.

Each aliquot was covered with 50 ILl of paraffin to prevent
4 evaporation and was stored at -20°C unlil use. The absence

•
4

•

of conlamination in the aliquots was previously checked by
a test using a water template.

Sensitlvity of dctection. The sensitivity WOlS evalualed by
the addition of 10 fg to 20 pg of T. crl/;;Î total DNA (ref­
erence strain) in the feces samples from different laboratory­
reared Triatoma ilr!esta1ls.

Southern blot. One-tenth of each PCR-positive sample
was subjected to electropho~is on a 0.8% agarose gel and
transferred after alkali denaturation (0.5 N NaOH, 1.5 M
NaCl, twice for 15 min) onto charged nylon membranes
(Hybond N+; Amersham, Buckinghamshire, UK) by vacu­
um blotting. For the vacuum lransfer, the gel was placed on
a prewetted membrane, which consisted of tiller paper
backed with a piece of diaper. This sandwich was covered
with plastic wrap and placed on a gel dryer (Bio-Rad. Rich­
mond, CA) and vacuum was applied for 10 min witllout
heat.

Probes. The two clone-specific probes (20 and 39) were
purified from their respective HVRm DNA fragments pro­
duced by the PCR from TPkl (clone 39) and 5034 cl4
(clone 20) T. cnlz./ stocks.'...• Briefly, the PCR-amplified
270-basepaïr HVRm fragments from 10 runs were purified
by electrophoresis on 0.8% preparative agarose gel (Sigma.
St Louis, MO). The fragments were eluted by electroelution
using li. 422 elect.ro-eluter devise (Bio-Rad) according to the
manufacturer's instructions, precipitated with 0.2 M NaCI in
2.5 volume/volume (v/v) of pure ethanol, and resuspended
in 100 ILl of Tris-EDTA buffer. The DNA was digested with
the restriction endonucleases Sau 96 1 and Sea 1 (Promega)
to eliminate part of the oligonucleotide primees selected in
the conserved region of the minicircle. ACter digestion, the
DNA was precipitated with ethanol and resuspended in a
volume of 100 ILl, as described Aboye. The amount of DNA
was quantitated by electrophoresis of sequenced dilutions.
These probes have previously been shown to be highly spe­
cific for T. cmzi clones 20 and 39 and genetically closely
related c1ones.'-'

Labeling and hybrldizaUon conditions. The probes were
labeled and the filters were hybridized using the enhanced
chemiluminescence gene detection system according 10 the
manufacturer's recommendations (Amershnm). Briefly, the
membranes were incubated at 42·C in hybridization buffer
(0.12 ml/cm1) for 15 min. At the same lime, each of the
purified probes was labeled for 10 min at 37°C. A total of
lOng of labeled probe was added to the membranes per
millililer of hybridization buffer. HybridiUltion was per­
formed at 42°C ovemight in a rolary oyen (Appligen. I1Ik-
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TAIlLE 2

Deleclion of parasiles in feces: comparison of microscopie observation and the polymcrasc chain reaetlon (PCR) technique

... dilC'",p"ncy'

" 0

10.1 4.6
19.1
12.5
52.8

Compori_ 0( boIh l«hniqu<I

... Kn.ib\'Îtyt

BRENlERE AND OTIIERS

l'CR ",.ulll

Microscopie l'nuit.

+

...
No. + + MOO l'CR CVft<'OI'd.OC<r

T. /lifl!sUIIls 217 95 22 10 90 92.1 82.7 85.3
E. "",crOl/atU.f 68 0 0 13 55 80.9
T. sordida 24 0 0 3 21 87.S
R. pictipl!s 36 0 0 19 17 47.2

.. T: • Trlnletmtr: E'- - Errtl)'nu: Il. - RlroJ"'ru.
1 The ocnlÎb';ty of c.ch I<chniquc ......kula.cd br che followin. rannula: niIN ";,h ni - .-ili.... br • pon;culor ICchnique .nd N - pocili... br cilher aechniquc. Mon - mi<n>o<apic

oMcry.tion.
r concord.tK'C - or ..mple. porib'''' 0< ""S.li.... br boIh I<chniquc.o
, dilC'rcp"ncy A - or umplu porib'''' br ani<TC>l<OpT.nd ne"bve br l'CR: 0 - ... or umple. ponlin by l'CR .nd neplin br minoccopy.

RESULTS

irch. France). To remove nonspecific hybridization products. 217 fecal samples recovered from the field with Ihe feclll
the membranes were washed twice under highly strillgent s:unples from nrticia1/y infected. laboratory-reared insects.
conditions (6 M urea. O.lX SSC [lX SC = 0.15 M NaCI. The relative sensitivities of the PCR and microscopic ob-

OnI5Ms~~mcitra~Jlu4rCfur~0~~='~n~~~a=n~d~th~e=n~t~w~i=c~e~~~s~e~"~a~ti~~=n=s_w~e~re~re~v~e~.r~s~~~(=~3~~h=e=r~)~f~oc~th~e~~~~e~s~lv~a=ti=~~s~~-~~_
In 2X SSC at room temperaturC'/. Two eltposures were per- cies compared with the resullS obtain~ with Triatoma i,,·
formed (l min and 30 min) on autoradiography film (Hy- futalls. Ail of the fecal samples collected from R. pictipes.
perfilIrl%B'-MP; Arnersham). E. nmcronarus, and Triatoma sordida species were negative

by microscopic observation. However, we obtained 52.8%.
19.1 %, and 12.5% positive resullS. respectively. by the PCR.

To test the field applicability and sensitivity of PCR-based
diagnosis of T. cntZÎ. we analyzed 345 fecal samples from
four triatomine species obtained from domestic and peri­
domestic habitalS (fable 1) for the presence of parasites by
direct microscopic observation and by PCR. The results are
summarized in Table 2.

Among the 217 fecal samples recovered from Triatoma
illfurans, 117 showed fiagel1ated parasites by microscopic
observation. whereas only 105 showed an nmplified band by
PCR. The two techniques were in agreement 85.3% of the
lime. Discrepancy between the techniques occurred with two
difftrent patterns. The first showed a negative PCR result
when the microscopie observation was positive; this pattem
occurred in 10% of the inseelS examineâ. This rate of false­
negative resullS was higher titan expected. The second
showed a positive PCR result when the microscopic obser­
vation was negative; this pattern occuned in 5% of the sam­
pies examined. Considering the sum of positive samples
(positive by microscopie observation and/or positive by
PCR), we compared the sensitivity of both techniques. Mi­
croscopic observation appears to be significantly more sen­
sitive titan the PCR lechnique (Yates' xI :c: 5.18, P < 0.05).
We did not find significant düferences in the sensitivity of
the PCR technique between locales (La paz and Cochabam­
ba Departrnents). The 28 feeal samples from laboratory­
reared Triatoma illfestalls were aU PCR-negative as eltpect­
ed. Likewise, the sensitivity evalualed by the addition of T.
cn,c;i tOlal DNA to fecal samples of laboratory-reared Tria­
toma illfestalls insects al ways gave a positive amplification
with 0.2 pg of DNA. On the other hand, the PCR was pos­
itive in only 30% of fecal samples artificaUy infected with
either 10 or 100 fg of DNA. If one considers that a cell
contains approltimately 15D-2oqgg of DNA, Ihe PCR meth­
Od perrrutled the delection of one 'parasite in a feces sampie.
A discrepancy in the sensitivity of the PCR-based diagnosis
was observed when cOtnparing tlte results of sludies of tlle

We then proceeded to identify the particular clones present
in the infected triatomines (Figure 1). A total of 136 PCR­
positive samples were hybridized with probes specific for
the two T. cntzi clones previously identified by isoenzyme
analysis as major clones circulating in the domestic cycle in
Bolivia (clones 20 and 39. sec Materials and Meth~s). A
large majority of the samples test~ (77.9%) were recog­
nized by one. pr in the case of mixed infections. both probes
(fable 3). Clones 20 and 39 were present in both domestic
and sylvatic vectors. However. 30 samples (22.1%) were not
recognized by either probe and the percentage of unrecoog_
nized samples was higher among sylvatic species of veclors
(51.4%) than in domestic ones (11.9%) {Table 3).

We detected a much higher percentage of mixed infeclions
in Triatoma illfestalls. up to 22.7% ana 35.4% in Cochabam­
ba and La Paz samples. respectively. (fable 4) than had been
previously reported; 10% of the mixed infections were iden­
tifi~ by isoenzyme analysis."" Mbted infectioris were also
observ~ in E. nll/Crollatlls and Triatoma sordida. To deler­
nùne whether or not infection with one clone nffected Ihe
likelihood of infection with the other (inhibition or facilita­
tion), we compared the observed rates of milted infections
with theoretical raies based on obs~ed mIes of infection
of each clone in the population. The calculaled numbers (N
X (% 20 X % 39. with N = total population number. % 20
= observed % of trialonùnes infect.ed by clone 20 and % 39
= observed % of triatonùnes infect~ by clone 39) did not
differ significantly from the observed rates when they were
compared by Yates' modified chi-square test (fable 4).

DISCUSSION

ln this study, we have demonstraled the applicability of
PCR-based diagnosis and strain typing for epidemi&1",·"E..i;;.c _
studies of T. cr/lzi. The tirsl effort was 10 evaluate the sen-
sitivity of tlle peR technique. The level of sensitivily of the
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F,eURE 1. A. cthidium bromidc-sl~i"cd0.8% ~!!~ro~c gel cont~inilll! pol)'mer~~e ch~ill re~clion prodllcl~ from TrY!,<I Il0."'11I <1 Crlll;-inrccied
Tr;rl/"'I/" ;11/<'</1/11.< feces. n and C. hyhridi7.~lion pallems of Ihese [1rllducl~ wilh cIOlle-~[1ecinc [1robe~ corre~[1011ding la n~tur~1 clone~ 20 ~nd

:19. res[1ecliv~ly. L~lle~ 1 and 12. control s~IIl[1les (lI~i"g di~lilled W~ler ~~ Ihe lelllpl~le): 1~lIes 2-10. pmilive Tr;I//(JIllO ;"/C.l1flll.1 feces from
Coch~b~l1\b~ Dep~nment; I~ne Il. [10~ilive COll""! (lI~ill!! la Ill; of 101~1 DN/\ frOI1\ Ihe rcference T UII(Î ~Iock pen~illing la nalura! clone :19
a~ the lelllpl~le). The arro\l"~ indicale the Ill~jor ~mplirled b~nd~ (270 b~scp~irs).

'-~-



TADLE 4

PrevaJence or mixed TrJ'pallosoma cruz.i clone inrections: comparison of the obscrved and theoretical raIes

T .... IlLE 3

Idcnlilic<Jrion or m<Jjor clones 20 and 39 or Trypnnosomn cruû by specific DNA probes in polymerase ch<Jin re<Jction-'lInp!ilicd rcccs or
vcclOrs

• T. s Trin1o",n; E. • F.r",,'",': R. CI' R/lotfn;'IJ.
1 - • n<'tt ("ku.alcd (SAmric 100 ,m.lIl.
1 Mi'cd l"rCl"'bnnt: obt:C'U°C'd ~ nun,hc'r .nd "J., of (u'al s..'"'plC'1 hybridir.in(: wïlh oolh ~I 20 .nd )9. Mi.a.cd infc("'rions cl.P'C'C'lcd ., numbcr of (('C':11 s"mplcs calcullllC'd b)' Ihe rOnTllll:a:

N )( (':1-20 x 'l.-;\91 "';Ih N • numOcr or 11tIdicd !'.,mr1cs and fl,20 and ~J9 • oo~ry(d ~ or ((cal s.a"'r1cJ hrbndiud br rmtx:S" 10 "nd 39. rt:s(lC'ctilo'dy. The el.()('c((d ~ .n:: d(du(",(d
di';dinE the- (,If"C"r'('d nUnlOcU "1 Ihe 'or.1 numbcr of ,.ntplu.

t Dy Y:.ICS· ('hi.,quan: leJl. ddl _ 1.

Mùed infection_U

No. l'!lol rc~nitedt Obsc,wcd E.<pccled
Tri.frmVnc-

'r<cic.- Ocl"'rtmcnl No. Dy pl'Clbc 20 Dy probe 39 l'{o. ('!loI ri

T. irrfes/mls Cochabamba 22 20 (90.9) 5 (22.7) 5 (22.7) 5 (22.7) >0.05
La Paz. 79 52 (65.8) 45 (57.0) 28 (35.4) 30 (38.0) >0.05

E. lIU1crnrrnllrs La Paz. 13 3 (23.1) 4 (30.8) 2(15.4) 1 (7.7) >0.05
T. .<n.rdidn L:I Paz. 3 1 (-) 0(-) 1 (-)
R. pie,ipr:s La Paz. 19 8(42.1) 2 (10.5) 0(0) 1 (5.3) >0.05

File # 10lx

Clone idenrificarion, no. I~II

tian but delecled by the PCR. These results bring to light a
potential vector role for these sylvatic species in Bolivia.

Contamination with previous amplification products is the
main problem with the PCR technique, but we do not believe
it is an explanation for the discrepancy between neglltive
oùcroscopic examination resuhs and positive peR results in
this study because of the following arguments. Among pos­
itive samples th:Jl showed a negative result by oùcroscope
observaûon, some give weak PCR amplification but others
give strong amplification (generally contamination gives a
weak band), llnd the negative and positive controls of each
protacol always gave appropriale resuhs. The hybridiUllion
patterns (see below) indicate the presence of several clones
of T. crm:.i in a group of triatooùne samples tested in each
experiment, and false-positive PCR results (contllminalion)
occurred mostly due to the same source (the same clone of
T. CTllzi). lt is worth noting that some samples were not
recognized by either of the two probes th:Jl were used.

The PCR has the advantage of providing a more specific
diagnosis than one that relies only on the detection of flag­
ellated parasites in are3S where other parasites, such 3S T.
Tallgeli or T. cnrzi marellkellei. could be present as weIl.

The second part of the investigation was to char3cterize
the clones circulating in the vectors. We used two probes
made with the PCR that encompass the HVRm of kDNA
and hybridized these to PCR products from each sample of
feces. We found high levels of two m3jor clones that were
previously reported from the same area using nuclear DNA
markers (isoenz.ymes). Clones 20 and 39 {flosely related

BRENIERE AND OllŒRS
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Trialominc ncilh~C'

lrc'cicl· Dcp.artm<nl No. 20 only 390n1y 20 + 39 20 no< 39

T. jll/eslmls Cochabamba 22 15 (68.2) 0(0) 5 (22.7) 2 (9.1)
La Paz. 79 24 (30.4) 17 (21.5) 28 (35.4) 10 (12.7)

Total 101 39 (38.6) 17 (16.8) 33 (32.7) 12 (11.9)

E. I/Iucrnl/nll/.f ,-, P:l7. 13 1 (7.7) 2 (15.4) 2 (15.4) 8 (61.5)
T. .fordidn La p<Jz. 3 1 (-) 0(-) 1 (-) 1 (-)
R. p;clil'es '-, Paz. 19 8 (42.1) 2 (10.5) 0(0) 9 (47.4)

Tol:l! 35 10 (28.6) 4 (11.4) 3 (8.6) 18(51.4)

• T. - Tri...,o,nn: E. - E,tt'ynll: R. • RhodllillJ.
t - - noI c.lC'ul~lcd (s"01plc 100 amnll).

PCR reached 82.6% with samples fmll1 Triatollln ill/eslalls,
a rate lower than expected considering the high theoretical
sensitivity of the PCR. This may be explained by the lack
of DNA purification. ln fact, we have chosen a very simple
method' of template preparation, involving just boiling the
feces in water, to facilitate processing large numbers of sam­
pies and to avoid cross-contamination. This crude Iysate may
contain various factors that are inhibitory in the PCR. Some
of these inhibitors include blood breakdown products, such
;lS herne. ID which may vary in quantity and quality, depend­
ing on the digestive Slatus of blood present in the gut of
individual bugs. Il is worth noting that the relationship be­
tween the percenl3ge positive by microscopic observation
and the percentage negative by PCR-based diagnosis varies
between localities and in sc;>me. the false-neg3tive PCR re­
sponses are absent. However, we have observed 35.7% and
58.3% false-negative PCR sampIes in two localities. The es­
timated sensitivity of the PCR technique is 3pproxïmately
one p~asite per sample. The presence of PCR inhibitors in
bug~eces may explain the failure to detect a single parasite
in some samples. The PCR technique was able to identify
T. cru;:.i in sorne samples that could not be identified by
nùcroscopic examination (4.6% for Triatoma ill/estons,
19.1 % for E. mllCrOllafl/S, 12.5% fpr Triatollla sordida. and
52.8% for R. pictipes). Most notably, the PCR detected T.
Cnt;:.i in three sylvatic species that were not detected by mi­
croscopic examination. We believe that the discrepancy in
the techniques is due to the low parasite burden in these
sylvatic species, which is missed by n'Ùcroscopic examina-
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clones) were idenlilied from lhe domeslic veclor (Triatoma
infcstmls). The PCR-based analysis is lherefore a powerful
1001 for dClermining lhe dislribulion of clones because of lhe
(acilily of lhe melhod in dealing wilh large numbers of sam­
pies without the time, ex pense, and loss of clones during.
culluring. which is required for isoenzyme analysis.

The resulls of lhe PCR wilh Triatol/la ;nfestans conlirm
earlier work with isoenzymes indicating the importance of
major clones 20 and 39 in lhe domestic cycle iil Bolivia.1

Although the sampIe sizes are as yet too small to allow ep­
idemiologic conclusions, lhis technique is c1early able 10

identify the microdistribution of particular clones: e.g., in
our sample, the Deparlmenl of Cochabamba showed a sig­
nilicanlly higher percenlage of clone 20 (90.9%) lilan the
Departmenl of La Paz (65.8%, Table 3, Yates' X2 = 5.65, P
< 0.05).

Of particular interesl is linding clones 20 and 39 in lhree
nondomestic species. This is lhe first report of the presence
of these major clones, known from the domestic cycle, in
sylvatic species in Bolivia. Since these normally sylvatic

. triatomines were collected in domestic and peridomestic ar­
eas, it is not clear whether thesc vectors are tending towards
domesticity and acquiring domeslic clones or whether clones
20 and 39 exist in the sylvatic situalion as weIl. The origin
of these major clones. sylvatic or domestic, remains to be
determined. Application of this PCR-based technique to syl­
vatic mammals and triatomines should resolve this issue.
'Contrary to what was observed in Triatoma irrjestalls. the
majority of the clones present in E. mDClVi/Mus and R. pic­
tipes are neither clone 20 nor clone 39 and thus Iikely rep­
resent infections by additional clones whose taxonomic sta­
tus remains to be determined.

Amplification with the PCR followed by hybridization
was a1so a much more powerful technique than MLEE for

41etecting mixed infections. The probes used here do not
cross-hybridize, as previously verified on a large range of
reference strains (characterized by isoenzymes) perlaining 10

natural clones 20, 39. and others. fi This result strongly sug­
gests the detection of mixed infections (clone 20 and clone
39).' As more specifie T. en/li clone probes are developed
and more strains are identified, we expect to find even higher
rates of mixed infections. Since the expected rates of mixed
infections with clones 20 and 39 (Table 4) did not differ
significantly from the observed rates. we have no evidence
for interaction between the clones in which the presence of
one would affect lhe presence or development of the other.

The approach developed here should allow characleriza­
tion of many clones from different regions. When the PCR
products From an infected host (vector or mammal) do not
hybridize with the probes that are used, il will be possible

. to develop a new probe from these PCR products. This new
probe will be hybridizcd lirst wilh strains that have been
genetically characterized (by MLEE) to determine its spec­
ificity and lhen used to lest biological sampies for epide­
miologic sludics if thc specilicily resulls are salisfaclory. If
we consider lhe clonai nalure of T. eruzi populalions as weil
as lhe linkage betwcen HYRm DNA and nuclear DNA, il
should be possible 10 develop spccific probcs from HYRm
kDNA. Moreover, this approach, \Vhen applied to human in-

feclion. should allow invesligation of the medical conse­
quences of infeclion wilh a p:lrtieular clone or multiplc
clones.
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stocks in the present work); (ii) 4 stocks pre­
viously characterized as T. eruzi by MLEE
(Tibayrenc and Ayala, 1988): they were se­
lected because of the considerable gcnetic
distances recorded among them, whieh reflect
the total genetic variability of the species; and
Oii) Il unidentified trypanosomatid stocks
isolated from 7 Peruvian Saimiri monkeys.
Hosts and geographic origins of the stocks are
summarized in Table 1.

Multi/oeus Enzyme Electrophoresis (MLEE).
Parasites were cultured in LIT medium,
harvested by centrifugation and the extracts
were perfomed according to Tibayrenc et al.
(1985). Eleven enzyme systems were assayed,
namely: diaphorase (E.C. 1.8.1.4, DIA); glu:,
tamate dehydrogenase NAD+ (E:C. 1.4.1.2.,­
GDHI NAD+); glutamate dehydrogenase
NADP+ (E.C. 1.4.1.4., GDH2 NADP+); glu­
tamate oxaloacetate transaminase (E.c. 2.6.1.1,
GOT); glucose phosphate isomerase (E.C.
5.3.1.9, GPJ); isocitrate dehydrogenase (E.C.
1.1.1.42, JDH); malate dehydrogenase (E.C.

Population geneties of Trypanosoma cruzi
and Trypanosoma rangeli: taxonomieal and

epidemiologieal purpose

A genetic analysis of a set of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli stocks
was performed by two combined approache~, namely multi/ocus enzyme
electrophoresis (MLEE) and labeling by DNA probes. A considerable genetic
variability was evidenced within each of the IWO species. Since the upper level of
resolurion of the isoenzyme method was reached, ft was impossible to draw any
definite discrimination between the two species ·by usual clustering methods.
Nevertheless, IWO inarkers appeared as species-specijic, namely the malic enzyme,

. and a probe that hybridizes highly-repeated sequences ofT. eruzi.

Trypanosoma cruzi, the agent of Chagas' dis­
easc, and Trypanosoma rangeli, usually con­
5idered as non pathogenic, can he both found
in human and in the same mammalian hosts.
Morphologie discrimination between the two
species is sometimes difficult. Hence, the
development of reliable molecular markers
able to distinguish between the two species is
needed. Toward reaching this goal, we report
the results of a multilocus enzyme electropho­
resis (1v1LEE) study of T. cruzi and T. rangeli
populations. Moreover, we propose two can­
didate markers able to reliably identify the
two s~cie~.

METHOOS

Parasites. The sample of parasites involves:
(i) 7 stocks communicated from different la­
baratories, and formerly identified as T. rangeli
(this group is referred to as T. rangeli reference

INTRODUCTION
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" ·'2' 8143: .. . . 7,8 Pcru Saiiniri Sciur~us J

1 ~OO: 1 Pc'ru Saimiri Sciuml$ K
1 S317: 1 Pau . Saimiri Sdureus L
1 S329: 5 Pero . Saïmiri Sciureûs M
2 S329: 9. Il Pero SaimiriSciureus N
1 S364: 4 Pero Saïmiri Sciureus 0
1 S71: 5 Pero Saüniri boliviensis P
1 S415: 1t Peru Saimiri·boliviensis Q

L.·_l_S4_15_: 1_8 Peru Saimlri__.:_·_"bo....;._üvlensis__• R_-.. . ;:~:: ...~ .
~ •••• '. ..:-- : ••:."'_ •••,: ~ , .•~ : # : .. ,: ••••• ,- • .: ~ ": • ••• ..:i\-~. . " :: "';"'0. -: • "l'"

.. • Tbesc lIOÇb have bccn prmOClSly charae:teüzcd" a (= DItUiaI cloue) 12,TI. 39 and.(3 reCc:rred to ~bcrincc:lusificati01l

. olTibayrœcud.. A~}9.aa.. ".;~'::':.' .;;:':::'" "..o';.:'!: •••' , l.·_".'.:'·: .,,:. ~.~.,'.:.. . 0 .'~'::.~j ... ,.. ,::.:'.: .
• ."- ,.. 'O. '" t:. ." ... ~.~ -::.'..... :~.'" :0:: ~:;

. ".. .' ...:., .." ;' ~;'., d.:·;':' ~ .::·.:1 ...... '. :.. :~: .,; c: ;, •• "•• ~'::. • -: _. • •

1.1.1.37~" MDH); malic. ~nzyme .(B.C•. '.:' GOT were new enzyme ~enis and the elec- .
1.1:1.40:, ME): pepti~~~~I'(~.c~).:.@.ç.::.. 0 trophoretic conditions were' as foÎlows: the.'
;3.4.223. [foIIllerly ~.C. 3.4.4.12.], substrate:·:· migi'ations were mn respective1y for 20 min at 0

. leucyl-leuçyl-lc;uçiIie,' J?~ :1); pcptidaSc 2<~. 200 volts and 30min at 160 volts in the buffer oc•

. ..~,. (broI!1e1ainl"(E.~. ~.4.2iA~. [formerly' ÈC:.,~. III qfShaw and Prasad (1970). Before migra-'
• ': 0 3.4.4.24.];:~·substIate:)eùCYl~L-ài8niilë,:PEP:'~~' 'tio~iheplatesvieresoakedinthesamè buffer;
': 2); and pI:îospho.glucOmu~·'(Ê.ê 5.4.2.2.~:·;'o dUuted VN.::.;~·.:... '00 .. ': '. ••·.... ;1.·

[formerly E.C. 2.7.5.1.], PGM). Elec-' .':' Dot-blotting hybridiz'atiOn. Crude parasite
trophoreses were performed on cellulose extractions were perfonned by harvesting.
acetate plates as described by Tibayrenc et al. . centrifugating and freezing the parasites. 3 J.1l
(l985)wi~~lightmodifications .. The.DIAand ,of pellet were subsequently resuspended in
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TABLEI

'.

A
A
A
8
C

D
E

F'
o
'H
1

Genotypes
13 loci

Host

Trialomilllle .
Trialoma inJestans

. Human
Hum:ln

Country

Venez.uela Man
Venez.ucla RilOdnÜlS robaslus

80livia ~ndoupre/~nsilis

801ivia .CœluJOU prelunsilis
Unknown Aotus Irivirgalus

Venezuela dog

Vcnezuela d?8 .

. Mc:tico
Bolivia

.' Chile'

8razil

1

T.CTUZi

Ricra
Palma·

R2008
R2010

ITMAP 1140
Basel
ROB

Name

T.rongeli

Tehuenlcpec cll (012)*
Sc43 cll (CI 39)*

Tula FKIIA, (C143)* ..
Can III cll Z3 (Q 27)*

1
- . Pc:ruvian stocks

Monkc:y : stoek nO.

1
1·
1
1

1
J
1
1
1
1
1

Hosts and geographic origins. zymodemes patterns of 7 T. rangeli. 4 T.
cruzi reference'stocks and Il stocks isolated from 7 Peruvian monkeys

Stocks
Nb.
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100 J.Ù of distilled water, boiled for 10 min
and centrifuged for 10 min at 8,000 g. The
supernatants were subsequenüy 10-fold dilut­
ed in NaOH 1.5 M, NaCI 0.5 M (final con­
centration) and 50 J.Ù of each dilulion were
dot-bloued (6 dilutions were done) onto
charged nylon membranes (Hybond H+;
Arnersham. Buckinghamshire, UK). Then, ule
membranes were rinsed out in 2 x SSC buffer
and stored in "Saran" film paper (poly-Labo,
Strasbourg. France) until hybridization assay.

DNA probe preparation. The probe was
produced by PCR technique. The primers,
respectively referred to as TCZI and TCZ2
(ordered from Genset, Paris. France) were
designed according to Moser et al. (1989) in
order to anneal sites at the extremities of the
195-bp repeat of the nuclear DNA of T. cruzi
(salellite DN~ $loIT et al., 1983). fu sequence
ofTCZlis: 5'CGAGCTCITGCCCACACG­
GGTGCT3 '; the sequence of TCZ2 is:
5'CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG3'.
Buffer and cycle conditions were according
to Brenière et al. (1992) using 1 lU ofThermus
aquaticllS DNA polymerase (Promega,
Madison, USA). ll1e major amplified fmgmem
of 195 bp was purified from a preparalive gel
of 1% lowmelting point agarose, by using the
enzymatic preparation GELaseThi, according 10
the manufacturer's instructions (Epicentre
Technologies Corporation, Madison, USA).

Probe labeling and hybridization. Labeling
and hybridization conditions were according
to the ECL gene detection system based on
enhanced chemiluminescence (Amersham,
Buckinghamshire, UK). Simultaneously, the
membranes were incubated at 42° C in the
hybridization buffer (0.25 ml cm·2) for 15 min,
and the purified probe (20 ng ml'\ DNA) was
simultaneously labeled for 10 min at 37° C.
The hybridization was perforrned at 42° C
overnight in a rotary oyen (Appligene, France).
Before t1)e detection step. the membranes were
washed. first twice in a highly stringent so­
lution (6 M urea /0.1 % SDS /0.1 SSC at 42°
C), and then twice in aL. SSC solution at room
temperarure. SeriaI expositions were perforrn­
ed (1 min, 5 min and 20 min) on autoradio­
graphy films (Hyperfilm™-MP. Amersham.
UK).

Data Analysis. Phylogenetic relationships
among the zymodemes were evaluated by
using a cladistic analysis (Felsenstein, 1978).

29

The CLIQUE program, based on the cornpa­
tibility principle, was used to construct the
network (Le Quesne, 1974; Eck and Dayhoff,
1966). 1bis algoritlun uses a matrix of pre­
sence/absence (1/0) of the enzymic char­
acters.

RESULTS

Isoenzyme studies. Among the 22 studied
stocks, 18 different zymodemes" (which can
be equated to multilocus genotypes) could be
discriminated (Table II). A striking pattern
was noticeable for the malic enzyme: several
stocks, including aIl T. rangeli reference
stocks, extùbited one-banded zymograms only.
This profile probably corresponds to the
activity of one locus only. In contrast, all T.
cruzi reference stocks exhibited two-banded
patterns attrributable to the activity of two
different loci, as previously recorded
(Tibayrenc and Ayala, 1988).

The standard genetic distances of Nei
(1972), calculated between any two pairs of
multilocus genotypcs, are presentcd in Table
111. They can be summarized as follows: (i) all
T. rangeli refercnce stocks present high genetic
distances from any T. cruzi refercnce stock.
ranging from 1.32 to infinite (stocks which
share no common allcle); (ii) nevenhc1ess sorne
T. rangeli reference stocks (narncly, gcnotypcs
A and E) present higher gcnelÎc dislances
bctween them (1.44) than wil.'1 sorne T. cruzi
stocks (genotypes F and A, 1.32) (see dis­
cussion); (iii) among the Peruv jan Saimiri
stocks, genotypes J and P arc more ciosely. " .
related to T. crUZI reference stocks (genotypes
l and F, respectively) than to any T. rangeli
reference stock; on the contrary, aU L, N, Q,
R, and M genotypes are more closely related
to any T. rangeli reference stocks than to any
T. cruû stock; (iv) gen9types 0 and K (from
Saimirlmonk~ys) are equally distant froin"both
T. rangeli and T. cruzi refcrence nocks.

The evolutionary re1atioïtShips among the
different zymodemes are visualized in Figure
1 by the phylogenic network. oblained by use
of the CLIQUE program from a matrice of
presence/absence of the isoenzyme characters.
The T. rangeli reference stocks are clustered
into two distinct groups. while the different T.
cruzi stocks are distanUy related from one
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including two control stocks idcntified rcs­
peclively as Trypanosoma brucei s.l. and
Leishmania sp.

Distinction between T. rangeli andT. cruzi.
Since the discrimination between the two
spccies is sometimes difficult, the population
genetic approach brings hope to build reliable
1001s towards rcaching this goal. Nevenheless.
the clustering study pcrfomed here failed in,
drawing a clear distinction between these two
spccies. The reason is that the upper level of
resolulion of the isoenzyrne method is reached

.,

S:K .........-.....

T.r.:A,B
S: L, N, Q. R

Fi,. 1: 'Pbylogenetie networlc showing evolutionary relationships among stocks under study, obtained by MCUQUE" progrlm
(rom a mltrïx of presence/absence of enzymie characteu. T. r =T. rangûi referenee stocks; T. e. =T. cr/.Ui reference stocks; S =
~eru~ian stocks isolated from Saûniri monkeys. Lelters A to R correspond to different zymodemes (or mulûlocus genotypes)
ld~ntified..Grey areas include stocks presertting two·banded plltems (two loci) for Mllie enzyme and a posiùve hybridization
wuh sltellit.e DNA probe from T. cr/.Ui. White arels inelude stocks presenûng one·banded patterns (one locus) for Malie enzyme
and a negal1ve hybridi.zaûon with satellite DNA probe from T. cruzi.

S.:O
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anol..hcr, and do not appcar as a cluslcrcd group,
which corroboratcs previous rcsulLS (Tibayrcnc
and Ayala, 1988). The relative position of the'
Saimiri slocks confirms analysis of the data
from Nei's distance (see abovc).

Hybridization with satellite DNA probefrom
T. cruzi. The satellite DNA probe produced
by PCR was hybridized with crude extracts of
the differcnt stocks under study. Positive hy­
bridization signal was observed -only: (i) to
the T. c,ruzi reference l\tocks; and (ii) among
the' Saimiri monkey set, to those stocks (ge­
notypes J a!ld P) that appear to he more clcsely
rela(ed 10 two T. cruzi refercnce stocks (Figu­
res 1 and 2). AlI other stocks were negalive,
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Fig. 2: Set of dot-bloued parasite stocks (crude extraCU surpemaunu are subsequenùy
diluted 10 fold. columns 110 6) hybridized with sateUite DNA probe from T. cruzi, Stocks
arc as foUows: lane a: Uishmaflia sp,; lane b: T. brucû s.1.; lanes c and d: T. rangtli re­
ference stocks (Riera and ITMAP 1140); lanes e, f, g,l and m: Peruvian Saimiri slOcks,
S415-18, S329-9, S377 ·5, S329·11 and S-364-4, rcspectively; bnes i, j and k: T. cruzi
refcrcncc stocks.

b JO • •

O':Xf'~~)ift~il~fÈtIJ~l~ir~fi!r'/::.'.:>'
".. '.. ". ....f ,. .'.. ,', ;.c...... ,..... ....... '; .' ..

~éJ~!(;~~h~i~~fi<;,~)'~~Ei.:.;:(~v:: ..

here: the consider3ble genetic distances already
recorded wiLhin each of the two species shows
that sorne sLOcks of the sarne species share
very few common aIIozymes. In oLher words,
the theoretical maximum distances are close
to be reached within each species. Phyloge­
netically spcaking, the difference bctween Nei
distances of 2, 3 and infinite is not relevant.
Similar results were recorded in an allempt to
classify various stocks penaining to the genus
Phytomonas (Guerrini et al., 1992). Ne­
verLheles5, in the present case, quali tative
analysis of l!")e data reveals a potential diag­
nostic marker between the two species, that is
to say, the Malic enzyme, where stocks iden­
tified as T. cruzi exhibit the actitivy of two
different loci, while stocks classified as T.
rangeJi exhibit the activity of one locus oruy.

By using a satellite DNA.probe from a T.
,cruzi stock, a posiùve hybridization signal was
obtained with the T. cruzi reference stocks a!1d
not with 1.1e T. rangeli reference stocks. This
molecular character is hence totally linked to
the genotypes recorded for the Malic enzyme
markeT. BoLh are in agreement wiLh the CUITent
taxonomic classification in the case of these
reference stocks. The resulls on the Saimiri
stocks confirm this linkage between the two
markers: those stocks that appcar as closely
related to ùle T. rangeli refercnce stocks show

31

456

Preliminary arguments for clonality in T.
rangeli. Three T. ran8eli reference stocks,
respectively isolated in Venezuela (two stocks)
and Bolivia (one stock), share the same mul­
tilocus genotypes. The occurrence of such
identical muitilocus genotypes recorded on
wide geographical areas, which suggeslS that
recombi'nation is rare or absent, is a c1assical
argument for clonaI propagation (Tibayrenc
et aJ., 1990, 1991). Nevenheless, Lhjs result
has to he confirmed on a latger sarnple of
stocks.

In regard to these preliminary resulls, the
population structure and genetic variability of
T. rangeli seem to present sorne striking si­
milarities with T. cruzi (considerable intra­
spcci fic genetic variability and, pcrhaps. clonaI
population structure), This is consistent with

the activity of only one locus for the Malic
enzyme, and are notllybridized by Ùle T. cruzi
satellite DNA probe. On the contrary those
stocks that arc related to Lhe T. cmzi refercnce
stocks present the activity of two different
locus for the Malic enzyme and a positive
hybridization with the probe. On the whole
samplc of the stocks under study" a total lin­
kage was observ~d bctween thl.:se two markers,
which lcads us to propC'se them for diJgnoslic
characters bctween the two species.

6 . 1, 23

ie •
4 5321
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" These stocks have bcen prcviously charaelCriz;ed: CI (== natural clone) 12,-27,39 and 43 rcferrcd tO numbcring classification
of Tibayrcnc and Ayala, 1988.

c...t,pc 0001•

T.l2nge/i referenee ,tocks T. cruzl reterence stocks Peruvi2n s.itrirl stocks
Catolypo cod. A B C D E F G H 1 J p L N Q R M 0

A ,
T.~f B 0.12

reference stocks C 1.20 1.22
0 1.12 1.15 0.12

..
E 1.44 1.46 0.t5 0.23

F. 1.32 2.04 2.04 2.04 1.50 : -.
T.auzI G. 2.26 2.69 3.09 3.09 3.07 1.75

H .. ..
reference stocks '. 3.04 2.66 •. .. ~ . . 2.42 0.63 .

1 3.11 3.\3.
.. ,

1.79 1.19 1.03
... .

J 1.50 1.53 134 1.34 1.72 2.48 2.04 1.03 0.88 ..
P. 1.30 2.01 1.73 1.73 1.30 0.16 1.17 ù!i 2.46 2.60 '.

L 0.15 0.23 1.70 1.59 1.56 1.75 2;17 1.82 2.04 2.04 1.73
N 0.05 0.12 1.17 1.17 1.48 1.37 2.20 2.68 3.16 1.55 1.34 0.17

PelVllian Q 0.34 .0-43 1.68 1.68 2.35 1.72 2.66 2.13 1.32 1.50 1.59 0.39 0.32
S.mlrl R 0.05 0.\2 1.30 1.22 1.56 1.75. 3.78 2.66 3.13 1.53 1.73 0.10 0.07 0.26
stoclcs M 0.28 0.14 1.19 1.19 1.50 1.39 2.04 2.42 .2.48 1.39 1.37 0.43 0.21 0.63 0.30

0 1.44 1.12 2.37 2.15 1.5~ 1.32 2.15 1.17 2.01 1.17 1.14 1.36 1.59 1.95 1.36 1.17
K 2.13 1.56 1.56 1.68 1.44 1.32 2.15 1.17 2.Ôl 1.17 t.14 1.97 2.17 1.95 1.97 1.50 0.24

~notyprs 13 locI .
Code Nb.of sto<:k, DIA 1 DIA 2 GDH 1 GDH2 GOT GPI IDH MDH ME 1 ME:! PEP 1 PEP 2 l'GM

A 3 III 1/4 313 7n 114 3/4 212 '112 ~bsent '2':! 515 Mi 313
N :! III 4/4 313 7n III 3/4 212 '112 ubsenl :li:! 515 oJ(i 313
B 1 III 1/4 ~bs 7n III 3/4 212 212 absent 2J2 515 616 313
R 1 III 113 313 7n lit 3/4 212 '212 . absent 2J2 S:S 6,'6 313
L 1 111 113 313 7n III . 3/4- ·313 '112 ubsent 2J2 515 616 313
M 1 III 4/4 ~bs 414 III 4/4 212 '112 llbsenl 2J2 515 616 313
Q 1 113 3n 313 7n III 3/4 212 '112 llbsent '112 <114 313 313
0 1 '212 1/4 4/4 212 515 SIS 212 2J2 llbsenl 4.'4 51S SIS 1/4
C .. '212 :!I4 414 III 515 SIS 212 212 llbsent 4/4 ~5 515 114
E 1 212 114 4/4 111 516 SIS Iii 212 Olbsent 4/4 515 SIS 1/4
K 1 :!r- 213 :lbs 5!5 515 416 III III llbsent '212 212 4/4 2110
a 1 ::J2 113 abs SIS 7n 416 III 111 Olbsent '212 '212 616 :!IIO
P 1 113 411!.. 313 414 414 SIS 1/1 VI ' 212 :r.. 313 III SIS

F (CI I~)" 1 414 414 313 414 414 515 III III 212 '212 III III 5(5
G (CI 39)' 1 313 4(4 III 313 Yl 1/4 313 III III 313 313 21"1 719
H ICI 43j' 1 313 SIS '212 SIS 112 :lI4 313 III 1/1 3,'3 2f1 :li:! 6/11
I(CI27)" 1 4'4 7n '212 616 2f1 <114 313 III :!~ III 414 313 HI8

J '2 :!J2 616 2f1 SIS 3!3 414 212 III 1/1 III 515 313 616
18 l:eno1ypcs :!:! SlOC\;s
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TABLE!I

Genotypes identified by 13 loci wiLhin 7 T. rangeli, 4T. cruzi
reference stocks and 11 stocks isolated from Peruvian monkeys

TABLE III

Matrix ofNei (1972) genetic distances between the different multiloci
genotypes observed in our samp1e. identified by assaying 13 enzymatic loci
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COPY NUMBER DIFFERENCES IN THE 195 BP REPEATED SATELLITE DNA
FROM TRYPANOSOMA CRUZI AND TRYPANOSOMA RANGEL/: POTENTIAL USE

FOR EPIDEMIOLOGIC SURVEYS

~

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

),
')

?
?
?,
'J
'J,,

Mem. //151. Oswaldo CruZ. Rio de Janeiro,
Vol. 88 (1): 163-165,jan.lmar. 1993

Trypanosoma cruzi, the agent of Chagas'
disease, and the apparently non-pathogenic
species Trypanosoma rangeli can be both en­
countered in human and in the same mam­
miferous hosts. On fresh isolates, the discrimi­
nation between both species can be sometimes
difficult. Rence the development of reliable
molecular markers able to distinguish between
the two species is sorely needed (F. Guhl et
al.; 1987, ParasitoI., 94: 475-484). Toward
reaching thls goal, we report here further char­
acterization of the 195 bp DNA repeat previ­
ously described in T. cruzi (P. Sloof et al.,
1983, J. Mol. Biol., 167: 1-21). A closely re­
lated satellite DNA sequence was evidenced
in T. rangeli, but apparently with a much lower
number of repeats, hence providing a potential
epidemiological tool for discrimination between
the two taxa.

Fifteen different T. cruzi stocks as weil 7
T. rangeli stocks were studied. These stocks
represent for each taxon a high genetic vari­
ability, as verified by isoenzyme analysis at Il
polymorphic loci, according to the methods
described by M. Tibayrenc & F. J. Ayala,
(1988, Evolution, 42: 277-292). Oligonuclotide
primers TCZI and TCZ2 previo.usly describcd
by D. R. Moser et al. (1989, J. Clin. Microbiol.,
27: 1477-1482), were used for DNA amplifi­
cation of the 195 bp DNA units from purified
total DNA (F. Veas et al., 1991, Cell. Mol.
Biol., 37: 73-84), according to the PCR ampli­
fication procedure described by S. F. Brenière
ct al. (1992, Am. J. Trop. Mcd. llyg.• 46: 335­
341).

This work was supported by a grant from TDR Chagas'
disease nO 880190.

Reccived 13 August 1992.
Accepled 22 October 1992.

Reseacch Note

As expected, ail T. cruzi stocks gave a major
amplified band of 195 bp on ethidium bromide­
stained 2% agarose gels. For the 7 T. rangeli
stocks studied, PCR products exhibiting a com­
parable molecularweight were obtained (Fig. 1).
These 195 bp length PCR fragments were not
observed with other Kinetoplastida species used
as control (Leishmania, T. brucei), a result al­
ready noted by D. R. Mosere~ al. (1989,loc. cit.).
The minimal amountoftemplate DNA required
toobtain a positive PCRamplification was 10 fg
for one T. cruzi stock and 10 pg forane T. rangeli
stock.

The sequence homology of T. cruzi and T.
rangeli was evaluated by cross-hybridization
of T. cruzi and T. rangeli probes with sequen­
tial diluted PCR products, electrophoresed and
transfered onto nylon membranes (S. F.
Brenière et al., 1992, loc. cit). Both probes.
were prepared as follows: the PCR fragments
of one T. cruzi stock and one T. rangeli stock
were purified by electrophoresis on 0.8% pre­
parative low melting ultra pure agarose gels
(Bethesda Research Laboratories, Uxbridge
Ulq. The fragments were eluted from the
agarose using Glass beads (Gene Clean kit)
according to instructions of the manufacturer
(Bio 101, La Jolla, CA USA). Non radioactive
labcling of purified products was performed
by using ECL gene detection system based on
enhanced chemiluminescence (Amersham,
Buckinghamshire, UK). Briefly membranes
were incubated at 42 oC in hybridization buffer
(0.1 ml/cm2) for 15 mil and dming the saille
timc, each purificd probc was labclcd for 10
mn at 37 oC. The hybridization was performed
at 42 oC overnight in a rotative oyen. A simi­
lar sensitivity was obtained with either homolo­
gous or heterologous hybridizations (Fig. 2a,
b, c). This result favours the hypothesis of
strong sequence homology between 195 bp
PCR products from T. cruzi and T. rangeli.
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Fig. 1: eleclrophoresed and ethidium bromide slained 2% agarose gel exhibiling PCR products from: lanes l, 2,4
and S, lllg of total DNA ofreference Trypanosoma rangeli stocks (R2008, Basel, Riera and RlOIO respectively);
lanes 3 and 7, 1 Ilg of total DNA of r cruz; stock SC43 cl J; lane 6, 100 pg of tolal ONA of r cruz; stock OPS21;
lane 8, molecular weight marker PBR 322- Alu 1. The arrow indicate the major arnplified band of 195 bp.

Fig. 2: a - Electrophoresed and ethidium bromide stained 0.8% agarose gel exhibiting - lane 1 108: seriaI dilutions
(III, 1/2 to 1/ J 28) of the PCR products from Trypanosoma rangeli Basci stock lotal DNA (1 mg); lanes Il to 17
and 10: seriai dilulions (Ill, 1/2 10 11128) of Ihe PCR producls from T. cruz; NR slock lolal DNA (100 fg)
respectively; lane 9: molecular weight marker PBR 322- Alu 1. band c - hybridizations of the blotled gel with NR
T. cruzi and Basel T. rangeli non radioactive probes (5 ng/ml and 20 ng/ml respeclively), high washing slringency
was monilored Iwice in 6 M urea, 0.5 x SSC buffer for 20 mn al 42 oC and then lwiee in 2 x SSC buffer for 10 mn.
The expositions wcrc performed 10 rnn on autoradiography films (Hyperfilm TM-MP Amersham, Buckinghamshire,
UK).



Mem./nst. Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro, Vol. 88 (1), jan.lmar. 1993

-

.'

We have dot-blottcd serially-dilutcd total
DNA extracts from the total range of 15 T.
cruzi stocks and 7 T. rangeli stocks as weil as
one T. cruzi marinkellei stock, 2 Leishmania
stocks and 3 T. brucei stocks, according to F.
Veas et al. (1990, loc. cit.). Ali T. cruzi stocks
gave a positive hybridization at a minimal
concentration ranging from 0.01 to lOng, ei­
ther with T. cruzi or T. rangeli probes (see
above). Sorne T. range/i stocks gave a positive
hybridization but with a minimal concentra­
tion of 500 ng total DNA, while others re­
mained negative, even with a concentration as
high as 1 ~g total DNA. With 500 ng total
DNA, non hybridization was observed for the
others species used as controls.

These results confirm the presence in T.
cruzi of a satellite DNA composed of 195 bp
repeat, and show that this DNA is constantly
observed over a range of stocks ofthis parasite
that are genetically highly diversified. More­
over, the presence of repeats that are either
identical or similar was shown also on a set of
T. range/i stocks whose genetic heterogeneity
is also very high. Nevertheless, the number os
repeats appeared as far 10wer in the case of T.
range/i than for T. cruzi; we propose the hy­
pothesis that the T. range/i sequence is an
ancestral one that has been duplicated and
amplified in the species T. cruzi. Whatever be
the explanation of it, this result (far highcr
number of repeats in T. cruzi than in T. range/i)
seems to be valid for any T. cruzi or T. range/i
stock, since it has been verified for two set of
stocks belonging to the two taxa, that are ge­
netically extremely diversified: this potentially
provides a convenient tool to discriminate
between the two species in the course of epi­
demiological surveys, by simple dot-blot hy-
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bridizations. Discrimination of botll taxa by
rcstriction endonuclease patterns of kDNA (A.
C. C. Frasch, 1981, Mol. Biochem. Parasitol.,
4: 163-170; A. M. Gonçalves et al., 1991, Mem.
/nst. Oswaldo Cruz, 86: 477-478) and PCR
amplification of mini-exon genes (V. K.
Murthy, 1992, Mol. Cel/. Probes, 6: 237-243)
have been proposed. These authors do not '.
contemplate the intraspecific genetic variabil-
ity of both taxa which is particulary high (R.
Kreutzer & O. E. Sousa, 1981, Am. J. Trop.
Med. Hyg., 30: 308-317; M. Tibayrenc & F. J.
Ayala, 1988, loc. cit.), nevertheless, the mark-
ers used in these experiments sllould be valid
for discrimination of the taxa. Studics, in the
light of population genetics, of the different
proposed markers with extensi ve samples of
stocks pertaining to both taxa, are highly rec­
ommended to investigate their possible corre­
lation.

In our dot-blot experiments, the only T.
cruzi marinkellei stock, which is considered a
subspecies of T. cruzi, and hence, closely re­
lated to T. cruzi sensu stricto showed no hy­
bridization signal. The close genetic relation­
ship between T. cruzi and T. cruzi mareikellei
is questioned by this unexpected result. This
opens the more general and difficult problem
of a reliable identification of the so-called T.
cruzi-Iike organisms, whose epidemiological
relevance and actual taxonomic relationship
with T. cruzi remain unclear. W ork is in hand
to explore this problem by complete popula­
tion genetics analysis. .

Acknowledgement: to Prof. Dominique Le
Ray (Tropical Medicine Institute in Antwerp,
Belgium), who kindly provided three of the T.
range/i stocks).
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DIRECT IDENTIFICATION OF TRYPANOSOMA CRUZI NATURAL
CLONES IN VECTORS AND MAMMALIAN HOSTS

BY POLYMERASE CHAIN REACTION AMPLIFICATION

S. F. BRENIERE, M. F. BOSSENO, S. REVOLLO.
M. T. RIVERA, Y. CARLIER, AND M. TIBAYRENC

Laboratoire de Genetique des Parasites et des Vecteurs. ORSTOM. Montpellier, France; IBBA,
Departamento de Parasitologia. La Paz, Bolivia; Laboratoire de Parasitologie, Universite

Libre de Bruxelles, Bruxelles, Belgium

T. cruz; major clones is needed for field or ex­
perimental studies directed toward defining c1in­
ical characteristics.

Previous work has shown that the hypervari­
able region of the T. cruz; kinetoplast DNA
(kDNA) minicircle (HVRm) exhibits sequences
that are specific for the natural clones identified
by our multiloeus isozyme characterization. This
has led to the development of DNA probes for
some T. cruz; major clones. 12 These results are
based upon and favor the hypothesis of linked
evolution between nuclear DNA (labeled by iso­
zyme analysis) and kinetoplast DNA.1l Thus, the
HVRm of kDNA can he considered a clone
marker. In this report, we propose direct char­
acterization of T. cruz; natural clones isolated
from infected feees and blood using clone-spe­
cifie HVRm DNA sequences as new markers that
are easily obtained by the PCR technique.

Abstract. The polymerase chain reaction was used to amplify the highly variable region
of the kinetoplast minicircle of TrJ'panosoma cruzi directly in biological samples (feces of
infected Triatomine bugs, blood samples of experimentalty infected mice, and artilicially
infected human blood samples). Hybridization ofthe amplified DNAs with reference stocks
representing different genotypes (natural clones) enabled us to characterize the stocks in­
fecling the biological samples under study. The main interest of this new' approach is the
diagnosis of T. cruz; infection and simultaneous direct identification of the different natural
clones circulating in vectors and mammalian blood without isolation of the stocks. The
suitability of this technique for epidemiologic studies is also discussed.

Natural populations of Trypanosoma cruz;, the
agent of Chagas' disease, have a basic clonai
structure, which has been analyzed by extensive
population genetic studies. I- 3 The previously de­
scribed zymodemes and schizodemes can be
equated to natural clones, as shown by isozyme
or restriction fragment length polymorphism
analyses, respectiveiy.··' These natural clones
should he considered as useful taxonomic units
in any applied study.6 Among the large number
of different natural clones isolated, some appear
to be ubiquitous and are frequently encountered
in endemic areas. These dominant genotypes,
which are called major clones, deserve special
attention.7 Nevertheless, the biologica! and med­
ical peculiarities of these various clones remain
poorly defmed. At present, identification ofthese
natural clones requires 1) isolation of the para­
sites from vectors or mammalian hosts, 2) cul­
ture amplification, and 3) multilocus character­
ization by isoenzyme techniques. Isolation of T.
cruz; stocks from vectors is relatively simple, but
it lacks sensitivity when attempted with chron- Samples
ically infeeted patients and mammalian hosts be-
cause of their low level of parasitemia.R•• Sclec- Four different types of samples were investi­
tion pressure may occur with natural clones gated: 1) triatomine feees, 2) blood from adult
through isolation from culture or mice. ID. Il patients, 3) artificially-infected human blood, and
Moreover, multilocus isozyme characterization 4) blood samples from experimentally infected
is both time-eonsumingand expensive. Forthese miee. Ail triatomines (Triatoma i,!(estans) were
reasons, fast, specific, and sensitive labeling of isolated in Bolivia. Some ofthem were collected
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in endemic areas, while others originated from
xenodiagnosis procedures performed on pa­
tients. Microscopicexaminations for positive in­
fection were performed (by checking at least 60
microscopic fields at 40 x magnification) bcfore
recovering the fecal samples. Ali patient blood
samples were collected in Bolivia. Sorne of the
patients exhibited positive serology by both im­
munofluorescence analysis and enzyme-linked
immunosorbcnt assay, while other patients had
negative results for these tests. l '

BALB/c mice were infected with 100-1,000
trypomastigote blood fonns ofa laboratorycloned
stock of T. cruzi that was previously used in an
experimental mouse model at the Laboratory of
Parasitology at the University of Brussels. This
clone is genetically related to clone 43, as shown
by isozyme analysis. (ln the present work, ail
clones are numbcred according to the recom­
mendations ofa previous report.· The term clone
denotes a natural clone of T. cruzi identified by
population genetic analysis rather than a labo­
ratory clone.) Parasitemia levels in infected mice
were evaluated by examination of blood sam­
ples. ls

Processing offecal and blood samples for PCR
analysis

Samples of triatomine feces (10-20 ~I) were
individually collected in microtubcs, diluted with
200 ~[ of distiUed water, boiled for la min, and
centrifuged at 8,000 g for 10 min. Mouse blood
samples (100 ~1) were collected by intracardiac
puncture, diluted with 100 ~I of distilled water,
boiled for 10 min, and centrifuged at 8,000 g for
la min. Samples (l 00 ~1) of artificial1y infected
human blood were obtained by the addio of la,
100, or 1,000 parasites (epimastigote culture
forms) ofvarious T. cruzi clones. These samples
were diluted with 1 ml of distil1ed water, boiled
for la min, and centrifuged at 8,000 g for la
min. The supematants were boiled and centri­
fuged again at 8,000 g for la min. B100d samples
from naturalJy infected patients were also pro­
cessed in an identical manner. Ten microliter
samples of the dilferent extracts were used as
templatcs in ail PCR assays. After PCR. samples
wcre electrophoresed on cither 0.8% or 2% aga­
rose gels, the gels were stained with ethidium
bromide, and PCR subsamples (II la of the orig­
inal sample) were analyzed.

PCR procedure

The oligonucleotides were obtained from P.
zalta (Centre de Recherche en Biologie et Gene­
tique Cellulaire, Toulouse, France). Sequences
were selected to anneal sites flan king the HVRm,
as previously describcd l2 (5'-GATIGGGGTIG­
GAGTACTACTAT-3' and 5'-ITGAACGGCC­
CTCCGAAAAC-3'). Two restriction endonu­
clease sites (Sca 1 and Sau 96 1) were artificially
introduced at the 3' end ofeach oligonucleotide
to allow purification of the HVRm-amplified se­
quence from the oligonucleotide primers com­
plementary to the conserved part of minicircle.
Samples were amplified in 67 mM Tris HCI (pH
8.8), 16.6 mM (NH.hSO., 6.7 mM MgCl2 , 10
mM mercaptoethanol, 0.1 mg/ml of bovine se­
rum albumin, 75 pM of each deoxynucleotide
triphosphate, and 75 pM ofeach oligonucleotide
in a total reaction volume of 50 ~I. A systematic
aliquoting ofthis amplification bulfer was done
in 1.5-ml microtubes. Each aliquot was covered
with 50 ~I of paraffin to prevent evaporation,
and was stored frozen at - 20°C until use, Ther­
mus aquaticus DNA polymerase (2.5 units)
(Genofit, Geneva, Switzerland) was used for the
amplification, which was performed with a
Techne (Cambridge, UK) PH2 PCR device. The
amplification procedure consisted of DNA de­
naturation (95°C for 5 min), oligoprimer an­
nealing (48°C for 2 min), elongation (72°C for 2
min), 30 amplification cycles (95°C for 5 sec,
48°C for 30 sec, 70°C for 1 min), and cooling
(20°C for 10 min).

Characterizatioll ofPCR-positÏl'e samples

The PCR-amplified 270 base-pair HVRm
fragment was purified by electrophoresis on 0.8%
preparative low melting point ultrapure agarose
gels (Bethesda Research Laboratories, Uxbridge,
UK). The fragment was eluted from the agarose
using glass beads (Geneclean kit) according to
the instructions of the manufacturer (Bio JO l,
La Jolla, CA USA), and then digested with the
restriction endonucleases Sau 961 and Sca 1(Be­
thesda Research Laboratories) to eliminate part
of the oligonucleotide primers selected in the
conservcd rcgion of the minicirclc. Al"ter diges­
tion, the DNA was precipitated with ethanol. and
resuspended in 100 ~I of sterilized, distilled wa­
ter.



PCR DETECTION OF T. CRUZI CLONES

D(,{l'Clioll of clones in expl'ril7ll'll/al/y-illfecled
mouse blood

The results of PCR analysis of blood samples
(100 /JI) from a group of parasite-positive mice
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FIGURE 1. Ethidium b"romide-slaincd 0.8% aga­
rose gel containing polymerase chain reaetion produets
ofDNA isolated from a Bolivian triatomine bug fecal
sample. Lanes 1,2,4, and 5, parasite-positive samples
(positive by microscopie examination); lanes 3 and 6,
parasite-negative samples (negative by microscopie ex­
amination); lane 7. control sample without template;
lane 8, Alu 1digest ofpBR322. The amplifled fragments
have a length ofapproximalely 270 base pairs. Values
at right are size standards (basepairs).

Characterization of natural clones. Five PCR­
positive samples from five triatomine fecal sam­
pies were tested. This procedure identified clones
39 (Figure 2A) and 43 (Figure 2B), and three
isolates of either clones 19 or 20 (Figure 2C)
(which are genetically related to each other). Iso­
lates identified as clones 39 and 43 originated
from xenodiagnosis of triatomine bugs. These
clones had already been observed in Bolivian
patients. \.11 The three other isolates stocks iden­
tified as clones 19 or 20 originated from triatom­
ine bugs collected in an endemic area (the Yungas
valley) where clone 20 had been already ob­
served.1. 18

TAULE 1

Direct cilaraClerizatioll ofTrypanosoma cruzi dones in
trialOmine bug [eees·

Micro· Posi·
Oricm of Num· scopie live by Nalur.al

lrialomine bugs ber control PCR clone no.

Endemie area 10 + 10 19,20
(3 cases)

12 2
Xenodiagnosis 1 + 1 39

(1 case)
35 43

(1 case)
• Nalur.al clones an: numbcred accordin& to n:f. 1. PCR - polymerase

chain reaclion.

RESULTS

identifu:alion of nalural clones from veclors

Non-radioactive labeling of purified HVRm
(100 ng) was performed using digoxigenin (Boeh­
ringer, Mannheim, Germany) according to the
instructions of the manufacturer. Amounts of
DNA were Quantitated using a Dipstick kit (In­
vitrogen, San Diego, CA). Samples (50 ng) of
purified HVRm fragments were hybridized with
DNA from various T. cruzi strains that were
genetical/y characterized by isozyme analysis. '
Briefly, total DNA from 1 x la' parasites was
amplified by PCR, electrophoresed on 0.8% aga­
rose gels, alkali denaturated (two 15-min dena­
turations in 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl), and
transferred onto charged nylon membranes (Hy­
bond N +; Amersham, Buckinghamshire, UK)
by the pocket-blotting procedure. 16

PCR sensilivity. Agarose gel electrophoretic
analysis of PCR products from 58 triatomine
fecal samples detected 14 positive specimens, as
determined by visualization of a major intense
band (270 bp) after staining the gels with ethid­
ium bromide (Table 1 and Figure 1). Ali II fecal
samples shown by microscopie examination to
be infected with parasites were also positive by
PCR analysis. Three triatomine specimens that
were microscopically negative for parasites were
PCR-positive.1t is worth noting that one ofthese
triatomes originated from a specimen that gave
a negative result on a xenodiagnostic procedure.
Of three other infected triatomes that had been
collected in endemic areas, frozen, and shipped
to our laboratory without cryoconservation, two
were also PCR-positive (unpublished data).
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FlOURE 2. Hybridization patterns of three non-radioactively labeled highly variable region fragments of
kinetoplast minicircle DNA from three different triatomine bug fecal samples obtained by polymerase (PCR)
chain reaction amplification. These samples were hybridized with electrophoresed PCR products of total DNA
of different Trypanosoma cruzi stocks that were transferred onto nylon membranes. The hybridization patterns
were Iimited for the three different probes: 1) clone 39. panel A. lancs 12 and 17. TPK 1 and bug 2146 stocks.
respectively; 2) clone 43, panel B, lane 16. Tulahucn FKIIA cl2 stock; 3) clones 19 or 20. panel C, lanes 2 and
3, clone 19 (Cutia, 13379 c 17 stocks), lane 4. a clone closely related to clone 19 (19*) (LON stock); lanes 5
and 6, clone 20 (Cuica, S034 c 14 stocks). The other stocks of T. cruzi screened pertain to clones 9, 17, 21, 27,
30,32,33, and 35. Trypanosoma rangeli (T.r.), T. marenkellei (T.m.). and T. brucei (T.b.) control samples were
also tested. Values at right are size standards (basepairs).

exhibiting either acute or chronic infections are
shown in Table 2 and Figure 3A. Ail infected
mice tested were PCR positive, except for ani­
mais in which parasitemia was less than 74 par-

-270

-270

El ..èl al.-= ..-: M

asites/ml (no parasites were observed in 300 mi­
croscopie fields). This level ofparasitemia appears
to be the Iimit of detection under our experi­
mental conditions. The hybridization of the
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FIGURE 3. A, elhidium-bromide-stained D.8% agarose gel conlaining polymerase chain reaclion (peR) prod­
UCIS from DNA of mouse blood samples. B, hybridizalion pallem of Ihese producls wilh puri lied DNA from
Ihe highly variable region of Ihe kineloplasl DNA minicircle of Ihe Tulahuen c12 slock (clone 43) afIer Iransfer
onlo a nylon membrane. Lane l, conlrol sample (using dislilled waler as Ihe lemplale); lanes 2 and 7, uninfecled
mouse blood; lanes 3, 4, 5; 8, 9, and 12, blood from mice wilh a chronic infeclion al 19D, 12D, 12D, 92, 14D,
83 days, respectively, afIer infection; lanes 1D and Il, blood from mice in the acute phase of infeclion at 16
and 13 days, respectively, afIer infeclion; lane 6, Alu 1 digest of pBR322. Values at righl are size standards
(basepairs).
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HVRm sequence with PCR products from mouse
blood gave a pallern restricled 10 Ihe Tulahuen
c 12 stock, which pertains to clone 43 (un pub­
lished data). Moreover, HVRm purified se­
quences from the Tulahuen cl2 stock and from
triatomine bug fecal samples, both of which hy­
bridize only with clone 43, showed strong hy­
bridization patterns with PCR products from the
different mouse blood samples (Figure 38). Un­
der the same conditions, no hybridization was
observed with HVRm purified sequence from
the Sc43 cIl stock perùlining to clone 39 (the
most genetically related clone to clone 43 in our
collection), for which the standard genetic dis­
tance to clone 43 is only 0.43." 19

Detection ofclones in human blood

The modification used in PCR sample prep­
aration ofhuman blood (greater sample dilution;
100 III ofblood diluted in 1 ml ofdistilled water)
was required to obtain a PCR-positive result (at
least 10 parasi tes/ 100 III of bJood) (Figure 4A).
The assay of artificially-infected blood samples
were performed with different stocks (S034 cl4
and Sc43 cil pertaining to clones 20 and 39,
respectively). Hybridization with the corre­
sponding spcciflc probes conflrmed the sensitiv-
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ity of this assay (Figure 48). This sensitivity ap­
pears to be comparable wilh resulIs obtaincd wilh
mice blood. Under these conditions, samples of
both chronically-infected (six cases) and non-in­
fected (eight cases) Bolivian patients were tested,
but none of these samples gave a positive result
by PCR analysis.

DISCUSSION

These results clearly demonstrate the success­
fui use of the HVRm sequences to identify dif­
ferent T. cruzi clones circulating in vectors and

TABLE 2

Direct deteclion-ofTrypanosoma cruzi infection in acute
and chronic cases of experimental/J' infected mice*

Day. PanlSiccmia
poslinfection (parasites/ml) PCR ,.nult

13 2.74 X ID' +
16 3.4D X ID' +
83 7.4D X ID' +
92 2.95 X ID' +

12D <D.74 X ID'
12D 1.48 X ID' +
14D < I.4D X 10' +
19D 5.18 X ID' +

• PCR - POlyrnc:rasc chain rc.aclion.



FIGURE 4. A, elhidium bromide-stained 0.8% aga­
rose gel containing polymerase chain reaction (PCR)
products from DNA of human blood samples (100,,1)
artificially infected with the SC43 cl Il slock (c1onc 39)
of TfJ'panosoma cruzi. B, hybridization paltcrn of these
products with purified DNA from the highly variable
region of Ihe kincloplast DNA minicirclc of the SC43
cil stock afler transfer 10 a nylon membranc. Lane l,
uninfected blood; lanes 2, 3, and 4, 100 ,,\ of blood
artificially infected wilh \0, 100, and 1,000 epimasti­
gote culture forms, respectively; lane 5, Alu 1digest of
pBR322.

mammalian hosts. The preliminary results in­
dicate that PCR sensitivity for vectors is quite
satisfactory, Our results were consistent with mi­
croscopic evidence of parasite positivity, and in
sorne instances, the PCR appears more sensitive
than microscopic examination, which is expect­
ed. Therefore, the three samples that were par­
asite negative upon microscopic examination but
parasite positive by PCR analysis were most like­
Iy infected triatomine bugs that presented with
a very Jow level of parasitemia. The first con­
sequence of these findings is the possibility of
higher xenodiagnosis sensitivity. Our results in­
dicate that xenodiagnosis, which is the most ef­
ficient method for parasi tologic diagnosis ofCha­
gas' disease, could be improved considerably by
being used in conjunction with PCR analysis.

ln addition. we were able to identify the par­
asitic clone circulating in five triatomine bugs by
hybridization ofamplified HVRm sequences with
a set of T. cruz; clones that were fully character­
ized by isozyme analysis. These results are con­
sistent with the available epidemiologic data
concerning the various clones circulating in Bo­
livian patients and vectors. The clone specificity
of the HYRm sequence has been c1early dem­
onstrated for clones 39 and 20. 12 Sorne of our

BRENIERE AND OTHERS
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samples hybridized with both clones 19 and 20.
Both of these clones are present in Boli via. 1. f? 18

One possible explanation for these non-specific
hybridization patterns is the occurrence ofmixed
infections in vector studies already reported in
Bolivia. f? 20 There is also the possibility ofcross­
reacting hybridization ofHYRm sequences from
clone 19 with clone 20. lndeed, these clones are
c10sely related, with a standard genetic distance
of 0.02 (only one aUelic difference recorded in
15 loci).'

The cross hybridization between the Tulahuen
c 12 stock and clone 43, which is the c10ned stock
used in the experimental infections as weil as the
stock circulating in a Bolivian patient, are con­
sistent with isoenzyme multilocus characteriza­
tion, and confirm the linkage between nuclear
DNA and HYRm kinetoplast DNA evolution. 1l

The sensitivities for the detection of infection
in mouse or human blood were comparable.
Nevertheless, a weakly positive result must be
interpreted cautiously, based on control samples
(without DNA template) and hybridization re­
sults. This sensitivity level should be adequate
enough in detecting acute human infections,
where parasitemia levels are high, and this would
make it possible to directly identify a specific
clone in such cases. The assays results involving
blood samples from chronic human infections
were negative. ln these cases, the smail sam pie
volume might be the main limiting factor for
detcction of positive PCR amplification. ft should
be emphasized that the c1assical xenodiagnosis
test, which uses 30 L3 triatomine stages. requires
approximatel y 2 ml of blood, while the present
PCR experiments requires only 100 ~I samples
ofblood.

The successful use of speciflc PCR probes un­
der naturaJ conditions (samples of blood and
vector feces) will make it possible to establish a
new standard for the comparison of the relevant
medical properties (geographic distribution, c1in­
ical specificity, drug resistance, and virulence) of
T. cruzi clones. This combination ofa population
genetics approach and a new technical tool pro­
vides an efficient means of investigating the long­
standing, as yet unanswered, question regarding
the medical consequences of T. cruzi genetic
variability.
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An isoenzyme study of naturally occurring clones of Trypanosoma cruz;
isolated from both sides of the West Andes highland

predominant clones (19, 2U and 39), the last being
radically dissimilar from the other two (large genetic
distances). These 3 clones are found in sympatric
circulation in most of the areas studied (TIBAYRENC et
al., 1986). In Chile, isoenzyme studies of T. cruzi
stocks suggest the existence of 2 separate transmission
cycles (domestic and sylvatic) in northern Chile with
possible overlap between the 2 cycles (APT et al.,
1987). In sou thern Peru, BRENIÈRE et al. (1985a)
reported the existence of a prevalence of stocks related
to zymodeme 1 of READY & MILES (1980) and
exhibiting a low variability. The purpose of the
present study was to elucidate the distribution of
natural clones of T. cruzi on either side of the Andean
highlands, to check whether the Andes represent an
efficient geographical barrier {or T. cruzi, and to
elucidate the phylogenetic relationships between
clones of T. cruzi.

Material and Methods
Parasites. Table 1 gives ail data about the origin of

the 72 stocks studied.
1soenzyme analysis. Eleven enzyme systems, as

previously listed, corresponding to 12 gcnetic loci,
were assayed (BREN1ÈRE et al., 1989). Electrophoresis
was performed on cellulose acetate plates as described
by TIBAYRENCet al. (1985), with slight modifications.
Genetic Interpretation and clone (or 'zymodeme')
numbering was according to TIBAYRENC & AYALA
(1988). The fo/Jowing stocks, already fully characte­
rized (TIBAYRENC & AYALA, 1988), were used as
references for allelic identification: SC43, cI.2, C8
cU, Mil3, Tulahuen, Tehuentepec, A107, Can III
cU (Z3f), Esmeraldo cI.3 (Z2) and 27R27. Isoenzy­
mic analysis of the Bolivian and Peruvian stocks was
done soon after isolation (one month), while the
Chilean stocks were analysed after a longer period in
culture.

Taxonomie clustering. Phylogenetic relationships
among the clones wcre evaluated by using two
different methods. (i) Based on the standard genetic
distance matrix of NEI (1972), a dendogram was built
by using the KITSCH program of hierarchized agglom­
eration (LANCE & WILLIAMS, 1966; LEGENDRE &
LEGENDRE, 1979). (ii) After transforming the allelic
frequency matrix into an allelic presence/absence (1/0)
matrix, a c1adistic network was built by using both the
MIX program of Wagner algorithm (FARRIS, 1970),
based on the parsimony principle (FELSENSTEIN,
1978, 1982) and the CLIQUE program, based on the
compatibility principle (LE QUESNE, 1974; ECK &
DAYHOFF, 1966). Several runs of the MIX program°Author for correspondence.
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Abstract
Seventy-two stocks of Trypanosoma cruzi isolated

from both sides of the West Andes highland (Bolivia,
Chile and Peru) were analysed by isoenzyme elec­
trophoresis at 12 loci. The data, which were inter­
preted in terms of population and evolutionary
genetics, corroborated the hypothesis of T. cruzi
clonaI population structure previously proposed, and
indicated extensive genetic variability within the
taxon T. cruzi. Fifteen different clones (or
zymodemes) were identified, which could be grouped
into 3 different c1usters. Several clones from 2 ofthese
c1usters were isolated both in Chile and Bolivia,
suggesting a significant circulation of invertebrate
and/or vertebrate hosts of T. cruzi between these 2
countries. Low clonaI variability in Peru suggested
the occurrence of a 'founder ef(ect' in this country.
The potential usefulness of a c1adistic approach in
epidemiology is discussed.

Introduction
Isoenzyme electrophoresis has been widely used for

the characterization of Trypallosoma cruzi populations
(TOYÉ, 1974; MILES et al., 1977, 1980) and extensive
population genetical analysis has demonstrated a
basically clonaI structure in natural populations
(TIBAYRENC et al., 1986). The zymodemes described
can be equated to natural clones of the parasite, as
they can be identified by isozyme patterns. To date,
43 different natural clones have been described from
an extensive sample of stocks isolated from different
geographical areas and from various hosts. The
distribution of these clones is noteworthy in two
respects: (i) radically dissimilar clones are frequently
sampled in close geographical proximity, in the same
house or from the same individual host, either
triatomine bug or human (BRENIÈRE et al., 1985b;
TIBAYRENC et al., 1985); and (ii), while most of the
clones are rarely recorded, a limited number appear to
be widely distributed: for example, clone 19 was
recorded in Brazil, Bolivia, Columbia and Venezuela
(TIBAYRENC & AYALA, 1988). These predominant
clones, the medical importance of which might be
considerable, were termed 'major clones' (TIBAYRENC
& BRENIÈRE, 1988).

The Bolivian domestic cycle is now weil known: it
is characterized by a large number of different clones
(13) with a heterogeneous distribution throughout the
whole endemic lIrea, and by the presence of 3



aFifteen different genotyes were identified; clone numbers (cl.) indicate genotypes described by TIBAYRENC & AYALA (1988), NP
indicates provisional numbers (see footnote to Table 2). For discussion of relationship with zymodcmes defined by READY &
MtLES (1980), see TIBAYRENC et al. (1986) and text.

Table 1. Geographical and hostal origin and genotypes of the
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were carried out, by shuffling clone presentation
order, to obtain the most parsimonious tree and check
c1ustering stability. Ali programs pertain to the
PHYLIP package communicated by J. Felsenstein.

Results
Further genetic variability in T. cruzi

Fifteen different clones, with the genotypes de·
tailed in Table 2, were identified (see Table 1).
Among them, 5 have already been reported, namely
clones 2, 19, 20, 33 and 39 (TIBAYRENC & AYALA,
1988). The others were c10sely related to them, since
they presented at most 6 aIlelic differences out of 24
possible ones, by. comparison with the previously
identified clones. We did not number any of the new
clones, since more complete genotype characteriza­
tion is required for fuller understanding of their
phylogenetic relationships with the previously de·
scribed clones.

For the locus Pep l, a putative three-banded
heterozygous aspect of a dimeric enzyme (the central

Genotype

cUO
cl.20
cUO
cUO

ëI.20'-"'-
cUO
cl.l9
cl.19
NP3
NP!!
NP3
NP4
NP5
NP6
NP7
cU
NP9

NPIO
NPll
NPII
NPII
cl.39
c1.39
c1.39
c1.39
cl.39
c1.39
c1.39
cl.39
cl.39
cl.39
cl.39
NPI3
NP13
cl.33
NPI5
NPI5

NP3+NPI5
c1.39+NP3

c1.39+ NPI5
NPll+c1.39

Host

Tria/omo in/mans
Tria/omo infes/ans
Tria/omo ilÏfes/ans
Tria/omo in/esrallS
Triaroma in/es/ans
Triaroma in/esrans
Triaroma ill/esrans
Tn'aroma spinolai
Triaroma ill/esrans
Triaroma in/esrans
Tria/omo in/es/aIlS
Man (chronic case)
Tria/omo spillolai
Tria/omo spillolai
Man (chronic case)
Triaroma in/esrans
Tria/omo in/esrallS
Triaroma in/esrans
Triaroma ill/esrans
Triaroma ill/r.trallS
TrillComa in/rs/allS
Triaroma in/rs/allS
Triaroma in/esrans
Triaroma in/es/ans
Trialoma in/es/ans
Triaroma in/esralls
Tria/omo in/esrans
Triaroma in/es/ans
Tria/omo in/es/ans
Man (chronic case)
Man (chronic case)
Triaroma in/esrans
Man (chronic case)
Man (chronic case)
Man (chronic case)
Tria/omo in/esrans
Triaroma in/es/ans
Triaroma in/esrallS
Tria/omo in/es/ans
Tria/omo in/esrallS
Tria/omo in/esrallS

72 Trypanosoma cruz; stocks sludieda

band being more intensely stained than the two
extreme ones) was observed for the first time in T.
cruzi.

Stocks presenting isoe7lzyme pattems typical of two mixed
clones

Sorne stocks from Bolivia (Potosi, 5 stocks) and
Peru (Majes valley, 1 stock) exhibited patterns typical
(TIBAYRENC et al., 1985) of a mixture of two different
clones (Table 1). We.did not observe such patterns in
the other localities under study. The patterns have
been extensively described previously (BRENIÈRE et
al., 1985b; TIBAYRENC et al., 1985). The fact that
they are due to the presence of mixtures of variolls
genotypes has been ascertained either by c10ning
experiments (TIBAYRENC & MILES, 1982) or by
preparing artificial mixtures of c10ned stocks (our
unpublished data).

Phylogenetic relationships and geographical distribution
of the clones

Standard genetic distances (NEI, 1972) are shownin

Place

Trinidad Pampa Yungas (1600 m)
Coripata Yungas (1800 m)
Chillamani Yungas (1800 m)
Parrarani Yungas (1600 m)
Toropalca Potosio (2700 m)
Vitichi Potosio (3000 m)
Miculpaya POlosio (3000 m)
IVa Region
Miculpava Potosi (3000 m)
Calcha POlosio (2700 m)
Vilichi POlosi (3000 m)
IVa Region
IVa Region
IVa Region
IVa Region
Sihuas valley (1500 m)
Sihuas valley (1500 m)
Sihuas valley (1500 m)
Victor valley (2000 m)
Sihuas valley (1500 m)
Majes valley (600 m)
Miculpaya Potosi (3000 m)
Calcha Potosi (2700 m)
Toropalca Potosi (2700 m)
Huatina Potosi
Vitichi Potosi (3000 m)
Otavi Potosi (3400 m)
Khala-khala Yungas (1700 m)
Parrarani Yungas (1600 m)
IVa Region
IlIa Region
IVa Region
IVa Region
IlIa Region
IVa Region
Miculpaya Potosi (3000 m)
Vitichi Potosi (3000 m)
Miculpaya Potosi (3000 m)
Huatina Potosi
Miculpaya Potosi (3000 m)
Maies valley (600 m)

Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Chile

Bolivia
Bolivia
Bolivia
Chile
Chile
Chile
Chile
Peru
Peru
Peru
Peru
Peru
Peru

Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Peru

Country

TPA 1-4
TPC 1,2 ­
TPL 3,4,7 ­
TPN 12,13 ~

SO 34
SO 44, 51
SO 18
SP 104
SO 16,28
SO 30
SO 40,
LGN
SPAII
SP 31
LQ
A 97
A 105
A 82
A 1,4,6,7
A 34, 38, 70, 76, 87
A 136,138,141,144,146
SOI9, 23
SO 31
SO 33
SO 35, 38
SO 45, 48
SO 3-5
TPK 1 ,
TPN 1,21,22 ...
MN, RMS
NR
V2X
PCM, MCC
GR
CBB
SO 21
SO 50
SO 22, 25
SO 36,37
SO 15
A 141

4
2
3
2
1
2
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
4
5
5
2
1
1
2
2
3
1·
3
2
1
1
2
1
1
1
1
2
2
1
1

TOlal=72

Number of
stocks Designation
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Table 2. Genotypes of Trypanosoma cruzi clones identified in Bolivia, Chile and Perua

G6pd Gpi GdJ Gd2
Genotypesb

Idh Me-J Me-2 Pep-J Pep-2 Pgrn 6Pgd

cl. 20 SIS SIS 3/3 212 111 212 4/4 111 1"/1" 3/3 214
cl. 19 SIS SIS 3/3 212 111 212 4/4 111 nI" 3/3 4/4
NP3 SIS SIS 3/3 212 111 212 4/4 3/3 1"/1" 3/3 4/4
NP4 SIS SIS 3/3 212 111 212 4/4 114 1"11· 3/3 4/4
NPS 6/6 SIS 3/3 212 111 212 4/4 111 1"/1 3/3 4/4
NP6 6/6 SIS 3/3 212 111 212 4/4 111 1"11· 3/3 4/4
NP7 6/6 SIS 3/3 212 III 212 4/4 111- 1"11· 3/3 4/4
cl. 2 6/6 SIS 3/3 212 111 212 4/4 3/3 1 Il 3/3 4/4
NP9 6/6 SIS 3/3 212 111 212 4/4 111 3/3 8/10 4/4
NPlO 6/6 SIS 3/3 212 III 212 4/4 4/4 1·11· 313 214
NPll 6/6 SIS 3/3 212 111 212 4/4 111 1°/1" 313 2/4
cl. 39 4/4 214 III 111 212 111 SIS SIS 111 6110 114
NP13 4/4 214 111 111 212 111 6/6 SIS 1 Il 6/10 114
cl. 33 212 3/3 212 SIS 212 212 6/6 4/4 1 Il lO/12 111
NPIS 212 3/3 212 SIS 212 212 SIS SIS 1 Il lO/12 111

"For each locus, allele 1 codes for the fastest elecnomorph. The malate dehydrogenase enzyme system is not listed
as il was monomorphic in this sample (Mdh=212). Each electromorph was determined according to TIBAVRENC &
AVALA (1988) using appropriate reference clones. Clone numbering (cl.) refers to TIBAVRENC & AVALA (1988),
the other genotypes (NP) are newly recorded. For beuer understanding, provisional numbering is given to the
new genotypes recorded here; nevenheless, lhey need additional characterization to confirm their phylogenetic
position (see text).

bThe asterisks (*) indicate new allelic posÎlions, slighdy faster than the fastest position previously recorded (= 1).

Fig. 2. Dendogram obtained from the genetic dist2llce mitrix of NEI
(1972) for the different clones of Trypa'llmnna cruzi, using the KITSCH
program (package PHVLlP). The P parameter was fixed by (=0) in
order to obtain a treaunent simiIar to' UPGMA.
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below). (ii) A second cluster included 2 clones (one
corresponding to the formerly described clone 39, and
the other closely re1ated to it). These clones differed
from any clone of the first cluster by 19 to 21 allelic
differences. In the present sample, clone 39 (iden­
tified as a 'major clone'; TIBAVRENC & BRENIËRE,
1988) was frequently found in Bolivia as weil as in
Chile, and was possibly recorded in Peru (see Table
1). (iii) The third cluster included two different
clones, the previously recorded clone 33 and another
c10sely related to it. These two clones differed from
any clone of the two other clusters in at least 17 allelic
positions. Relationships between these various
genotypes and the previously described zymodemes l,
II and III (READV & MILES, 1980) have been
extensively discussed by TIBAYRENCet al. (1986) and
TIBAVRENC & AVALA (1988). Briefiy, zymodemes II
and III are clearly distinct from any of the stocks
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Fig. 1. Mauîx of pauistic or evolutionary distances (above the
diagonal: sec Fig. 3) and Nei's st2lldard genetic dist2llces (below the
diagonal) belWccn the IS genotypes identified by 12 isoenzyme loci in
TrypanoWllUl cruzi stocks isol.1ted from Bolivia, Chile 2Ild Peru. Clone
numbering (cl.) refers to TISAVIIENC & AVAU. (1988); the other
genotypes (NP) are newly recorded (sec Table 2).

Fig. 1. As previously nOled (TIBAVRENC ee al., 1986),
sorne pair-wise comparisons exhibited very high
values (up to 2'17) while others showed values as low
as 0'02.

Three clusters can be discerned (Figs 2, 3). (i) A
cluster including lO differenl mullilocus genotypes
(clones) which share 14 alleles oU( of24 possible allelic
posilÎons, wilh allelic differences among the clones
ranging from 1 to 6. Wilhin this group, 3 clones have
been recorded previously, namely clones 2, 19 and 20
(TIBAVRENC & AVALA, 1988). Stocks penaining to
this cluster have been isolated from ail three countries
slUdied. The Peruvian stocks were ail included in this
cluster, except one stock which exhibited a weak
pauern for glucose phosphate isomerase, suggesting a
mixture with clone 39, which is radically different (see
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communication between the two countries is not
sufficient to allow complete mixing of the clone
populations between them. In Peru, the low genetic
variability existing among the clones (maximum
genetic distance=0'30) and the presence of a pre­
dominant clone (defined by genotype NPll) circulat­
ing in the three Peruvian valleys studied suggest the
occurrence of founder effects in this area (see below).

The rate of mixed stocks recorded is similar to
those in previous results--about 10% (BRENIÈRE ee
al., 1985a; TIBAYRENC et al., 1985). Due to technical
limitations, this is probably an underestimation of the
real rate. This is particularly true for the present
sample, where Chilean stocks were maintained in
culture for a long time, which probably led to the
elimination of sorne clones in mixtures.

Three c1usters of clones were identified. This
c1ustering pattern, and the relative configuration of
the clones, seem to be 'robust', since they remained
unchanged when slUdied by the different methods
used, namely the hierarchized agglomeration techni­
que, the MIX program (with several runs) based on the
parsimony principle, and the CLIQUE program based
on the compatibility principle: tbis program rejects
incompatible characters (9 out of 38 in the present
case) implicating reversion, convergence or an error of
interpretation.

The first c1uster is rather heterogeneous, and
exhibits a complex topology. Within this c1uster,
Peruvian clones (see Table 1) cannot be equated with
a monophyletic group which could be distinguished
from the other clones belonging to tbis first c1uster.
Although founder effects can be inferred to explain
the present genetical variability of T. cruzi in Peru, it
is probable that the Peruvian stocks do not derive
from a unique common ancestor which had differenti­
ated locally: the divergence among NPIIINPI0, NP9
and clone 2 seems to have occurred before their
introduction in Peru. To date we have no indication
about the possible geographical origin of these T. cruzi
populations from Peru. A larger sample of stocks
isolated from Tria/orna spinolai and human hosts in
Chile is needed to understand better the overlap
between wild and domestic cycles in this country.

Stock characterization based upon the use of a
sufficient range of loci, and on the working hypothesis
of clonalily, provides an efficient means of studying
spatial and temporal distribution of T. cruzi popula­
tions. Moreover, cladistic analysis makes il possible to
establish firmly the phylogenetic relationships among
the clones, and to infer working hypotheses concern­
ing their patterns ofgeographical divergence. Work is
in hand to complete the present slUdy by increasing
the number of stocks and of isoenzyme loci studied,
and by comparing the results with those obtained
using other genetic markers, such as kinetoplast
deoxyribonucleic acid fragment polymorphism (VEAS
et al., 1990).
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Discussion
Several stocks of T. cruzi from Bolivia, Chile and

Peru presented new electrophoretic patterns which
differed at one to three loci from clones previously
described by TIBAYRENC & AYALA (1988). These
results are consistent with the clonai structure of T.
cruzi populations proposed by TIBAYRENC ee al.
(1986): when stock sampling increases and genetic
labelling improves, the number of clones identified is
expected to become higher. Nevenheless, the main
results indicating clonai structure are fully confirmed
by the present slUdy, that is to say fixed heterozyg­
o~Î(y of sorne genotypes (see clone 39) and strong
linkage disequilibrium; if the alleles recorded here
combined randomly, the total number of possible
genotypes would be considerable, so that frequent
isolation of the same multilocus genotype, as in this
work, would be extremely improbable.

Sorne clones were identified on both sides of the
Andes, in Chile and Bolivia (clones 19 and 39), which
suggests the existence of communication between the
two countries for the invertebrate and/or vertebrate
hosts of T. cruzi: this couId be explained by the
imponant commercial contacts between the two
countries. Nevenheless, although stock sampling is
stilllimited, sorne clones appear to be specific for each
of the two countries (see Table 1). This suggests that

Fig. 3. Phylogenelic nelwork showing the evolutionary rclalionships
betwecn lhe Trypanosoma cruzi clones using the MIX program; CLIQUE
program yielded a quite similar pallern (sec texl). The matrix was
built from the presencclabsence crilerion for 38 alleles. The cl. and
NP numbers refer to the genotypcs idenlified in this study (see Table
2). The arrows represenl the different evolutionary Sleps between the
clones, either by gain or 10ss of an alIcie.
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Association between Trypanosoma
cruz; zymodemes and specifie
humoral depression in chronic
chagasic patients

S. F. Brenière1
, R. Carrasco2

1
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DesjeID? and M. Tibayrenc1 Laboracoire de Géné­
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Moncpellier Cedex, France'; 2IBBA, Casilla 641, La
Paz, Bolivia; 3World Health Organization, 1211 Gene­
va 27, Switzerland

We previously reported four autochthonous cases
of Chagas disease in Bolivia, presenting a particular
pattern of negative serology with positive xenodiagno­
sis (BRENIÈREet al_, 1984). To date, we have observed
13 sinùlar cases (8 women and 5 men), 12 from Bolivia
and one from Argentina. The age of these patients
ranged from 18 to 58 years (mean 39± 13). The
clinical features exhibited were diversified: 5 patients
presented a cardiac pathology (c1ectrocardiogram) or a
digestive pathology (megacolon), or both, while the 8
other patients were asymptomatic. In the present
preliminary study, we explored a possible association
hetween the humoral depression and Trypanosoma
C11lZi zymodemes. Eight stocks isolated from patients
with negative serology and positive xenodiagnosis and
52 stocks from patients with positive serology and
positive xenodiagnosis were characterized by Il
enzyme systems (12 genetic loci), using the genetic
interpretation and zymodeme numbering used by
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Note added in proof. Since admission of this paper,
an additional patient has relapsed, with 262 WBCI!!1
and trypanosomes in the CSF 15 months after
nifurtimox treaUUent.

TIBAYRENC et al. (1986); definitions of positive and
negative serology were according to BRENIÈRE et al.
(1984). Eight different zymodemes were recorded, of
which 3 represent more than 90% of our sample,
namely zymodemes 19, 20 and 39. Zymodemes 19
and 20 are c10sely related (only one allelic difference)
and were plotted together in the statistical analyses.
On the contrary, zymodeme 39 is radically different
from 19 and 20. Twenty-nine patients (48%) were
infected with either zymodeme 19 or 20, while 18
patients (30%) had zymodeme 39, and 7 patients
(11'6%) exhibited a nùxture ef zymodeme 39 with
either 19 or 20. A statistically significant association
was observed hetween specific humoral depression
and zymodeme: all serologically negative patients had
either zymodeme 19 or 20, and none had zymodeme
39. Yate's corrected X2 was 4-19, one degree of
freedom and P<O·05.

These results confirm the existence of specific
humoral depression in sorne chronic chagasic pat­
ients, and shows that this phenomenon can be
associated with typical chagasic symptomatology. The
association between negative serology and T. cruzi
zymodeme, although statistically significant in the
present set of patients, must he confirmed on a more
extensive sample.
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Positive serology and positive cardiopathy­
IMF and ELISA tests positive, ECG ,with ab­
normalities as in Groups Il and III of the WHO
c1as~ifièation." , ':. . "~!
, Positive 'serology and negative cardiopathy­

[MF 3nd ELISA tests positive, normal ECG.
Negative serology and positive cardiopathy­

IMF and ELISA tests iù:gative, ECG with ab­
normalilies as in Groups Il and III of the WHO
classification.'

Negative serology and negative cardiopathy­
IMF and ELISA tests negative, normal ECG.

The second group was composed of 131 pa·
tients, ail exhibiting a positive serology (serodi­
agnosis as noted above). They originated from
different endemic regions of Bolivia, although
108 had been living in La Paz (3,600 mas) for
at least 5 years (average time spcnt in La Paz: la
years). The endemic areas where the patien ts had
spent their childhoods or the first endemie area
where they had spent > 1 year were considered
the geogf1!.phica1 origins of infection (Table 2).
The following tests were condueted: ECG, x-ray
of the right anlcrior side of the esophagus. and
x-ray ofeolon after barium washing (4 x-ray films.
Group Il patients were then c1assified as follows:

Asymptomalic-positive serology, normal
ECG, normal esophagus and colon.

Cardiopathy-positive serology, ÈCG wilh

52[

CHAGAS' DISEASE IN BOLIVIA: CLINICAL AND
EPIDEMIOLOGICAL FEATURES AND ZYMODEME
VARIABlqTY OF TRYPANOSOMA CRUZI STRAINS

. ISOLATED FROM PATIENTS

MATERIALS AND METHODS

l'ut;C'II/S

Two groups were examined al different times
and under different conditions, Group l, con·
sisting of 364 patients, WélS, from Ihe villages of
Chiwisivi (Department La Paz) at 2,800 meters
above sca levc1 (mas), Salinas (Dcpartment San­
ta-Cruz) at 800 mas, and C'amiri (Department
Santa-Cruz) al 800 mas (Trible J). Aner c1inical
examinalion. electrocardiograph)' was per­
formed, Serodiagnostic procedures inc1uded in­
direct immunofiuorescence IgG (IMF), and

.. ELlSA.~ These patienls \Vere then c1assifled as
follo\Vs, according to the results of these tesls:

, .
. . . : '.' .' '::'J'"

Abstract. We performed serological and pathological 'studies on 495 patients ~thCha­
.gas· disease from dirrerent areas ofBolivia; Eighty-nine Trypanosoma cruzi strains, isolated
by xenodiagnosis, were 'eharaclerized by 12 isoenzyme loci 'and were related to the presence

, 'of cardiaç'changes and enterie dis'ease with megacolon. There was a high heléi-ogeneityof
" , ,. human zYmodcmcs. 'presenting evidence of.2 predominant zymodemes genetically ,dissim­

;·; .... :i'lai- from eaeh'other &lnd ubiquitous in 13o\ivia. The frequeneics of these predominant
,,~ ',' ,:: 'l.YmOdcmes'âmong slr3iliS'!from, patients were eompared to stmins from triatomine 'bugs

" :;:.~ previously sludicd. We:o,bs~rvcd mixture's ofdirrerent zyrilOd~mes,Y:'iihin the'samepéitient,
": :: ',a phenomenon seen pre,viously in ,Dolivian patients:Therewas no apparent difference of

,: pathogeJlieity between the 2. more frequent zymodemes is'olated from humans.
. • ." • 1. 4. • c" ,: : ',: ".,. .' • . ••. :. ; • ;..' : • ••.• ~ '.

;-.-, ..:.. ..
. .'; .;", 1:':. . t." ; .i.

:::!.' Trl'panosoma.c/'l/zi. the agent o(Olagas' dis-
• •• 1 •. \ l'

: "1' i ease, :is assoeiatcç!' witl~ 2 ry~a}!l. f;1,ipi.S<!,1 forms,
';' cardiac and intestinal. Thcse clinicàl forms arc

'nol equéllly distribuled wilhi'~ the g~ô,graphical
range of the disease: ànd it' h~s' bee~ 'proposed
that T. cru:zi zymodellle distribution could ex­
plain this r3Ct.' We present here patÎ19Iogical•.
serological, and parasitologieal sluc!ies, involv­
ing 495 patients from Bolivia, showing the di­
versity of the c1inical forms and the distributions
of these c1inical forms and T. c~uzi zymodemes
isolated from human. The rel3tionships are pre-
sented and discussed. .
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• Anrr Tib;J)'n:nc ôlnd olheu- l'; l:)'modcmcs isol:ucd (rom T,;olonlo mirs/ans
f (" + • IiCO presen"n& .bnormalitie, Gro"p, Il and III or ahe WHO classification.'
i C- - Nom,.1 ECO.

IJosilivc scrolo&r Nc&:uivc scrology

I.ocaillics . Sel (."+1 C -1 c. c- Z}'nmdt'wC"S·

Chiwisivi M 11.1 27 37 Il 38 9
Salinas M 24 7 16 0 1

F 22 6 15 0 1
C.amiri M 88 13 63 0 12 2,37,38,39,42

F 117 17 71 0 29
Total 364 272 (74.7%) 92 (25.3%)

TABL.E 2
Patb%gies of /3/ cllronic Do/Man chagasic patielllsfrom various endemic areas

Gt'o(!:r:lphical Oiniea1croups·
ori&in of
p3lÎC'nlS n A C MC MO liS

Camargo 1 1 0 0 0 0
Carniri 4 3 0 1 0 0
Cochabamba 34 15 (44.1%) 7 (20.5%) 10 (29.4%) 0(0%) 2 (5.8%)
POlosi 5 3 1 1 0 0
Santa-Cruz 1 2 3 5 0 0
Sucre 38 20 (52.6%) 8 (21%) 6 (15.8%) 0(0%) 6 (15.8%)
Tarija 7 2 0 4 0 1
Tupiza 9 2 4 3 0 0
Valle Grande 5 3 1 0 1 0
Yungas 7 4 0 3 0 0
Undelermined 9 4 2 2 0 1

TOlal 131 59 (45%) 26 (19.8%) 35 (26.7%) 1 (0.07%) 10 (7.6%)
Ali of lhue patlCnlS wcr" cJ.:tmÎnC'd in u PilZ and prucmcd a posi.ive scrolos)'_
• A - :Is)'mplomô'lic. C - c:lrdIOfhUhr. MC - mcpcolon. MO • mcg.;ocsoph:l&us. and AS • .associa\cd.

BRENIÈRE AND OTHERS

were isolaled from patients who had ECG exam
onl}', and 44 others were isolated from patients
who had not been ellamined olherwise. Ali p:l­
tienls originated from various Bolivian endemic
areas (Table 3) and ail presented a positive se­
rology.

Zymodeme identification

T. cruzi slrains were isolaled by xenodiagnosis
using a method previously described. s The xe­
nodiagnosis was performed wiLh 30 laboratory­
reared Triatoma infestans (third larval stage).
Strains of T. cruzi from these patients were grown
in UT medium. Eleven enzyme systems corre­
sponding to 12 genetic loci were assayed: glucose­
6-phosphate dehydrogcnase (EC.I.I.I. 49,
G6PD), glueose-6-phosphate isomerase
(E.C.5.3.1.9., GPI), glutamate dehydrogcnase
NAD+ (E.CI 4.1.2., GDH-NAD+), glutamate
dchydrogenase NADP+ (E.C.1.4.1.4., GDH­
NADP+), isocitrate dehydrogcnasc
(E.C.I.I.I.42,IDH), malate dchydrogenase (E.C.

TIInL.E 1
Ser%g)'. cordlac pOliloiog)'. 1111d zymodcmt:.r :,"fGro!!/, 1pOliellIS by /oca/II.I'

522

Zymodeme sampling

abnormalities as in Group Il and III of the WHO
classification,) normal esophagus and colon.

Megacolon-positive serology, colon with ab­
normallenglh (DI, DIl, or DIII, according to the
degree of hypertrophy) and/or enlargement (MI,
MIl, or MIII, according 10 lhe degree of hyper­
trophy), normal ECG, normal esophagus. The
abnormal length of the colon (Dl) observed in
the patienls having spent >5 years in highland
was considered insignificant because this is fre­
qlll'nlly seen in individuals living in highlands
(La Paz, 3,800 mas; Cochabamba and Sucre,
2,600 mas). :

Megaoesophagus-esophagus with abnormal
dilatation,' normal ECG and colon.

Associalcd-positivc scrology, ECG with ab­
normalities, and megaoesophagus and/or me­
gacolon as menlioned above.

By drawn xenodiagnosis, 35 strains were iso­
latcd from palients of the Group II; 10 others
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TADI-E 3
vumbers ofpatients in/cctcd by given zymodemes. or mixtures ofzymodemes.....illt reftrellcc to tltl'ir geographical

origill

Two z.ymodemcs within

Onl)" ont 1ymodcmc
the ume p::IlÎcnt

Gco&nphlc:&1
7 +oncin or 20 • 20.·

palicnls n NPI 19 20 )2 39 .0 .) NI'2 )9 .0 20

:ochabamba 33 0 1 2 6 0 22 0 0 0 1 1 0
.'otosi 3 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Santa-Cruz 10 0 0 2 0 0 6 1 0 0 1 0 0
Sucre 16 0 1 4 2 1 6 0 0 0 2 0 0
Tanja 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Tupiza 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Yallç Grande 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
'(ungas 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Un~own 21 0 0 3 6 0 5 0 2 1 4 0 0

TRtal 8<) 1 1 11 18 1 41 1 2 1 9 1 1...
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NP - ne'" profile.
Zymodcme numberin& il accordinc. to Tib:syrcnc and alhen."

! .1.1.37, fv1DH), malate dehydrogcnase (oxal­
oacetate q~carboxylating,NADP +), or malic en­
zyme (E.Ç.I.I.I 40, ME), peptidase 1 (Ficin)
lE.C.3.4.~2.3., formerly E.C.3.4.4.12, PEP- l,
substratc: Leucyl-Ieucyl-Ieucinc), pcptidasc 2
iBromelâïn) (E.C.3.4.22.4., formerly
E.C.3.4.4.24, PEP-2, substrate: Leucyl-L-ala­
ninc), phosphoglucomutase (E.C.5.4.2.2., for­
merly E.C.2.7. 5.1., PGM), and 6-phosphoglu­
conate dehydrogenase (E.C. 1. 1. 1.44, 6PGD).
Electrophoreses were performed on cellulose
acetate plates using the mcthod ofTibayrcnc and
othcrs' ~ith slight modiflcations. Genetîc inter­
prelatiori of the zymogr.anls and zymodenle

---=n""u"'n7l1beri,ng were performed as previously de-
seribed. 7,~ •

Stacist icaf m('cltods

The chi-square (x 2
) test or the modified x2 test

(smalt sampics) were used for the ditrercnt com­
parisons. The phylogenetic rclationships among
the zymodemes evidenccd have been evaluated
by calculation ofNei's standard genetie distance9

(measure of the number of codon dilTerences per
gene be!ween 2 populations) and by the mini­
munl-Iength Wagner network c!l;stcring l11eth­
Od.I.IO.11

RESULTS

SC'rofogicaf and C'fC'ctrograflhic swdy
ofGroup f paciC'IllS

The study of364 patients from 3 endemic Clreas
rc"calcd high rates of positive sero!ogy, ranging

from 56.6% in Chiwisivi to 95.6% in Salinas.
Women from Carnin presented a signif1cantly
higher number of positive serologies than men
(x 2 = 3.89, df = l, P < 0.05); this result was not
observed in Salinas. Men from Chiwisivi exhib­
iled a signilieantly lowcr rate of positive serology
tllan men from Camiri and Salinas (x 2 = 20.66,
P < 10-3 and x2 = 13.12, P <: 10-3 , df = l,
respectively). The difference observed between
Camiri and Salinas was not statistically signifi­
cant (0.85, P > 0.05). High rates of ECG ab­
normalities in the whole populations wcrc ob·
servcd (Table 1): 14.6% in Camiri, 28.2% in
Salinas, lInd 33.6% in Chiwisivi. ln Camiri and
Salinas, ECG abnormalities wcre constantly as­
sociated with positive serology. In contrast, in
Chiwisivi, Il patients with negative serology
presented ECG abnormalities, although therc was
a signi/icant association between positive serol­
ogy and cardiopathy (x~ = 5.22, df = 1, P <
0.05). Among the patients cxhibiting a positive
serology, the index of cardiopathy was higher in
Chiwisivi than in Salinas, and higher in Salinas
than in Camiri (statistically signilicant for Chi­
wisivi and Camiri oilly [x 2 = JO.7 J, df = 1, P <
10- 2]).

Cfillicaf/orms obs('/"ved ill GrOllp Il patÎellcs

Table 2 summarizes the ditrerences within
Group Il. Only 1 case of mcgaoesophagus with­
out cardiac changc was identilied (0.07%). Con­
sidelÎng the dillèrent c1inical forms (asympto­
matic, cardiac, digestive, and associated), no
signiflcant difference was observed bctween pa-



FIGUIU' 1. Elcrlrophorrlie proliles of 3 str;Jins of T t'fUZ' isolaled from palients by xcnodi;Jgnosis. Enzyme
systcms shuwll an' (A) CPI, (l.l) IDH, (C) ME, and (D) PGM. Lanes 2 and 3 show slrains isolaled from 2
.\ënodiagllusis Irialomine bugs from a single patient (Iypieal pallems of zymodemcs 39 and 20, respeelivcly).
L:mrs 1 show stock isulaled from a single xenodiagnosis trialomine bug from a single p;J\ienl (Iypical paucrn
of;1 mi.\ture or zymodrmrs 39 and 20).

ZYl1lodCI1If? l'ariability 0/1'. cruzi straills
isola/cd/rom hI/mailS

T. cru:i zymodemes identifled among strains
isolated from 89 Bolivian patients are prescl\led

in Table 3. Elcven paticn.ts froln Ihis sample
(12.3%) prcsented with mixed infeclions of2 dij'..

fcrent zymodemcs. Thcsc C'Xisled wilhin 2 di!­
ferent sets of cireumslances: a Iypical mixed is­
oel\zyme pallern (which could be chccked for 4

enzyme syslems) of 1 stock isolated from 1 xe­

nodiagllosis triatomine bug from a single patient,

and 2 JillCrenl isoenzYlllic patterns in 2 strains
rrolll 2 xcnodiagnosis triatollline bugs from a
single patient (Fig. 1).111 Ihe presenl salllp\c. 9
difTerenl zymodemcs (lhe genolypes ofwhich an.:
prcsenled in Table 4) wcre idcntified. Scven zym-
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lienls infl'l'Il'd eilher in ('ochaballlba or Sucre.
Salllp!cs l'rom othcrs cities were 100 small l'or
cOlllparis<lns. Among Ihe palientswho presenled
with gastrointcstinal changes, 42.2% had a severe

meg;lcololl (,r;lde III), 50.3% hall a moderale

Illegacololl (Grade 1JJ. and 7.5% h;ld a megacolon
\\'ith minor changes (Grade 1). The dinèrenl fre­
Quencics of cardiac aonorma!itics were as fol­
lows: Uradycardia. 63.8%: righl branell block,
50%: len antc'rior hemibloek, 38.8%; ventricular

premature bC;lt. 8.3%; and incomplele righl bun­

die branell black. ischemia, and alrial fibrilla­

tion. 2. 7%e;lch. arthese palienls. 36% prescnlecf
",illl ~ aSSllciilled clrdiac abnormalilics, whilc
16.6% pn:senled wilh J associnted ahnormali­
lies. T\\'ll paticllts had paceOlakerdeviccs rclaled
10 Chagas cardiopathy.
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TADI-E 4

Gl!nO{YP~s of Dolivian zYlIlodemes isolo{~dfrOIll humons identified by assaying 12 isozym~ loci

Locus and Icnolypc

Zymodcmc· G6pd Gp; Gdh·' Gdh·l (dh M~·{

NPlt
7

19
20
32
39
40
43
NP2

515
616
515: :.
515
212

'414
'414 J

313
616

515 '. 313 212
515 313. 212
515 ' .. 313: 212,
515 313: .. 212
313 ' 212 . 515
214 . ; 111:. 111
314 .. 111 . '..lll.
314 , .... 212. . 414

, 515 313 414

1/1
JlI

. JI1
.. JI1

212
212
212
212
JlI

212
212
212
212
212
Jll
Jll
111
313

414
414
414
414
616
515
515
515
41.4

313 JI 1
Jll 1/1
Jll Jll
JI1 111
515 JI 1
515 JI 1
414 Jll

:,: 414 ': .. ,. Jll
.7"":1: :.• 111

313 ·414
313 414
313 .;. 414
313 ',214

10112 111
,6110 114
'41JJ .,::, 114

4IJ 1 Jl4
. '414:": . 21'1'.'

.:. ' ..
'.;.

'j •• ':.:'.

• Zymodcmc numbcrin& acconSin, 10 Tibayrcnc and ethers.' .
t This zymodeme di~"d rrom zymodeme 2 by 1 Io<:w:aenolypc JIJ ror G6pd inslcad or 616.
f New oIeetrophorcli. posilion loa.cd bc\wccn bonds co.rrcspondinalO aenolypcs lit and 111.' '
NP - ncw profile. . o.... .. '.
For c.e~ locus••1I00e 1 codes ror Ihe r.SleSI elcclromorph. Mdh is nollisled beausc il is monomorphie wilhin Ibis ..mplc lIC~I~ 111).

odeme~ had becn prcviously dcscribcd,a and 2
nad ne~er becn observed before; 1 of. the latter
appeared to be c10sely related to zymodeme 2,'
with 2"allelic dilTerences out of 24 alleles distin­
guisha~le.using 12 enzym·e·loci. ±h~'othc( zy'm­
odeme.appearcd to be rel.. tcd to zymodcmc 68

(6 allelic dilTerences out of 24 allcles) (Table 4).
Wc d<rnot give any numbcrs to these new zym­
odem~s, since thcir phylogenic relatio.nship to

thosc formcrly dcscribed have to be assaycd for
a br0'lder range of isozyme loci. In this sampie.
the mosi frequcnt zymodemès were 19, 20, and
39,' which were already recorded in triatomine
bugs samplcd from various regions of Bolivia
(Cochabamba,'SlJcre. Santa-qruz),12 and which
have becn observed in wide geographical ranges
in So~th Amcriça.7.l .......: 1

The gcnctic al)~ patristic'·'O.'1 (or evolution-

.: ..... ,

40 9 ~
L..-.-.p.--------~

3

7

3

6

9

;,. :

~ \."." FiGURE 2. A minimum-length unrooted Wagner network of 5 J sleps linking the 9 zymodemes of T. cruz;
;", 'identilied in the present study. The boxed numbers carrespand ta the zymodemes, accarding ta the numbering

. afTibayrenc and athers.· The numbers alang the branches arc the patristic (ar evalutianary) distances amang
the zymademes.
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TAilLe 5
Matrix (~rfJ{)trijtic (a!JoI'c t/'c dia~onal) al/d gCIIC'tic (""'ow t"e dlOgol/al) distances amol/g 9 T. cruzi zymode/l1es

isola/cd/rom 89 fiolil'ian paticllts /Ising 12 isoen!Yllle loci

Z)'luodcll1r

Z)'IIU'xh."IIIC' NI'. 19 20 32 39 40 4J NI'2

NPI 4 2 3 21 29 21 21 Il
7 0.18 2 3 23 31 23 23 13

19 0.08 0.08 1 21 29 21 21 Il
20 0.13 0.13 0.02 24 30 22 22 12
32 1.36 1.36 '1.36 1.34 26 18 18 22
39 1.60 1.60 1.60 1.58 0.89 8 14 30
40 1.60 1.60 1.60 1.58 1.14 0.18 6 22
43 1.60 1.60 1.60 1.58 1.14 0.60 0.37 22
NP2 0.54 0.39 0.54 0.52 1.65 1.49 1.29 0.98

ary) distances observed among zymodemes are
given in Table 5. The Wagner networkl.lO

•
11 de­

picting their phylogenic relationships is shown
in Figure 2.

Zymodemes and pathologies

Among patients presenting with a given ana­
tomie picture and infected by only 1zymodeme.
a stalistical analysis was carried out for checking
the possible association bctween anatol)1ic
changes and the more frequent T. cruzi zymo-

demes found in our study: we ploued into 1 group
those patients infected with either zymodemes
7, 19, or 20, since thesc zymodemcs are closely
related to each other.' The second group was
composed of patients infected with zymodeme
39, which is radically dissimilar from zymo­
demes 7, 19, and 20.'Theotherzymodemes were
scarcely sampied, which made their use for sta­
tistical analyses impossible. Table 6 summarizes
the \1:.' '" .lf\p.ies ,,!,,:~·.·\'eû in 11.<: 2 groups of pa­
tients dcJÎncLl auuve.

Several patients from these 2 dilferent sets pre-

TABLE 6
Numbers afpalients infecled by given zymademes by clinicalform

Zymodeme,*
Clinic..,Ia:roups ECO abnonnali.ia' Mepeolont 7, 19, or 20 39

Asymplomalic (n "" Il) N N 6 5

Cardiac (n .. (0) B N 2 1
LAH N 1 1
VPB N 0 1
RBBB N 1 0
LAH + B N 0 1
RI3BB + B N 1 0
RBIlB + LAH N 1 0

• Mcgacolon (n .. 6) N DI 1 0
N DU 3 1
N DIlI 1 0

Associa"ICd (n = 3) B DU 1 0
~ RBBB + AF + VPI3 MI, DIU J 0

RBBB + LAH DU 1 3

Not c1assirlcd (n .. 7) N not donc 3 2
RBBB nol donc 1 0
AVn + B nol donc 0 1

Tolal (n = 37) 24 i6
• N - nom'." D - bradycardia, LAH - 1er. anlerior hemiblock, VPIl • ven'rieular premalure beal. RDDB - ri&hl bundle branch block, AF -

alrial r.brillation, and AVn· auriculo venlriruJar block.
tOI, 011, DIli, MI, Mil. and Mill - abnormallenslh or enla'lemenl of 'he colon accordinllo the dCVC'C of hypcnrophy.
f Zymodcmc numbcrinc accordiol Tibarrcnc and others.'
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sented a cardiac and/or digestive ·pathology. 130th
groups of zymodemes were found significantly
pathogenic (X' test with the null hypothesis being
that the zymodemes arc non-pathogenie. For pa­
tients infected by zymodemes 7, 19, or 20, X' ==
23.33,P< IO- J ,anddf== 1. Forpatientsinfected
by zYnl0deme 39. X' == 9.5, l' < 10-', df = 1.
We did not find any 'statistical differences be­
tween,lhe 2 groups regarding the alt~rnativepres­
~neelabsence of palhogenicity (x 2

. = 0.19, P >
0.30, ·.élf = 1). Numbers of patients from each
c1inicà'l group were too small to allow a statistienl
studr.',·or a pos~iblc .sp~ciric a~sociation between
a giv~n ·zymodeme 'and the çxistcnce of either

.' . , ... 1
cardi~pathYOl"'a megacolon.. '.: .

. DISCUSSI0l':'

C1inical alld'serological features.
ofCliagas' diseasf! in Bolil'ia

'1:' ~ . . . . .' .•. i :::' .

TI)~ hign '~ates' of·positive serology observed
in thë 3 ~nde'inié'arèas"stùcHed elearly shows the
exten~ive distribution 'of Chngas' disease in 130­
livi~: Wc observed import~~(differencesin the
indqi ofserol~gybctween Chiwi'S,'Lvi'and Salinas,
and petwcen '"the rates of cardiopathy in the 3
areas. The different anatomie chnriges observed
in ll6livian' patients have 'alrcady been reported
in !,he framework of Chagas' disease; howcver,
wc observed a particularly low frequency of me­
gaoq~op'hagus 'in this country compared to the
freqllencies observed in endcmic areps of l3ahia,
Gojas,IJ,·· and Minas GeraisY These results
con'firm the heterogenity of the different anatom­
ie cii'anges seen in Chagas' diseasc endemic areas.·'.

Zy"nodeme variability: lIuman hosts
froi/' Bolil'ia .

çxtensive isoenzyme studies of T. cruzi iso­
lated from T. infestans, the main domestic vector
in llolivia, have been done. 12 Wc report zymo­
deme variability amongstrains isolated from hu­
mans in the same country. Our results show that
thé zymodeme variabililY is comparable among
st,,!ins isolated from trialomine insects 12 and from
humans.lfwecomparestrains isolated from tria­
tOJ!line insects with strains isolated from humans
in the areas of Cochabamba, Sucre. and Santa­
CrllZ, the numbers ofstrains pertaining to zym­
odemes 19 and 20 and to zymodcme 39 arc not
significantly different (Xl == 2.22, df == l, l' >
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0.05). This strongly suggests a lack of selection,
either by humans or by triatomine bugs, for any
of thc 3 zymodcmes.

Genetic and patristic distances calculated be­
twccn the zymodemcs sludied here, whieh rep­
resent a geographically limited sam pie, reveal
high genetic variability (Table 5). Clustering the
zyrnqdemcs into a few, strictly separated
subgioups was impossible (Fig: 2). :rhis confirms
previous data.' . ·l'j'.,'':•..

Clos(f s.vmpatrical circulatiol'J of .. :"
IJnlil'iun :zymodC'mes

Theexistencc ofmixturesof~2differeJl: zym­
odemes has been reported from Boli via in tria­
tomine vectors as weil as in humans.6•'2,'6 We
report here newcases ofmixcd human infections
and describe several cases of double infections
with zymodemes genetically. unrelated' (20 and
39; 40 and 20) or, in contrast, 'c1osely related to
each other' (20 and 7). Thus,'.~i~edinfections
appcar to be common in Bolivia. Th'i~ ph~nom­
enor has not been noted ncithe~in'Drazilian nor
in C:hilean endcmic areas:I~,I~This rnay be be­
causeother authoni have used.dHrcrent samplÎng, .;

• . .'. • • ••...• • .,. 1
cul\UÏ"e,:and electrophoresis techniques~Tibayr- ;

1 . . • ..... ..'
ene'and othcrs, using techniÇlues comparable to' :
the"prescnt ones, have desùibcd cases' ofrilixed
strains in Chilean sample~."'... · , ;'.' .. ;

. . ~ .,' .. ' .

Zymodemes and pathololJ)'

$erological and c1inicaJ data of the present study
have shown important differences between the
Chiwisivi area and the Camiri and Salinas areas,
which arc only 50 km apart. Il is worth noting
that previous studies have identified very differ­
ent zymodeme variability'in the Chi\visÎvi and
Camiri regions. Of 141 strains ofT. cruzi isolated
from T. infestans in Chiwisivi, 99% presented a
similar isozyme profile corresponding to zymo­
demc 9. ln Carnin, a much highcr range of ge­
netic variability has been recordcd: 5 different
zymodemes from only 15 strains isolated from
T. infestans (Table 1).12 This observation is con­
sistent with the working hypothesis of specific
pathogenic propcrties of the zymodemes, but has
of course to be examined on a broader scale.

ln view of the clinicat di"ersity ofChagas' dis­
case and the presence in Bolivia of 2 radically
dissimilar, widesprcad zymodemcs, we dccided
to check for a possible statistical association be-
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lween pathologies and ~yl1l()del11cs.SlIcil an as­
sociation was impossible to evidenee. which con­
flrlllS our previolls results.' 6 MOI·eover. the 3 more
frequent zymodellles (19. 20. and 39) did not
show signilicant dilTercnccs in their palhogenic­
ity. and have ail becn found in patienls present­
illg cardiac or gastrointcstinal (mcgacolon) or as­
sociated allerations. Ahhough the present sam pie
is too small for statistical analysis of a possible
association between zymodeme varinbility and
specific pathological changes, these results sug­
gest an absence of strict association. Neverthe­
less, they do not rule out the hypothesis ofzym­
odeme pathogenic specif,city. Indeed. several
methodological difficulties could explain our
negative results. For instance, xenodiagnosis,
culture, and host immune response could act as
"fillers," which could select given parasite sub­
populations from a mixed infection, in which
case the parasite population studied by isozymes
would not be a true picture of the 1 from the
patient. Furthermore, mixed infections ofatleast
2 dilfcrenl zymodemes are very frequent in Bo­
livia ( fable 3) anrl are probably heavily under­
..... iIIc1tCU, "11;.:h fTlen'1S that human Chagas' dis­
ca~l' i'~ !his country is defmitcly not a pure model
for studying the problem of zymodeme patho­
genic specif,city.

The question of the clinical consequences of
T. cruzi genetic variability is still an unanswered
one. ln natural cycles. vnluable circumstantial
cvidence could come from extensive compari­
sons of ecologically similar regions, each har­
boring a dirrerent type ofzymodeme. To avoid
biases due to culture and xenodiagnosis, zymo­
deme specific DNA probes would be extremely
valuable. Such studies should be compared to
experimental works on animaIs involving statis­
tically representative samples of c10ned slrains
pcrtaining to various zymodemes.
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Antigenic Specificity of the 72-Kilodalton Major Surface
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We examined the expression and the antigenicity of the major surface polypeptides ofLeishmanüz hraziliensis
hraziliensis and Leishmanüz donovani chagasi, parasites which commonly coexist in the same endemlc areas of
Bolivia. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis protein profiles from surface-iodinated
promastigotes showed the presence of a unique iodinatable polypeptide of 72 kDa on the L. h. hrariliensis
surface and of two major components of 65 and 50 kDa exposed at the surface of L. d. chagasi. Comparison
of the peptide digestion profiles of the ml\Ïor iodinated polyPeptides of both strains showed no similarity
between the maps of the 72· and the 65·kDa polypeptides of L. h. hraziliensis and L. d. chagasi, respectively.
lmmunoprecipitation of surface·labeled L. h. hraziliensis Nonidet P-40 extracts with 35 serum specimens
obtained from Bolivian patients with cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis showed that ail serum
specimens recognized predomlnantly the 72-kDa antigen and high·molecular-mass proteins in some cases. The
recognition patterns were independent of the geographical origin of the patient, the type of lesion, and the
serum antibody titer. Serum specimens from children with visceralleishmaniasis did not precipitate the L. h.
hrazüiensis 72-kDa aotigen. Hamster hyperimmune serum against L. h. hraziliensis also recognized the 72·kDa
surface antigen. However, this recognition was inhibited in the presence of the homologous nonlaheled antigen
but not in the presence of heterologous (L. d. chagasi and Trypanosoma cruZl) antigens. The specifie recognition
of the 72-kDa surface antigen in both natural and experimental L. h. hraziliensis infections suggests that this
antigen couId he a good candidate for use in the dilferential immunodiagnosis and prognosis of the disease.... . _ .__ 4. ..~.:.~:"".!... _
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Human leishmaniasis includes a group of diseases with
different c1inicai manifestations: cutaneous, mucocutaneous,
and visceral. These 'diseases occur throughout the world
and, in endemlc tropical' areas, represent a great public
health problem (6, 20). The etiological agents of leishmania­
sis include many complex and epidemiologically diverse
species from the genus Leishmania (16).

ln South America, particularly in Bolivia, the species of
Leishmania present are mainly Leishmania braziliensis bra­
ziliensis and Leishmania donovani chagasi; they are the
causative agents of human mucocutaneous and visceral
leishmaniasis, respectively (19). Both types of leishmaniasis
are frequentiy endemic in the same areas of the country (Le.,
the Yungas valleys, Department of La paz), rendering epi-
demiologicaI studies difficult (7, 8). .

During the past few years, particular emphasis has been
given to characterization of antigenic components on the
promastigote surface as a tool in obtaining specific Leishma­
nia antigens for parasite identification as weil as for specific
diagnosis and immunoprophylaxis. Several promastigote cell
surface antigens have been weil characterized. Among them,
the promastigote surface protease, a predominant surface
glycoprotein (gp63) with an apparent molecular mass of 63 to
65 kDa, was identified as a highly conserved and cross-
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reactive antigen shared by most of the Leishmania species
tested so far 0-:-3, 5, 10, 11, 18). However, Legrand and
coworkers (7) recently demonstrated the presence of a
polypeptide of 72 kDa as the predominant surface antigen in
12 different isolates of L. b. braziliensis 00 local Bolivian
strains isolated from patients or sandfties and 2 Brazilian
reference strains) instead of the gp63-gp65 major surface
antigens present in other Old and New World Leishmania
species, including L. d. chagasi.

Based on the findings described above, we performed a
comparative study of the major surface polypeptides of L. b.
braziliensis and L. d. chagasi and analyzed their antigenic.
properties in experimental and natural infections.

MATERIALS AND METHODS

Parasites and culture conditions. Promastigotes of an L. b.
braziliensis reference strain (MHOM/BR/75/M-2903) and an
L. d. chagasi reference strain (MHOMIBR/74/M-2682) were
grown at 28°C in Schneider Drosophila medium (GlBCO
Bio-Cult, Paisley, United Kingdom) supplemented with 15%
(vol/vol) heat-inactivated fetal bovine serum (Serva, Heidel­
berg, Federal Republic of Germany).

Human and hamster sera. Serum specimens from 35 Bo­
Iivian patients with cutaneous and mucocutaneous leishma­
niasis were collected in our laboratory. Ali the patients were
clinically diagnosed and exhibited a positive skin test reac­
tion, and their sera showed positive serology for L. b.
braziliensis, as detected by immunoftuorescence (in most
cases, the antibody titers were very low, in the range of 1120
to 1/40, and in sorne cases they were negative) (9). ln sorne
cases the parasite was isolated from the lesions and charac­
terized as L. b. braziliensis by isoenzyme electrophoresis
(7). ln addition, seruin specimens from two Bolivian patients
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FIG. 2. Peptide mapping of the major L. b. braziliensis (L.b.b.)
and L. d. chagasi (L.d.c.l surface polypeptides. Labeled 72- and
65-kOa polypeptides were excised from the gel shown in Fig. 1 and
submitted to proteolytic digestion with different concentrations of S.
aureus YB protease (numbers above the lanes indicate the protease
concentration, in micrograms per milliliter). The products of partial
proteolysis were separated by SOS-PAGE and were autoradio­
graphed.

....
··30+ . '-FIG. 1. Autoradiographie patterns of iodinated surface proteins

of L. b. braziliensis and L. d. chagasi promastigotes. Samples of
radioiodinated L. b. braziliensis and L. d. chagasi were analyzed by
SOS-PAGE followed by autoradiography. A total of 2 x 107

promastigotes was loaded into ench 5101. Lane 1, L. b. braziliensis;
lane 2. L. d. chagasi. The arrows indicate the migration of the
protein standards.

43+·
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ln order to determine a structural relationship between the
72- and 65-kDa proteins of L. b. braziliensis and L. d.
chagasi, peptide mapping analysis of both polypeptides was
carried out (Fig. 2). Peptide digestion profiles of the 72- and
65-kDa proteins with the V8 protease of S. aureus showed
that both proteins were sensitive to digestion by the enzyme;
however, the overall patterns obtained were significantly
different. No similarity was found in the apparent molecular
weights of any of the partial proteolysis products. Distin'ct
peptide patterns were also obtained upon c1eavage of the
proteins at tryptophan by using N-chlorosuccinimide (to be
published elsewhere). These results might indicate that the
72- and 65-kDa polypeptides of L. b. brazi/iensis and L. d.
chagasi are not structurally related.

Antigenic recognition of major surface polypeptides ln
experimental L. b. braziliensis infection. Hamster hyperim­
mune serum to L. b. braziliensis was used to precipitate
labeled L. b. brazi/iensis and L. d. chagasi surface antigens
from parasite extracts. SDS-PAGE immunoprecipitation
patterns showed that the hamster serum recognized strongly
and specifically the 72-kDa protein expressed on the surface

RESULTS

Identification and peptide mapping analysis of surface·
Iabeled L. b. braziLUnsïs and L. d. chagasi polypeptides. L. b.
bral.i/iensis and L. d. chagasi promastigotes were surface
iodinated and extracted with Nonidet P-40, and the proteins
were resolved by SDS-PAGE. The autoradiographic profiles
revealed a unique surface-labeled polypeptide of 72 kDa in
the L. b. braziliensis extract (Fig. 1, lane 1) and two major
labeled proteins of 65 and 50 kDa in the L. d. chagasi extract
(Fig. 1, lane 2).

with visceral leishmaniasis infected with L. d. chagasi were
used (8).

Hamster hyperimmune antiserum against L. b. bral.i!iensis
was collected 1 year after footpad inoculation of hamsters
with viable promastigotes of the strain MHOMlBO/84/LPZ­
688.

Surface iodination and detergent solubilization of proteins.
Late-Iog-phase promastigotes (2 X 108

) were surface iodi­
nated with 200 ,...Ci of carrier-free Na12SI (ORIS, Gif-sur­
Yvette, France) and Iodo-Gen (1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a­
'diphenylglycouril; Sigma) as described by Legrand et al.
(17). After iodination and washing of the unbound ml, the
cell pellets were extracted for 2 h at 4°C with 200,...1 of 0.5%
Nonidet P-40 in 20 mM Tris (pH 7.4)-300 mM NaCI contain­
ing aprotinin (100 U/ml). The detergent-insoluble material
was removed by centrifugation, and Iysates were stored at
-70°C until use.

Gel electrophoresis and autoradiography. Proteins were
separated by sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) on slab gels containing 7.5%
polyacrylamide (15). After staining of the proteins with
Coomassie blue, the gels were dried and autoradiographed at
:.... 70°C with X-OPMAT AR film (Eastman Kodak, Roches­
ter, N.Y.) in conjunction with Cronex intensifying screens
(E. I. du Pont de Nemours & Co., Inc., Wilmington, DeL).
Bands in the autoradiograms were quantified by densitome­
try (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CaJif.).

Peptide mapping. Partial proteolytic maps of the major
surface-iodinated proteins were performed as described by
Cleveland et al. (4). Proleins were separated by SDS-PAGE
on 7.5% polyacrylamide gels. After electrophoresis, gel
pieces containing the major iodinated proleins were excised
and run on a second 12.5% polyacrylamide gel with sample
buffer containing Staphylococcus aureus V8 protease (1 to
50 ,...g/ml; Boehringer, Mannheim, Federal Republic of Ger­
many). The products of partial proteolysis were revealed by
autoradiography.

Immunoprecipitation and immunocompetition. Immuno­
precipitation was carried out by the method of Kessler (14).
A detergent extract of JabeJed promastigotes (10 ,...1; 107 cells)
was diluted in 450 ,...1 of 10 mM Tris (pH 8)-150 mM NaC/-2
mM EDTA-o.5% (voUvol) Nonidet P-4a-loo U of aprotinin
per ml and incubated with 50 ,...1 of serum for 1 h at room
temperature with constant agitation. Immune complexes
were absorbed for 1 h with 5 mg of protein A-Sepharose
4B-CL (Pharmacia, Uppsala, Sweden) and suspended in the
buffer described above. Absorbed antigens were solubilized
in 20 ,...1· of sample buffer and stored at - 20°C for SDS­
PAGE.

For immunocompetition experiments, 10 ,...1 of the labeled
extract was incubated with the serum in the presence of 50,...1
of homologous or heterologous nonlabeled antigen extract
and processed for absorption with protein A-Sepharose as
described above.
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FIG. 5. Antigenic recognition of L. b. braziliensis surface pro­
teins during the course of infection of a single patient. EXlracts from
surface-iodinated L. b. brazi/iensis were immunoprecipitated with
sera from a patient collected at dilferent times during the course of
an L. b. braziliensis infection. Lane 1, Immunoprecipitation with
serum coUected at the beginning of the infection (primary lesion in
November 1984); lane 2, serum collected after Glucantime treatment
(March 1985); Iane 3, serum collected 1 year aCter treatment; lane 4.
serum collected at the beginning ofa mUcous Ieslon (February 1988).
HM, High-molecular-mass antigens; 72. the 72-kDa major surface
antigen.

disease is frequently coendemic with mucocutaneous and
visceral leishmaniasis in Bolivia. Up to 92% inhibition was
obtained when the precipitation was carried out in the
presence of the homologous L. b. hrazilieflsis antigen (Fig. 3,
lane 2). However, only a slight inhibition was observed when
heterologous L. d. chagasi and T. cruz; antigens were used
(24 and 13%, respectively) (Fig. 3, lanes 3 and 4). The
inability of the heterologous antigens to fully inhibit the
precipitation reaction suggested that there is a low degree of
cross-reactivity between them and the 72-kDa surface anti­
gen of L. b. brazilieflsis.

Antigenlc recognition of the surface antigens in natural L. b.
brazi/iensis infections. Serum specimens from 35 L. b. braz;l­
iensis-infected patients presenting cutaneous or mucous
lesions and originating from different endemic areas of
Bolivia were chosen arbitrarily. These serum specimens
were used to immunoprecipitate iodinated L. b. braziliensis
extracts, and the results for 16 representative samples are
shown in Fig. 4. Up to 95% of the serum specimens
recognized the 72-kDa anligen of L. b. braziliensis, and some
of them revealed additional high-molecular-mass compo­
nents (Janes 1 to 12 and 14 to 16). Serum from a patient with
visceral leishmaniasis did not rccognizc any of the labclcd
components on the L. h. braziliellsis surface (Fig. 4. lane 13).

No apparent correlation could be found between the
different patterns of recognition obtained, on the one hand,
and the geographical origin of the patient, the c1inical man-

1 2 3 4 5
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FIG. 4. Antigenic recognition of L. b. braziliensis surface pro­
teins by sera from Bolivian patients with cutaneous and mucocuta­
neous leishmaniasis. Immunoprecipitation pallerns of iodinated L.
b. bmzilit'lI.ti.t surr<lce protcins precipit<lteù with ùin'erent sen! ufter
SOS-PAGE and aUloradiography. Lanes Ito 12 and 141016. L. b.

, braziliensis extracts; lane 13, L. d. chagasi exlracl. The descriplions
of the dilferent serum specimens are given in Table 1 (serum
specimen numbers in Table 1 correspond to lane numbers).

FIG. 3. Immunoprecipitation of L. b. braziliensis and L. d.
, chagasi surface proteins with hamster hyperimmune serum and
immunocompetition. Nonidet P-40 extracts from surface-iodinated
promastigotes were reacted with serum from an L. b. braziliensis­
infected hamster, and the precipitated proteins were resolved by
SOS-PAGE and autoradiographed. Lanes 1 and 5, precipitation
patterns of radioiodinated L. b. brazi/iensis and L. d. chagasi
extracts, respectively; lanes 2 to 4. immunocompetition-precipita­
tion of radioiodinated L. b. brazi/iensis extract with the anti-L. b.
braziliensis serum in the presence of either homologous L. b.
braziliensis (Jane 2) or heterologous L. d. chagasi (Jane 3) and T.
cruzi (Iane 4) nonlabeled extracts.

of L, b. braziliensis promastigotes (Fig. 3, lane 1), However,
hamster serum recognized very poorty (less than 20%) the
65-kDa surface polypeptide of L. d. chagasi (Fig. 3, lane 5).

In order to assess the degree of cross-reactivity between
the major surface antigens of these two Leishmania subspe­
cies, immunocompetition experiments were carried out.
Immunoprecipitation of labeled L. b. brazi/iensis Nonidet
P-40 extracts with the hamster serum was performed in the
presence of nonlabeled L. b. brazi/iensis or L. d. chagasi
antigen extracts. A Trypanosoma cruz; antigen extract was
also tested in the competition experiments because Chagas'
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TABLE 1. Recognition of L. b. braziliensis antigens by sera from Bolivian patients with cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis

Antigen recognition
Serum Type of leishma· Antibody High·mo-specimen Geographical area niasis titer 72·kDa lecular-no. antigen mass anti·

gen

1 San Botja (Beni) Cutaneous 1140 ++
2 San Botja (Beni) Cutaneous 1/40 + +++
3 Alto Beni Cutaneous 1120 +++ +++
4 San Botja (Beni) Culaneous 1/40 ++ ++
5 Alto Beni Cutaneous 1140 +++ +++
6 Chapare Cutaneous 1120 + +++
7 Ixiamas (Alto Beni) Cutaneous Negative +++ +++
8 Chulumani (Yungas) Mucocutaneous 1120 +
9 Chapare CutaneousG 1/80 +++ +++
10 Chapare CutaneousG 1/40 ++ ++
11 Alto Beni Cutaneous 1140 +++
12 Caranavi (Yungas) Mucocutaneous 1140 +++
Ü Yungas Visceral 1/80
14 Coroico (Yungas) Mucocutaneous 1180 +++ +++
15 Quillabamba (Peru) Mucocutaneous 1140 + +
16 Yungas Mucocutaneous 1180 +

• Patienls with associaled Chagas' disease.

ifestation of the disease, and the antibody titer of the sera, on
the other (Table 1). Nevertheless, a correlation between the
immune recognition of the 72-kDa antigen and the progress
of the infection could be evaluated. This was carried out by
using sera from a patient infected with L. b. braziliensis who
was monitored from the beginning of the infection until the
appearance of the mucous lesion (Glucantime [meglumine
antimoniate] was used to treat the patient, but it did not cure
the patient; there was a low antibody titer [1/20]). SDS­
PAGE immunoprecipitation profiles of L. b. braziliensis
extract reacted with the patient sera, which were collected at
various stages of the disease (Fig. 5), showed that at the
beginning of the infection, at the time of the appearance of
the primary lesion, the serum recognized mostly the high­
molecular-mass components and, to sorne extent, the 72­
kDa antigen (Fig. 5, lane 1). With the progression of the
infection (Fig. 5, lanes 2 and 3), recognition of the 72-kDa
antigen increased, while, inversely. that of the high-molec­
ular-mass antigen decreased until the mucous lesion became
manifested (Fig. 5, lane 4).

DISCUSSION

The expression of a 72-kDa antigen on the surface of L. b.
braziliensis promastigotes was previously reported by
Legrand and coworkers (17) in a comparative study with 12
different L. b. braziliensis isolates. Other New World Leish­
mania species belonging to the same L. b. braziliensis
complex (L. braziliensis panamensis and L. braziliensis
guyanensis) or to other complexes (L. m. amazonensis and
L. d. chagasi) were shown to express a 63· to 65-kDa
polypeptide on their surfaces, as demonstrated by surface
radioiodination and immunoprecipitation protein profiles (2).

In the present study we extended the studies described
above and structurally compared, by peptide mapping anal­
ysis, the major 72- and 65-kDa polypeptides expressed on
the surface of L. b. braziliellsis and L. d. chagasi, respec­
tively. Our results demonstrated that these polypeptides not
only differ in their molecular masses but are structurally
different, inasmuch as no homology could be observed in
their peptide digestion profiles. This result is in disagreement

with those previously reported by other investigators (5, 10)
regarding the structural homology of the major surface
antigens from various Leishmania strains, including L. b.
braziliensis. Further sequencing of these proteins is required
in order to fully prove structural differences.

In the same work, Legrand and coworkers (17) showed
that the L. b. braziliensis 72-kDa major surface antigen was
not recognized by sera from patients with visceral leishma­
niasis or Chagas' disease, although recognition of this anti­
gen was achieved by serum from a patient with mucocuta­
neous leishmaniasis and by serum from a hamster infected
with L. b. braziliensis.

In this study we demonstrated that specific recognition of
the L. b. braziliensis 72-kDa antigen is a property of the
majority of the serum specimens from 35 Bolivian patients
naturally infected with L. b. braziliensis. Moreover, .the
structural differences we observed in the present study·
correlated with the antigenic recognition obtained both by
sera from hamsters with experimental infections and by
patient sera. In either case, the 72-kDa antigen was demon­
strated to be highly immunogenic and specifically recognized
by the serum specimens from hamsters experimentally in­
fected and from patients with L. b. braziliensis but not by the
serum specimens from patients with visceral leishmaniasis.
However, under the same experimental conditions the ham­
ster sera failed to recognize the 65-kDa antigen of L. d.
chagasi. Those results, together with the inability of the L.
d. chagasi and T. cruzi antigens to fully inhibit the 72-kDa
antigen-antibody recognition, demonstrate a low level of
cross-reactivity and might suggest an antigenic specificity of
the 72-kDa polypeptide expressed on the surface of L. b.
braziliellsis.
_ The heterogeneity in Lei.flll1wllia cell surface antigens has
been postulated by several groups of investigators (2, 12,
13). The need to study those antigens in more depth has been
stressed, since their expression may dilfer among the various
Leishmania species. This is particularly true if we take into
consideration the diversity of Leis1Jmania strains, the vari­
ety of vectors, the geographical habitats, the reservoir hosts,
the different tissue tropisms, and the various clinical mani­
festations of the disease. Even though the existence of
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common antigens among Leishmania species could help in
designing immunoprophylactic protocols against the disease,
the characterization of species- and subspecies-specific an­
tigens such as the 72-kDa antigen ofL. b. braziliensis May be
important for both taxonomie studies and practical identifi­
cation techniques. Such a specifie antigen can a1so represent
a good candidate for the ditferential diagnosis and prognosis
of mucocutaneous leishmaniasis in endemic 'areas where
various types of Leishmania and other protozoan parasites
coexist.
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IDENTIFICATION OF TRYPANOSOMA BRUCEI GAMBIENSE
GROUP 1 BY A SPECIFIC KINETOPLAST DNA PROBE

FRANCOISE MATHIEU·DAUDE, ALAIN BICART-SEE, MARIE-FRANCE BOSSENO,
SIMONE-FREDERIQUE BRENIERE, AND MICHEL TIBAYRENC

UMR ORSTOMICNRS 9926, Genetique Moleculaire des Parasites
et des Vecteurs. ORSTOM, Montpellier. France

Parasite culturing

Polymerase chain reaction

mals, tsetse flies) in Central, West, and East Af­
rica were analyzed. The origin of these stocks is
summarized in Table 1. They were selected to
represent the three cIassic subspecies ofT. brucei.
namely T. b. brucei. T. b. gambiense. and T. b.
rhodesiense. This subspeciflc identification was
pcrformed by other investigators (sec references
in Table 1).

Trypanosomes were grown by culturing pro­
cyclie forms in Cunningham's medium contain­
ing 20% fetal calf serum and 20 #tg/ml of gen­
tamicin.'

The primers, obtained from Centre de Re­
cherche en Biologie et Genetique Cellulaire
(Toulouse, France), were selected to anneal DNA
sequence at bath ends of the 122-bp conserved
region of the kinetoplast DNA (kDNA) minicir­
cie described by Chen and Donelson. 1 A restric­
tion site (Msp I~ was artiflcially introduced at the
3'-end of each oligonucIeotide to facilitate the
subsequent isolation of the amplified variable
sequence. The sequences of the primers were as

MATERIALS AND METHOOS

13

Parasite samp/illg

Twenty-six T. brucei stocks isolated from var­
ious hosts (humans, wild and domestic mam-

Abstract. A set of 26 Trypanosoma brucei stocks from various African countries, pre­
viously characterized by multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) for IS.polymorphie
loci, have been selected to be representative of the three T. brucei classie subs·pecies. The
kinetoplast DNA minicircJe variable regions from these stocks have been ampIified using
the polymerase chain rea~tion (PCR) technique, and hybridized with the amplified variable
regions of three T. brucei reference stocks, previously identified as T. brucei brucei. T.
brucei gambiense. and T. brucei rhodesiense, respectively. Both T. b. brucei and T. b.
rhodesiense probes hybridized only with their own stocks, but the T. b. gambiense probe
specifically hybridized with a group of 12 stocks that represented most of the human stocks
from West and Central Africa in our sample. These stocks, which appeared as a c1early
separable cluster based on previous MLEE analysis, probably correspond to T. brucei
gambiense group I. No other stock hybridized with this amplified fragment. Since the T.
b. gambiense probe obtained is specific for many isolates that are pathogenic for humans
in Central and West Africa, it appears to be a promising tool for epidemiologic and medical
surveys.

The kinetoplast DNA of Trypanosoma brucei
s.I., the agent of human sleeping sickness and of
a caule disease in Africa, is.composed of a net­
work of maxicircles and minicircles. The one­
kilobase minicircles (approximately 10,000 cop­
ies in a single ccII), contain a 122·basepair (bp)
sequence that appcars to he conserved within the
whole taxon T. brucei. 1 These minicircles also
contain a nonconserved sequence (hypervariable
region or HVR), which seems to be very hetero­
geneous within a single organism. Indeed, 200­
300 different sequence classes of variable fre­
quencies can be found within the same cell.2 The
HVR of T. cruzi was successfully used as a target
sequence to design probesJ·'( that are specific for
the natural clones of this parasite previously
demonstrated by a population genetics ap­
proach.5 The purpose of the present study was
to use a similar approach to design specific mark­
ers for the T. brucei s.l. genotypes and c1usters
of genotypes characterized by a previous popu­
lation genetics study.6

\,
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TABLE 1

Trypanosoma brucei stocks used in the study

Stock Subspecies
(World Health orpnization identification

identification) Host Country Year Rererences· and rererencest

MKOKJBF/80/KK 39 Waterbuck Burkina Faso 1980 20,21
MHOM/CMI74/MOS Human Cameroon 1974 21-25 Tbg; 21-24
MHOM/CMI75/BIM Human· Cameroon 1975 22-25 Tbg; 22-24
MHOM/CM/88/A 004 Human Cameroon 1988 21 Tbg; 21
MHOM/CM/88/B 014 Human Cameroon 1988 21 Tbg; 21
MHOM/CM/88/M 001 Human Cameroon 1988 21 Tbg; 21 3:
MHOM/CG/80/PEYA Human Congo 1980 21,25 Tbg;21 >

-l
MHOM/ET/67/GAMBELA 1 Human Ethiopia 1967 26 :t
MHOM/CI/52/ELIANE Human Cote d'Ivoire 1952 22-24 Tbg; 22-24 m

c
MHOM/CI178/DAL 069 Human Cote d'Ivoire 1978 20-22,27 Tbg; 21, 22, 27 b
MHOM/CI178ITH 112 Human Cote d'Ivoire 1978 21 >
MHOM/CI178ITH 149 Human Cote d'Ivoire 1978 20,21,27 Tbg; 21,27 c

C
MHOM/CI178ITH 2 Human Cote d'Ivoire 1978 20,27 m

MHOM/CI/86/DAL 967 Human Cote d'Ivoire 1986 21 Tbg; 21 >z
MHOM/CII?'?INANA Human Cote d'Ivoire 19?? 21,28 Tbg; 21,28 c
GPAUKEl69/EATRO 1535 Fly Kenya 1969 0

-l
GPAUKEl69/S 29 Fly Kenya 1969 :t
G MOSINGI70/NITR 40.12 Fly Nigeria 1970 22-24 Non-g; 22, 23 Tbb; 24 m

MBOTINGI77/IBADAN 22 cl.A Caule Nigeria 1977 21,26 Tbb; 26 ~

MHOM/RW170/0404 Human Rwanda 1970
MHOMISD/821BIYAMINA c1.B Human Sudan 1982 28 Tbg; 28
MTRG/UG/66/EATRO 1125 Bushbuck Uganda 1966 22,24,25 Non-g; 22 Tbb; 24
MHOMIZRl71/C 126 Human Zaire 1971 21,25,26 Tbg; 21,26
MBOIIZM/82ITRPZ 166 Zebu Zambia 1982
MHOMIZMI74/058 c1.A3 Human Zambia 1974 26 Tbr; 26
MHOMIZM/82ITRPZ 227 Human Zambia 1982 21

• Rerere~ or previous studies on the s\ock.
t Tbs - Trypanosoma bruc~i rambi~nsr. non-I - non-rambi~nsr, Tbb - T. brucri brucri; Tbr - T. brucri rhod~si~nu.
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follows: 5'-CGCCCATAAGATTfCCGGTT-3'
and 5'-GGTGTAATACTCACCCGGTT-3'.
Buffer and incubation conditions were per­
formed according to Breniere and others.· Am­
plification was performed using IIU of Thermus
aquaticus DNA polymerase (Genofit, Geneva,
Switzerland) and a PHC-2 apparatus (Techne,
Cambridge, UK). Parasite ceUs (10') were har­
vcstcd by centrifugation, boiled in 1()() /JI ofdis­
tilled water for 5 min, and ccntrifugcd in an Ep­
pendorf (Madison, WI) microfuge at 5,000 x g
for approximately 30 sec. Ten microliters of the
supernatant obtained by this procedure was used
as template.

Probe purification

The PCR-amplified fragments were purified
from a 1% preparative gel (Iow-melting point
ultrapure agarose in Tris-acetate-EDTA [TAE]
buffer) using the enzymatic preparation GE­
Lase@ (Epicentre Technologies Corporation,
Madison, WI) according to the manufacturer's
instructions. The extracts were then digested with
Msp 1 restriction endonuclease to eliminate part
of the oligonucleotide primers selected in the
conserved region of the minicircle. The DNA
was precipitated with ethanol and resuspended
in 100 /lI of distilled water. The DNA concen­
tration was assessed with a DU 70 spectropho­
tometer (Beckman, Palo Alto, CA).

Southern blolting

The PCR products were electrophoresed in a
0.8% grade agarose gel (Bethesda Research Lab­
oratories, Uxbridge, UK) in TAE buffer for 40
min at 100 volts. The gels were stained with
ethidium bromide and were then transferred onto
charged nylon membranes (Hybond-N-; Amer­
sham, Buckinghamshire, UK) after alkaline de­
naturation (15 min twice in 0.5 M NaOH, 1.5
M NaCI) by the pocket-blotting procedure.R Sub­
sequently, the membranes were washed in 2 x
SSPE (1 x SSPE = 0.15 M NaCI, 0.0 1 M sodium
diphosphate, 0.00 1 M EDTA), dried, and stored
in a protective film until the hybridization stage.

Labeling and hybridization conditions

The ECL~ (Amersham) gene detection system
based on enhanced chemiluminescence was used
according to the manufacturer's instructions. Si-

multaneously, the membranes were incubated at
42'C in hybridization buffer supplied by the
manufacturer (0.25 mllcm2 of blot) for 15 min,
and the purified probe (20 ng/ml ofhybridization
buffer) was labeled for la min at 37"C. The hy­
bridization was performed at 42"C overnight in
a rotary oyen (Appligene, Illkirch, France). Be­
fore the detection step, the membranes were
washed twice in a highly stringent solution (6 M
urca, 0.1 % sodium dodccyi sulfate, 0.1 x SSC
(SSC = 0.15 M NaCI, 0.0 15 M sodium cit~ateJ)

at 42'C, and twice in a 2 x SSC at room tem­
perature. SeriaI exposures were performed (1, 5,
and 20 min) on autoradiography films (Hyper­
film@; Amersham).

RESULTS

AlI 26 T. brucei stocks showed positive ampli­
fication. The amplified band, when analyzed by
electrophoresis, had a length ofapproximately 930
bp, which corresponds to the expected molecular
weight of the minicircle HVR. Figure lA shows
the amplification results for ~ome ofthese stocks.
As a control, amplification was tested on stocks
helonging to the following other species: T. evansi,
T. cruzi, and Leishmania mexicana (one stock
each). Trypanosoma cruzi and L. mexicana both
showed no amplification, white T. evansi exhib­
ited a slight signal at the same molecular weight
as the T. brucei band. These results suggest that
the sequence homology observed by Chen and
Donelson actually involves a conserved sequence
that is specifie for the whole taxon T. brucei. 1 This
sequence would he dirfcrent from the minicircle
conserved regions characterized in T. cruz; and
Leishmania.q

• 1o white it would he very similar to
the T. evansi sequence, as indicated by Bajyana
Songa and others. 11

Three T. brucei PCR products were selected
to he representative of the three classic subspe­
cies and were used as probes. The stocks from
which these amplified products were obtained
are DAL 967 (T. b. gambiense), NITR 40.12 (T.
b. brucel), and 058 cl.A3 (T. b. rhodesiense) (Ta­
ble 1). Aner purification, the amplified variable
regions of thcse stocks were hybridized with the
membrane-blotted PCR products of the whole
set of 26 stocks. Two radically different kinds of
hybridization patterns were observed (Table 2).
The two probes obtained from the NITR 40.12
and 058 cl.A3 stocks hybridized only to their
own stock. The DAL 967 probe showed a pos-



FiGURE 1. A, polymerase chain reaction (PCR) amplification of the kinetoplast DNA minicircle variable
region of Tr.l'panosoma hrucei. The PCR products were analyzed by electrophoresis on a 0.8% agarose gel run ---
in Tris-acetate-EDTA bulfer and stained with ethidium bromide. The amplified fragment had a length of
approxima tel y 930 basepairs. Lanes 1 and 14, DNA size markers (Sau 3A 1 digest ofpUCI8 and Alu 1 digest
ofpBR322. respectively); lanes 2-13. PCR products of T. brucei stocks DAL 069, DAL 967. ELIANE, TH 149,
PEYA, MOS, TH 112. I3IYAMINA. EATRO 1125.058 c1.A3. A 004. and M 001. respectively. Molecular
weight standards (in bascpairs) are shown on both sides of the gel. B. Southem blot of the agarose gel in A,
showing hybridization with the DAL 967 kinetoplast DNA probe and chemiluminescent detection. No bands
were detectable in lanes 8-11, white strong signaIs were exhibited in lanes 2-7 and 12 and 13.
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MLEE data among the 26 stocks studied, which
corresponds to 22 zymodemes. The group of
zymodemes indicated by the brace in Figure 2
corresponds to this separate cluster of human
stocks. This specifie clustering pattern was con­
firmed for 78 T. brucei s./. stocks,6 not only by
UPGMA dendrograms as shown here. but also
by both Wagner networking and principal com­
ponent analysis. lJ· J~

lt is quite probable that this cluster of human
1 stocks corresponds to T. brucei gambiense group

I.IS Since this group of trypanosomes involves
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itive hybridization, not only with its own stock,
but also with Il other stocks. Figure 1B shows
the hybridization of the DAL 967 probe with
seven of these stocks.

When previous MLEE phylogenetic results
based on 18 polymorphie loci are considered. it
is interesting to note that those 12 stocks that
hybridize with the DAL 967 probe can be as­
signed to a clearly scparate cluster.6 Moreover,
it is worth emphazing that this clustcr involvcs
most ofthe human stocks from Central and West
Africa studied here. Figure 2 shows a dendro­
gram constructed using the unweighted pair group
method with arithmetic mean (UPGMA)'2 from
the Jaccard distance matrix obtained from the
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FIGURE 2. Dendrogram constructed using the unweighted pair group method with arithmetic mean from a
Jaccard distance matrix, based on a multilocus enzyme electrophoresis study on 18 polymorphie loci.' Zymo­
demes (Zym.) Z22, Z49, and Z 14 (circled) indicate the three stocks used as probes (NITR 40.12, 058 c1.A3, and
DAL 967, respectively). The brace delimits the zymodemes of the 12 stocks that hybridize with the DAL 967
probe. This c1uster corresponds to Trypanosoma brucei gambiense group I.u
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linkage disequilibrium between the kDNA se­
quence ofthe probe and nuclear genes that cause
the isoenzyme variability, i.e., the probe should
randomly hybridize with any stock ofthe present
sampie. Second, this result is consistent (al­
though not definitive evidence by itself) with the
more general hypothesis that natural populations
of T. brucei s.l. have a basically clonai evolu­
tionary pattern.6• 16. 17 Such a hypothesis does not
mean that genetic recombination is absent in T.
brucei. but only that it does not occur frequently
enough to alter a prevalent pattern ofclonai pop­
ulation structure.

These results also have implications rega"rding
the question of kDNA evolution. Il has been

17
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most of the human isolates from Central and
West Africa, its medical and epidemiologic rel­
evance is considerable. Thus, the kDNA probe
designated in the present study appears to be a
promising tool that can be used to specifically
identify the stocks belonging to this group oftry­
panosomes in tsetse flies, as weil as in patients
and potential mammalian reservoirs.

From a population genetics point ofview, suc­
cessful designing of this probe is consistent with
two hypotheses that are not incompatible with
each other. First, it can be considered that the
c1uster identified by the probe is genetically iso­
lated from any other stock studied here. If not,
there would be no reason to observe this strong
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