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RESUMEN 

La Enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, es causada por el parásito 

protozoario intracelular Trypanosoma cruzi, transmitido por insectos vectores 

pertenecientes al orden Hemíptera, familia Reduviidae, género Triatoma. Se estima que 

en la actualidad hay aproximadamente quince millones de personas infectadas por T. 

cruzi en Latino América, incluido Chile. En nuestro país, la zona endémica se extiende 

desde la Región de Arica y Parinacota (XV) hasta la Región del Libertador General 

Bernardo O’Higgins (VI), siendo consideradas hiperendémicas las regiones de Atacama 

(III) y Coquimbo (IV). Vectores triatominos procedentes de las distintas regiones podrían 

ser portadores de diferentes clones de T. cruzi debido, posiblemente, a un proceso de 

selección de  clones del parásito que triatominos de las distintas zonas geográficas 

podrían albergar. Este hecho favorecería la aparición de diferencias genéticas entre los 

clones, estructurándose así distintas poblaciones de T. cruzi en vectores de regiones 

diferentes. Actualmente, las poblaciones de T. cruzi se agrupan en seis unidades de 

tipificación discreta (DTUs) o linajes, denominados TcI, TcII, TcIII, TcIV, TcV y TcVI, los 

cuales se podrían comportar de un modo distinto en el hospedero humano, como ya se ha 

sugerido respecto de su infectividad. Con el fin de aportar información al conocimiento de 

la estructura poblacional de T. cruzi, el objetivo de este trabajo fue identificar y 

caracterizar genotípicamente los clones del parásito presentes en el contenido intestinal 

de vectores Triatoma infestans provenientes de tres regiones endémicas de Chile. Se 

utilizaron métodos de genética de poblaciones y tres marcadores microsatélites para 

analizar 109 muestras de poblaciones de T. cruzi obtenidas de 21, 62 y 26 triatominos, 

provenientes de las regiones de Atacama (III), Valparaíso (V) y Metropolitana (RM), 

respectivamente. Estos triatominos fueron colectados por el Programa de Erradicación de 

la Infestación Domiciliaria de T. infestans, llevado a cabo por el Ministerio de Salud de 

Chile durante el periodo 2005-2007. El 56,8% de las poblaciones de T. cruzi analizadas 

estaba compuesto por uno (33%) o dos clones (23,8%) y, estas últimas fueron 

mayoritarias entre las muestras multiclonales. Respecto del linaje, los más 

frecuentemente detectados fueron TcI y TcIII, en el total de muestras analizadas. Ademas, 

los resultados obtenidos en este estudio indicaron que las poblaciones de T. cruzi 

presentes en triatominos de las tres regiones de Chile eran genéticamente diferentes en 

base a sus frecuencias alélicas. Así, los resultados de este trabajo sugieren que el ciclo 

de transmisión de T. cruzi y el intercambio genético entre sus poblaciones se habría 



 

 

limitado posiblemente por una disminución de su tamaño poblacional debido al Programa 

de Erradicación de la Infestación Domiciliaria de T. infestans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMMARY 

Chagas disease or American trypanosomiasis, is caused by the intracellular protozoan 

parasite Trypanosoma cruzi, transmitted by insects belonging to the order Hemiptera, 

family Reduviidae, genus Triatoma. It is estimated that there are now approximately fifteen 

million people infected with T. cruzi in Latin America, including Chile. In our country, the 

endemic area extends from Arica and Parinacota (XV) to Libertador General Bernardo 

O'Higgins (VI) Regions. Atacama (III) and Coquimbo (IV) are considered hyperendemic 

Regions. Triatomine vectors from the different regions could be carriers of different clones 

of T. cruzi, possibly due to a process of parasite clone selection that triatomines from 

different geographical areas could accommodate. This fact would favor the appearance of 

genetic differences between clones, structuring distinct populations of T. cruzi vector in 

different regions. Currently, populations of T. cruzi are grouped into six discrete typing 

units (DTUs) or lineages, known as TCI, TCII, TcIII, TCIV, TCV and TcVI, which they might 

behave differently in the human host, as it already has been suggested for its infectivity. 

To provide information to the knowledge of T. cruzi population structure, the aim of this 

study was to identify and characterize genotypically parasite clones present in the 

intestinal contents of vector Triatoma infestans from three endemic regions of Chile. By 

population genetics methods and three microsatellite markers 109 samples of populations 

of T. cruzi obtained from 21, 62 and 26 triatomines from the regions of Atacama (III), 

Valparaiso (V) and Metropolitan (RM), respectively were analyzed. These triatomines were 

collected by the Program for Eradication of house infestation of T. infestans, carried out by 

the Ministry of Health of Chile during the period 2005-2007. The 56.8% of analyzed T. 

cruzi populations was composed by one (33%) or two clones (23.8%) and these latter 

were the largest among the multiclonal samples. Regarding the lineage, the most 

frequently detected were TCI and TcIII in the analyzed samples. In addition, the results of 

this study indicated that populations of T. cruzi in triatomines present at the three regions 

of Chile were genetically different based on their allelic frequencies. Thus, the results of 

this study suggest that the transmission cycle of T. cruzi and genetic exchange among 

populations probably would have been limited by a decline in population size due to the 

Eradication Program house infestation of T. infestans. 

 

 

 



 

 

1. INTRODUCCIÓN  

 

Trypanosoma cruzi, parásito protozoario, es el agente causal de la Enfermedad de 

Chagas transmitida por insectos triatominos.  La enfermedad se caracteriza por un curso 

clínico muy variable, describiéndose desde casos asintomáticos a estados crónicos de 

cardiomiopatías o patologías gastrointestinales. Esta enfermedad constituye uno de los 

problemas principales de salud pública en América Latina, estimándose la existencia de 

alrededor de quince millones de personas infectadas. Los vectores responsables de esta 

zoonosis están limitados a invertebrados del orden Hemíptera, dentro de los cuales se 

encuentran los insectos triatominos. Diversos estudios han comprobado la presencia de 

poblaciones multiclonales de T. cruzi en triatominos en los que se ha detectado dos o más 

linajes genéticamente diferentes del parásito. En Chile se han descrito sólo tres especies 

de triatominos, llamados comúnmente vinchucas. Una de ellas, Triatoma infestans, está 

diseminada en América del Sur y es de hábitos nocturnos, domiciliarios y peridomiciliarios. 

Las otras dos especies, Mepraia spinolai y Mepraia gajardoi, son endémicas de Chile y se 

asocian a ambientes silvestres y peridomésticos. En la actualidad, sólo las dos primeras 

especies se consideran vectores de T. cruzi, aunque se ha reportado la presencia de T. 

cruzi en M. gajardoi. Sin embargo, por el Programa de Erradicación de la Infestación 

Domiciliaria de T. infestans del Ministerio de Salud, iniciado en 1991, Chile está certificado 

como país libre de la transmisión vectorial de T. cruzi en el territorio endémico desde 

1999. Dada la importancia de aproximarse al conocimiento de la estructura poblacional de 

T. cruzi, el objetivo de este trabajo fue analizar la estructura poblacional de T. cruzi en 

Chile a partir de la identificación y caracterización genotípica de los clones presentes en el 

contenido intestinal de 109 triatominos colectados por el Programa de Erradicación de la 

Infestación Domiciliaria de T. infestans, 21 en la región de Atacama (III), 62 en la región 

de Valparaíso (V) y 26 en la región Metropolitana (RM). Para lograr este objetivo, se 

utilizaron métodos de genética de poblaciones y los marcadores microsatélites SCLE10, 

SCLE11 y MCLE01, previamente descritos en la literatura.  

 

 

 

 

 



 

 

2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Distribución de la Enfermedad de Chagas 

 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud, la Tripanosomiasis Americana o 

Enfermedad de Chagas, continúa siendo la enfermedad de origen parasitario de mayor 

morbilidad y mortalidad en el continente Americano, a pesar de importantes avances en el 

control de la transmisión vectorial y transfusional de su agente etiológico, el protozoario T. 

cruzi (WHO, 2002). La principal vía de infección de este parásito es la transmisión a 

través de vectores, insectos hematófagos conocidos como triatominos, seguida por la 

infección transfusional y luego otras formas de infección menos frecuentes, como son la 

infección transplacentaria, por transplante de órganos, ingestión de comida contaminada o 

por accidentes ocurridos durante el trabajo de laboratorio con material infectado (Brener et 

al., 2000).  

La distribución geográfica de la Enfermedad de Chagas se extiende desde la Latitud 42º 

norte (América del Norte) hasta la Latitud 43º sur (América del Sur). Se calcula que 

existen alrededor de quince millones de personas infectadas, produciéndose entre 

cuarenta y cinco mil y cincuenta mil muertes al año debidas, principalmente, a la 

cardiomiopatía chagásica crónica (Díaz y Claiborne, 2007; WHO, 2007). 

En Chile, el área endemo-enzoótica de esta parasitosis se distribuye en forma natural en 

sectores rurales y peri-urbanos desde la Región de Arica y Parinacota (XV) hasta la 

Región del Libertador General Bernardo O’Higgins (VI), siendo consideradas 

hiperendémicas las regiones de Atacama (III) y Coquimbo (IV) (Zulantay et al., 2004). En 

la Enfermedad de Chagas se distinguen tres fases clínicas: aguda, indeterminada o 

latente, y crónica.  

 

2.2 Trypanosoma cruzi 

 

Trypanosoma cruzi (Figura1) es un protozoo flagelado perteneciente al orden 

Kinetoplastidia, familia Trypanosomatidae, caracterizado por la presencia de un solo 

flagelo y una mitocondria en la cual está situado el kinetoplasto, un organelo 

especializado que contiene DNA constituido por unos veinticinco a cincuenta maxicírculos 

y cinco mil a veinte mil minicírculos (Macedo et al., 2002). Este parásito posee un genoma 



 

 

nuclear diploide y su reproducción es principalmente clonal, aunque la reproducción 

sexual no está completamente ausente (Oliveira et al., 1998; Machado y Ayala, 2001; 

Westenberger et al., 2005).  

 

              

 

                                        

 

 

 

 

 

Figura 1 

Frotis sanguíneo teñido con Giemsa. En el centro de la fotografía se observa el parásito 

protozoario T. cuzi, en el que se distinguen dos estructuras circulares correspondientes al 

núcleo y el kinetoplasto.(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/ HTML/ImageLibrary/ 

TrypanosomiasisAmerican_il.htm) 

 

Trypanosoma cruzi puede hospedarse en varios mamíferos, entre ellos la especie 

humana, animales domésticos (caninos, felinos, caprinos, bovinos, equinos, ovinos y 

conejos) y animales silvestres (roedores, primates, marsupiales y edentados) (Apt y 

Reyes, 1990; Wendell et al., 1992).  De esta manera, T. cruzi participa en los ciclos 

doméstico y silvestre de transmisión, como se ilustra en la Figura 2. En Chile, el vector 

que participa en el ciclo doméstico es T. infestans, mientras que en el ciclo silvestre es M. 

spinolai (Apt y Reyes, 1990; Apt et al., 2008). Es interesante mencionar que hay 

evidencias de la presencia de T. cruzi en M. gajardoi  (Botto-Mahan et al., 2008), sin 

embargo esta especie aún no ha sido confirmada como vector (Apt et al., 2008). 
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Figura 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 

Ciclos de Transmisión de Trypanosoma cruzi (Atias y Neghme, 1992). 

 

2.3 Poblaciones de T. cruzi 

 

Inicialmente, las poblaciones de T. cruzi se habían agrupado en dos linajes o grupos 

principales denominados T. cruzi I y T. cruzi II, o “Discrete Typing Units” 1 y 2 (DTU1 y 2) 

(Brisse et al., 2000; Barnabé et al., 2005). A su vez, en el grupo DTU2 se habían 

diferenciado cinco subcategorías denominadas DTU2a, DTU2b, DTU2c, DTU2d y DTU2e, 

conformando de esta manera un total de seis grupos o linajes. El DTU1 correspondía al 

linaje TcI y los DTU2a a DTU2e, correspondían a los linajes TcIIa al TcIIe, 

respectivamente (Brisse et al., 2000). Sin embargo, en el último consenso para unificar la 

nomenclatura sobre la filogenia de T. cruzi, se acordó denominar a los seis DTUs como: 

TcI (DTU1), TcII (DTU2b), TcIII (DTU2c), TcIV (DTU2a), TcV (DTU2d) y TcVI (DTU2e) 

(Zingales et al., 2009). Los linajes TcV y TcVI corresponden a linajes híbridos (H) que se 

habrían originado, seguramente, producto de un evento de hibridización entre los linajes 

TcII y TcIII (Westenberg et al., 2005; De Freitas et al., 2006). Los parásitos que 

pertenecían al DTU1 se asociaron al ciclo de transmisión silvestre, a diferencia de los 

parásitos que pertenecían al DTU2 que se asociaron al ciclo de transmisión doméstico 

(Schofield, 2000).  

Ciclo doméstico de 

Trypanosoma cruzi 

Ciclo silvestre de 

Trypanosoma cruzi 

 



 

 

Una vez que un triatomino libre de T. cruzi ingiere sangre de un mamífero infectado que 

contiene T. cruzi bajo la forma de tripomastigotes sanguíneos, el parásito protozoario 

infecta al insecto vector, ubicándose en el intestino del triatomino y utilizando el lumen 

intestinal como su ambiente de proliferación y diferenciación. Es en el lumen intestinal del 

insecto vector donde probablemente existen factores potenciales de selección que 

podrían amplificar o eliminar clones pertenecientes a determinados linajes del parásito. Un 

proceso de selección similar también podría ocurrir en los vertebrados mamíferos (Silveira 

et al., 2000; Coronado et al., 2006), en los cuales factores inmunitarios del hospedero 

podrían actuar como filtros selectivos diferenciales sobre clones de T. cruzi  con distinta 

infectividad (Breniere et al., 1998; Oliveira et al., 1998). Al respecto, se ha reportado que 

algunos linajes encontrados en animales silvestres e insectos vectores, son incapaces de 

infectar a hospederos humanos (Breniere et al., 1998; Oliveira et al., 1998) mientras otros 

linajes de T. cruzi,  como es el caso de TcVI, tendrían una baja prevalencia en mamíferos 

y probablemente se encontrarían mejor adaptados a hospederos invertebrados (Coronado 

et al., 2006; Rozas et al., 2007).  

En cuanto a la estructura poblacional de T. cruzi, es probable que esta se encuentre 

influenciada por la procedencia geográfica del triatomino vector. Es sabido que diferentes 

áreas geográficas exhiben diferencias que se pueden evidenciar, en nuestro caso, tanto 

en la riqueza de especies de mamíferos presentes como en la distribución de los 

triatominos vectores que participan en el ciclo de transmisión de T. cruzi. Esto también 

ocurre en las diferentes regiones de Chile, consideradas endémicas, cuyas características 

geográficas, hidrográficas y climáticas propias, influirían en la distribución de los tipos de 

vectores y de los tipos de parásitos encontrados en ellos (Xavier et al., 2007). Por otra 

parte, tal como ha sugerido Pizarro et al. (2008), es importante considerar que las 

poblaciones de T. infestans poseen una baja capacidad de migración, característica que 

se ve acentuada por distancias y barreras geográficas que la impiden. Los diferentes 

factores recién mencionados contribuyen a que el flujo genético se encuentre restringido, 

tanto entre las poblaciones del vector T. infestans como entre las poblaciones intestinales 

de T. cruzi y, en consecuencia, se favorezca probablemente la aparición de diferencias 

genéticas entre los insectos vectores y entre los parásitos protozoarios (Hartl y Clark, 

1997).  

Aún en la actualidad, la distribución geográfica de las poblaciones de T. cruzi en América 

Latina no está totalmente clara. En Chile, distintos reportes, en su mayoría basados en 



 

 

información obtenida a partir de aislados de laboratorio, discrepan en cuanto a las 

frecuencias de los linajes de T. cruzi detectadas en nuestro país. Lo mismo ocurre al 

revisar algunos datos publicados durante los últimos años, obtenidos a partir de muestras 

directas de triatominos y de pacientes chagásicos crónicos, los que también exhiben 

discrepancias en cuanto a la distribución de los linajes de T. cruzi (Coronado et al., 2006; 

Venegas et al., 2009; Venegas et al., 2010).   

Otro aspecto interesante de considerar, respecto de las poblaciones de T. cruzi, es que 

los pacientes chagásicos de áreas endémicas podrían estar infectados por múltiples 

contactos con diferentes triatominos y que éstos, a su vez, pueden alimentarse de 

distintos individuos infectados. Esta “promiscuidad” propiciaría la formación de 

poblaciones multiclonales de parásitos en los hospederos vectores, lo que explicaría el 

aislamiento, a partir de ellos, de cepas multiclonales de T. cruzi. Es así, que muchos 

estudios moleculares basados en zimodemas, esquizodemas, reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) y amplificación al azar de DNA polimórfico (RAPD), han revelado que 

los aislados de T. cruzi  son principalmente multiclonales (Macedo et al., 2002). 

 

2.4 Técnicas moleculares.  

 

Los estudios basados en marcadores genéticos han demostrado la gran variabilidad 

intraespecie de las poblaciones de T. cruzi  (Goldstein y Pollock, 1997).  Entre estos 

marcadores se encuentran los microsatélites, también conocidos como STR (“Short 

Tandem  Repeats”, repeticiones cortas en tandem) o SSR (“Simple Sequence Repeats”, 

secuencias simples repetidas). Los microsatélites son secuencias repetitivas cortas, de 

uno a seis nucleótidos, de origen nuclear, originados como producto de errores que 

comete la DNA polimerasa durante la replicación del genoma (Gasche et al., 2003). El alto 

grado de polimorfismo, su naturaleza codominante y su facilidad de detección por PCR, 

permite utilizar a los microsatélites como marcadores moleculares. Además, los 

microsatélites poseen una alta tasa de mutación haciendo que sean hipervariables entre 

individuos de una misma especie, o bien entre clones de una misma población. (Oliveira 

et al., 1998). 

El análisis de cepas de T. cruzi mediante microsatélites se ha utilizado para el estudio de 

la estructura poblacional del parásito, para la reconstrucción de relaciones filogenéticas y 

para definir la clonalidad de las cepas, es decir, para determinar si una muestra o aislado 



 

 

de este parásito está compuesta de un solo clon (monoclonal) o está compuesta de dos o 

más clones (multiclonal) (Macedo et al., 2001; Macedo et al., 2004).  

Dado el interés que encierra el conocimiento de la estructura genética poblacional de T. 

cruzi, y de sus proyecciones, en este estudio se propuso realizar un análisis genético 

comparativo de poblaciones del parásito procedentes de diferentes regiones geográficas 

de Chile, en base a la siguiente hipótesis de trabajo:   

 

HIPÓTESIS  

 

En Chile, las poblaciones de T. cruzi presentes en T. infestans procedentes de las 

regiones de Atacama, Valparaíso y Metropolitana, se diferencian en base a las 

frecuencias alélicas de marcadores microsatélites.  

 

OBJETIVO GENERAL  

 

-Identificar y caracterizar genotípicamente los clones de T. cruzi presentes en T. infestans 

de las regiones de Atacama, Valparaíso y Metropolitana, y determinar su estructura 

poblacional. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1. Determinar si los triatominos en estudio están infectados por uno (monoclonal) o 

varios clones (multiclonal) de T. cruzi, mediante análisis de marcadores microsatélites. 

2. Determinar el genotipo de los clones predominantes de T. cruzi  presentes en las 

tres poblaciones de triatominos en estudio, mediante el análisis de marcadores 

microsatélites. 

3. Establecer si las poblaciones de T. cruzi procedentes de triatominos de las regiones 

de Atacama, Valparaíso y Metropolitana, son genéticamente diferentes en base a las 

frecuencias alélicas de tres marcadores microsatélites. 

4. Identificar linajes y determinar si existen diferencias significativas entre las 

frecuencias de ellos, en las poblaciones de T. cruzi  procedentes de triatominos de las 

tres regiones de Chile estudiadas. 

 



 

 

3. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

 3.1 Población de triatominos en estudio 

 

La población en estudio estuvo conformada por 109 triatominos positivos a T. cruzi, según 

la determinación realizada por PCR del kineoplasto, llevada a cabo por el Instituto de 

Salud Pública. Estos triatominos fueron obtenidos de tres regiones de Chile, de los cuales 

21 procedían de la Región de Atacama, 62 de la Región de Valparaíso y 26 de la Región 

Metropolitana. Todos pertenecían a la colección del Programa de Erradicación de la 

Infestación Domiciliaria de T. infestans, realizado por el Ministerio de Salud durante el 

período 2005-2007.  

 

3.2 Muestras de T. cruzi 

 

Las muestras de T. cruzi fueron obtenidas a partir del contenido intestinal de cada 

triatomino, el que fue hervido y centrifugado para obtener los sobrenadantes que 

constituyeron las muestras a ser analizadas en este estudio, proceso que fue realizado 

por el Instituto de Salud Pública. 

 

3.3 Amplificación de microsatélites de T. cruzi en muestras procedentes de 

triatominos 

 

La técnica utilizada para la amplificación de los microsatélites de T. cruzi correspondió a 

una modificación del método descrito por Oliveira et al. (1998). El protocolo de 

amplificación fue el siguiente: Desnaturalización inicial a 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 

amplificación consistentes en: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C y 2 minutos a 72°C. Se 

realizó una extensión final de 10 minutos a 72° C, seguido por una segunda amplificación 

con una alícuota de 1 µl obtenida del primer PCR, en la cual únicamente se modificó el 

número de ciclos de amplificación, reducidos de 35 a 30, como la temperatura de 

hibridización, aumentada de 50 a 52°C, de acuerdo a condiciones establecidas 

previamente (Miranda, 2007).  



 

 

Se utilizaron tres pares de partidores fluorescentes marcados con fluoróforos, para 

amplificar los marcadores microsatélites, correspondientes a SCLE10, SCLE11 y 

MCLE01. 

 

3.4 Detección de los productos de amplificación de los marcadores microsatélites. 

 

3.4.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida 

 

Todos las muestras amplificadas fueron analizadas mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 15%, teñidos con bromuro de etidio, de acuerdo a condiciones 

establecidas previamente (Coñoepán, 2006). Las muestras que mostraron productos de 

amplificación en los geles de poliacrilamida, fueron enviadas para ser analizadas 

mediante electroforesis capilar al servicio de electroforesis capilar “Roy J. Carver 

Biotechnology Center de la Universidad de Illinois”. 

  

3.4.2 Electroforesis capilar 

 

Para la detección de los distintos alelos de cada marcador, se realizó PCR utilizando 

partidores fluorescentes marcados con fluoróforos de distinto color. Para el análisis de los 

productos de amplificación fluorescentes, se compró el servicio de electroforesis capilar 

“Roy J. Carver Biotechnology Center de la Universidad de Illinois”. Los gráficos 

resultantes del análisis (electroferogramas) fueron enviados por e-mail al laboratorio de 

Biología Celular y Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, para 

ser estudiados. El número de pares de bases de cada alelo fue determinado utilizando 

alelos clonados de cada marcador como control. En este análisis, la mínima altura del 

peak detectable fue establecida en 80 unidades fluorescentes, en base a la publicación 

realizada por Venegas et al. (2009).  

 

3.5 Determinación del genotipo de los clones predominantes 

 

La determinación de los genotipos de los clones predominantes de T. cruzi en muestras 

que contenían múltiples alelos por locus, fue realizada por comparación de la intensidad 

de las unidades fluorescentes de los 2 “peaks” mayores, directamente en el 



 

 

electroferograma. Cuando la tasa de intensidad entre el menor y el mayor peak fue menor 

que 1/3, se concluyó que el genotipo del clon predominante en esa muestra tenía un alelo 

(correspondiente al peak mayor) y entonces este era homocigoto. Por el contrario si la 

tasa de intensidad entre el menor y el mayor peak fue mayor que 1/3, se concluyó que el 

genotipo en esa muestra del clon predominante estaba formada por 2 alelos y entonces 

era heterocigoto (Venegas et al., 2009). Además, para considerar que una muestra era 

heterocigoto, la diferencia entre el número de pares de bases entre dichos alelos no debía 

exceder los 32, 16 y 20 pares de bases para los marcadores SCLE10, SCLE11 y 

MCLE01, respectivamente (Venegas et al., 2010).  

 

3.6 Determinación del número mínimo de clones  

 

El número mínimo de clones (NMC) de T. cruzi en cada muestra de triatomino fue 

estimada en base al marcador microsatélite que tuviera el mayor número de alelos y en 

base a la asignación del genotipo del clon predominante. De esta manera, la expresión de 

la operación matemática utilizada para obtener el NMC fue la siguiente: NMC = clon 

predominante + alelos adicionales/2. Si el resultado de la división “alelos adicionales/2” 

exhibía la fracción “0,5” se consideraba un clon adicional en el NMC (Venegas et al., 

2009). Por ejemplo, si el genotipo del clon predominante fuera homocigoto “100/100” y 

existieran los alelos adicionales “120”,  “140” y “160”, entonces el número mínimo de 

clones quedaría expresado como NMC = 100/100 + (120 + 140 + 160)/2, lo que significa 

que el NMC sería el siguiente: 

NMC = 1 + (3)/2 = 3. Si en cambio, el genotipo del clon predominante fuera heterocigoto 

“100/120” y los alelos adicionales fueran “140” y “160”, entonces el NMC obtenido sería: 

NMC = 100/120 + (140 + 160)/2 = 2. 

 

3.7 Determinación de linajes de clones predominantes de T. cruzi 

 

Para determinar el linaje en base al genotipo de clones predominantes y clones de T. 

cruzi de linaje conocido publicados en estudios anteriores (De Freitas et al., 2006; 



 

 

Venegas et al., 2009), se utilizó el programa Geneclass con el método Bayesiano descrito 

por Rannala y Mountain (1997) y Piry et al. (2004). La asignación de linajes se realizó 

exclusivamente en aquellas muestras que presentaron un porcentaje de confiabilidad 

mayor o igual al 70%. 

 

3.8 Estudios estadísticos 

 

Para determinar si las poblaciones de T. cruzi procedentes de las regiones de Atacama, 

Valparaíso y Metropolitana presentan diferencias genéticas significativas, primero se 

realizaron estudios comparativos de la frecuencias alélicas de los clones predominantes 

de T. cruzi mediante el programa GenePop1 (Raymont y Rousset, 1995a), utilizando el 

algoritmo de Markov y la prueba de probabilidad exacta de Fisher (Raymont y Rousset, 

1995b). Luego, para determinar si las frecuencias de linajes y clonalidad de las 

poblaciones de T. cruzi encontradas entre las regiones de Atacama, Valparaíso y 

Metropolitana eran significativamente diferentes, se realizó un análisis de varianza 

(ANDEVA) mediante el programa computacional EzAnalyzer versión 2.52. 

 

3.8 Bioseguridad 

 

La manipulación de elementos que constituyen un riesgo químico, como el empleo de 

bromuro de etidio y geles de poliacrilamida, así como el manejo de sus desechos, se 

realizó según como se describe en el Manual de Normas de Bioseguridad elaborado por 

la Comisión Nacional de Investigación Científica y Tecnológica (Anón, 2008).  

 

 

 

 

 

 

                                                           
1
 Genepop corresponde a un paquete de softwares de libre acceso, utilizado en estudios de  genética de 

poblaciones. 

2
 Complemento de Excel que permite realizar análisis estadísticos y es de obtención gratuita. 



 

 

4. RESULTADOS 

 

Objetivo 1: Determinar si los triatominos en estudio están infectados por uno o varios 

clones de T. cruzi, para luego establecer la distribución de la clonalidad (monoclonal o 

multiclonal) en las muestras de las tres regiones estudiadas.  

En la Tabla I se puede observar que, del total de muestras analizadas, el 67% presentó 

dos o más clones de T. cruzi y el 33% restante correspondió a muestras monoclonales. 

En el conjunto de muestras multiclonales, se observó que predominaban las muestras con 

dos clones (35,6%), las cuales correspondían al 23,8% del total de muestras analizadas. 

El mayor número mínimo de clones (NMC), entre 3 y 9, se detectó en una cantidad cada 

vez menor de las muestras estudiadas, como se puede observar en la Tabla I. En 

consecuencia, los resultados presentados en la Tabla I exhiben un claro predominio de 

muestras compuestas de a lo más dos clones (56,8%), en las tres regiones. Al comparar 

las frecuencias de muestras monoclonales y multiclonales de triatominos infectados 

provenientes de las tres regiones en estudio, se observó que las diferencias encontradas 

entre las regiones de Valparaíso y Metropolitana fueron significativas, obteniendo un valor 

de p igual a 0,028 (Tabla II).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla I. Frecuencia del número mínimo de clones de Trypanosoma cruzi, detectados en 

muestras de triatominos de tres regiones de Chile: Atacama, Valparaíso y 

Metropolitana, mediante marcadores microsatélites. 

   

Número mínimo de 

clones de T. cruzi 

(NMC) 

Número y porcentaje de triatominos  Total 

Atacama 

(n=21) 

Valparaíso 

(n=62) 

Metropolitana 

(n=26) 
(n=109) 

1 4 (19)* 26 (41,9) 6 (23,1) 36 (33) 

2 6 (28,6) 15 (24,2) 5 (19,2) 26 (23,8) 

3 2 (9,5) 10 (16,1) 3 (11,5) 15 (13,8) 

4 3 (14,3) 3 (4,8) 2 (7,7) 8 (7,3) 

5 3 (14,3) 2 (3,2) 7 (26,9) 12 (11) 

6 2 (9,5) 2 (3,2) 1 (3,8) 5 (4,6) 

7 1 (4,8) 1 (1,6) 1 (3,8) 3 (2,8) 

8 0 3 (4,8) 0 3 (2,8) 

9 0 0 1 (3,8) 1 (0,9) 

*Entre paréntesis aparece el porcentaje de cada frecuencia respecto del total de muestras de la región 

correspondiente.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla II. Comparación estadística de las frecuencias del número mínimo de clones (NMC) 

entre pares de poblaciones de T. cruzi, provenientes de las tres regiones estudiadas. 

 

Par de población comparada 

Diferencia de las 

Medias Valor de T Valor de p 

V-RM 1,026 2,229 0,028 

V-III 0,803 1,683 0,096 

RM-III 0,223 0,376 0,708 

  El análisis fue realizado mediante el programa computacional EzAnalyzer versión 2.5, utilizando pruebas 

Post Hoc. Para este análisis se consideraró el NMC de T. cruzi de cada muestra de triatomino encontrada en 

la Región de Valparaíso (V), Metropolitana (RM) y Atacama (III). 

 

 

Objetivo 2: Determinar el genotipo de los clones presentes en muestras directas de 

contenido intestinal de triatominos provenientes de las regiones de Atacama, Valparaíso y 

Metropolitana, mediante el análisis de microsatélites. 

De las 109 muestras analizadas, en la Tabla III se presenta un ejemplo de la distribución 

de alelos y genotipos de T. cruzi  para tres marcadores microsatélites,  resultados del 

análisis de nueve muestras de triatominos, tres provenientes de cada región en estudio. 

Esta tabla quedó conformada por cinco columnas que contienen la siguiente información: 

número de muestra de T. cruzi, especie de triatomino, región de origen, loci SCLE10, 

SCLE11 y MCLE01. A modo de ejemplo, en el análisis de la muestra número 9 de T. 

cruzi, obtenida de T. infestans procedente de la Región de Atacama, se detectó una 

población multiclonal, donde el genotipo del clon predominante quedó conformado por los 

alelos destacados en negrita 255/255, 115/115, 178/178, según lo detectado con los 

marcadores SCLE10, SCLE11 y MCLE01, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla III. Genotipos y alelos de T. cruzi detectados en muestras provenientes de 

triatominos T. infestans de tres regiones chilenas estudiadas, mediante tres 

marcadores microsatélites. 

 

N° muestra de T. cruzi/Especie 

de triatomino/Región de origen 

Genotipos y alelos detectados con el 

correspondiente marcador microsatélite 

Muestra Especie Región SCLE10 SCLE11 MCLE01 

9 Ti III 255/255* 115/115 178/178 

  217   

  237   

5 Ti III 225/225 0 0 

10 Ti III 

 

  269/269 145/145 0 

257   

61 Ti V 0 0 94/94 

11 Ti V 0 125/125 130/132 

   109 106 

   111 134 

    136 

52 Ti V 0 ND 98/98 

67 Ti RM 251/253 0 ND 

68 Ti RM 207/207 175/175 ND 

69 Ti RM 259/259 135/139 ND 

   129  

   149  

*Resaltados con negrita se muestran los genotipos de los clones predominantes, presentes en muestras de T. 

infestans (Ti) encontrados en la Región de Atacama (III), Valparaíso (V) y Metropolitana (RM). Los valores que 

no están resaltados con negrita corresponden a alelos de los clones minoritarios, alelos que no pudieron ser 

determinados (ND) o aquellos donde no se obtuvo valores en el electroferograma (0). 

 

Objetivo 3: Establecer si las poblaciones de T. cruzi procedentes de triatominos de las 

regiones de Atacama, Valparaíso y Metropolitana están significativamente diferenciadas, 

en base a las frecuencias alélicas de tres marcadores microsatélites. 



 

 

Para esto se realizó la comparación entre pares de poblaciones del parásito, provenientes 

de las regiones estudiadas. Como Se observa en la Tabla IV, las tres localidades 

presentaron diferencias significativas entre sí (p<0,05), detectadas con los tres 

marcadores microsatélites: SCLE10, SCLE11 y MCLE01. 

 

Tabla IV. Comparación estadística de las frecuencias alélicas de los marcadores SCLE10, 

SCLE11 y MCLE01 entre pares de poblaciones de T. cruzi, provenientes de 

tres regiones chilenas estudiadas, utilizando la Prueba Exacta de G con el 

programa Genepop. 

 

El análisis fue realizado mediante el programa Genepop versión 4.0.7 y los parámetros de la cadena de 

Markov. Para este análisis se consideraron los clones predominantes de T. cruzi de cada muestra de 

triatomino encontrada en la Región de Valparaíso (V), Atacama (III) y Metropolitana (RM). 

 

En la Tabla V se muestra la significancia de las diferencias genéticas existentes entre las 

poblaciones de T. cruzi procedentes de las regiones de Atacama, Valparaíso y 

Locus 

marcador 

Regiones de origen del par de poblaciones de T. cruzi 

comparadas 

Valor de 

p 

SCLE10  V y III 0.00000 

SCLE10 RM y III 0.00000 

SCLE10 RM  y V 0.00000 

SCLE11  V y III 0.00211 

SCLE11 RM  y III 0.00033 

SCLE11 RM  y V 0.00399 

MCLE01  V y III 0.00004 

MCLE01 RM  y III 0.00000 

MCLE01 RM y V 0.00020 



 

 

Metropolitana, al ser analizados los tres loci de microsatélites en conjunto, mediante la 

prueba de probabilidad exacta de Fisher. Como se observa en esta Tabla, las tres 

poblaciones presentaron diferencias significativas altas, en base a la comparación de sus 

frecuencias alélicas. 

Tabla V. Resultados de la comparación estadística de las frecuencias alélicas de los tres 

loci de microsatélites en pares de poblaciones de T. cruzi, provenientes de tres regiones 

chilenas  estudiadas, utilizando el método exacto de Fisher. 

 

Regiones de origen del par de 

poblaciones comparadas 

Valor de p 

III y V Altamente significativaa 

III y RM Altamente significativaa 

V y RM Altamente significativaa 

a 
Al menos dos de las pruebas individuales combinadas arrojaron un valor estimado de p igual a cero. 

El análisis fue realizado mediante el programa Genepop versión 4.0.7. mediante la prueba de probabilidad 

exacta de Fisher. Para este análisis se consideraron los clones predominantes de T. cruzi de cada muestra de 

triatomino encontrada en la Región de Valparaíso (V), Atacama (III) y Metropolitana (RM). 

 

Objetivo 4: Identificar linajes y frecuencia de linajes presentes en las poblaciones de T. 

cruzi provenientes de tres regiones chilenas y establecer si existen diferencias 

significativas entre las frecuencias detectadas.  

La determinación de linajes se pudo realizar en 66 de las 109 muestras en estudio. Como 

se muestra en la Tabla VI, el resultado de este análisis ordenó las poblaciones de T. cruzi 

analizadas en cuatro grupos, TcI, TcII, TcIII y H (TcV – TcVI). Los linajes detectados con 

mayor frecuencia en el total de muestras estudiadas fueron TcI (39,4%) y TcIII (39,4%). Al 

comparar la distribución de linajes por región, se observó que la región de Atacama no 

presentaba clones predominantes de T. cruzi pertenecientes al grupo H y, por el contario, 

el linaje TcIII (63,6%) fue claramente el más frecuente. En cuanto a las regiones de 

Valparaíso y Metropolitana, los linajes TcI y TcIII fueron los detectados mayoritariamente, 

presentando en ambas regiones frecuencias muy similares: 43,9% - 34,1% y 35,7% - 

35,7%, respectivamente. Sin embargo, al comparar las frecuencias de los cuatro linajes 

detectados entre las poblaciones de T. cruzi provenientes de las regiones de Atacama, 

Valparaíso y Metropolitana, no se encontraron diferencias significativas (p=0,76).  



 

 

Tabla VI. Distribución y frecuencia de linajes de los clones predominantes de T. cruzi 

encontrados en triatominos capturados en tres regiones chilenas estudiadas, 

mediante análisis de microsatélites. 

 

Linajes Número y porcentaje de clones predominantes en 

cada región 

 

Total 

Atacama  

n=11 

Valparaíso  

n=41 

Metropolitana 

n=14 
n= 66 

TcI 3 (27,3)* 18 (43,9) 5 (35,7) 26 (39,4) 

TcII 1 (9,1) 5 (12,6) 3 (21,4) 9 (13,6) 

TcIII 7 (63,6) 14 (34,1) 5 (35,7) 26 (39,4) 

H (TcV –TcVI) 0 4 (9,8) 1 (7,1) 5 (7,6) 

*Entre paréntesis aparece el porcentaje al que corresponde cada frecuencia respecto del total de muestras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5. DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio se analizaron 109 muestras de T. cruzi  obtenidas del mismo 

número de triatominos provenientes de las regiones de Atacama, Valparaíso y 

Metropolitana, mediante tres marcadores microsatélites. Al analizar la distribución de 

clonalidad en muestras de triatominos, se observó que el 67% de ellas presentaba más de 

un clon. Estos resultados concuerdan con lo descrito en literatura respecto de que las 

poblaciones presentes en triatominos son principalmente multiclonales, lo cual podría 

deberse a que pacientes en áreas endémicas pueden estar infectados por múltiples 

contactos con diferentes triatominos y estos a su vez, pueden alimentarse de diferentes 

individuos infectados (Macedo et al., 2002). Sin embargo, las muestras multiclonales se 

componían, principalmente, de 2 clones (35,6% de las muestras multiclonales). El número 

de muestras disminuyó progresivamente en relación al aumento del número de clones 

presentes en ellas. En consecuencia, en este trabajo se detectó con mayor frecuencia la 

presencia de muestras con uno (33%) y dos (23,8%) clones, las que en conjunto 

representaron el 56,8% del total de las muestras analizadas. Estos resultados podrían 

reflejar una disminución del número de triatominos en las regiones endémicas como 

resultado de la implementación del Programa de Erradicación de la Infestación 

Domiciliaria de T. infestans llevado a cabo desde 1991 por el Ministerio de Salud, pues al 

disminuir el número de insectos vectores se reduciría la probabilidad de contacto entre el 

vector y los hospederos animales y/o humanos. De esta manera la infección de los 

triatominos con un mayor número de clones de T. cruzi se habría restringido y por 

consiguiente, habría disminuido la diversidad clonal presente en estos insectos vectores.  

La amplificación de microsatélites mediante PCR permitió identificar los clones de T. cruzi 

directamente en las muestras de los triatominos analizados. Además, permitió determinar 

la clonalidad de las poblaciones de T. cruzi, obtenidas de triatominos y asignar el genotipo 

de los clones predominantes en cada una de ellas.  

Luego, al analizar las poblaciones de T. cruzi procedentes de las regiones de Atacama, 

Valparaíso y Metropolitana, mediante la Prueba Exacta de G y el método de Fisher, se 

encontró que estas tres poblaciones estaban significativamente diferenciadas. Esto se 

podría explicar, en primera instancia, por la disminución del tamaño poblacional de los 

insectos triatominos como consecuencia de los sistemas de vigilancia epidemiológica del 

Ministerio de Salud y el Programa de Erradicación de la Infestación Domiciliaria de T. 



 

 

infestans. El menor tamaño poblacional de los triatominos habría interferido en el ciclo de 

transmisión de T. cruzi, debido a la menor probabilidad de contacto entre hospederos y 

vectores, disminuyendo así la posibilidad de dispersión del parásito entre regiones y, 

consecuentemente, disminuyendo el flujo génico entre sus poblaciones.  

En segundo lugar, el tipo de reproducción principalmente clonal de T. cruzi, favorecería el 

mínimo flujo génico entre poblaciones, donde cada clon representa un linaje que se 

reproduce por división binaria y queda inalterado hasta que ocurra una mutación (Oliveira 

et al., 1998). Por otra parte, las barreras geográficas así como la distancia presente entre 

estas tres regiones, son factores que mantendrían el bajo flujo génico entre las 

poblaciones de T. cruzi al impedir la dispersión de los vectores de este parásito. Además, 

las diferencias geográficas, climáticas y demográficas entre las regiones de Atacama, 

Valparaíso y Metropolitana (Apt et al., 1987) constituyen ambientes y nichos ecológicos 

distintos que se asocian con la presencia de diferentes mamíferos peridomésticos como 

posibles reservorios de T. cruzi (Rozas et al., 2007). En conjunto, los factores 

mencionados probablemente generan las condiciones necesarias para determinar el 

origen de poblaciones genéticamente diferentes de este parásito. Sin embargo, en este 

estudio no se puede descartar el efecto de la deriva génica, dado el número de muestras 

presentes en las regiones de Atacama y Metropolitana, hecho que podría sobrestimar 

estas diferencias.  

Por último, la distribución y frecuencia de linajes de las poblaciones de T. cruzi en estudio 

se determinó comparando, mediante el programa Geneclass, los resultados obtenidos en 

este estudio para los clones predominantes, con la información obtenida de literatura 

sobre clones de T. cruzi de linaje conocido (De Freitas et al., 2006; Venegas et al., 2009). 

Este análisis se realizó con las 109 muestras de T. cruzi analizadas, 66 de las cuales  

(60,6%) alcanzaron sobre un 70% de confiabilidad, razón por la cual estas muestras 

fueron las consideradas para este estudio. Los linajes más frecuentes detectados en el 

total de clones predominantes de T. cruzi fueron TcI (39,4%) y TcIII (39,4%), seguidos de 

los linajes TcII (13,6%) y H (TcV-TCVI) (7,6%). Estos resultados concuerdan parcialmente 

con la distribución de linajes de T. cruzi encontrada en poblaciones de triatominos del 

género Mepraia, provenientes de dos áreas diferentes de la región de Coquimbo, 

analizadas por pruebas de KDNA (Coronado et al., 2009). En el reporte de Coronado et 

al. (2009), el linaje de T. cruzi encontrado con mayor frecuencia en el contenido intestinal 

de ambas poblaciones fue TcI, seguido por los linajes TcII, TcV y TcVI, con frecuencias 



 

 

más bajas. En el estudio mencionado no se pudo identificar genotipos en un 20,9% y 

39,1% de las muestras de T. cruzi en cada una de las poblaciones estudiadas, las cuales 

se asociaron a los linajes TcIV ó TcIII. Estos antecedentes sugieren que, probablemente, 

el linaje TcI sería el linaje predominante en Chile, sin embargo, se requiere estudiar las 

poblaciones restantes del territorio endémico para poder establecer con mayor precisión 

la distribución de linajes de T. cruzi en nuestro país. Por otra parte, en el presente estudio, 

se observó que la diversidad de linajes presente en las tres regiones es bastante similar, 

sin embargo, al comparar la distribución de linajes, encontramos que la región de 

Atacama presenta diferencias con respecto a las regiones de Valparaíso y Metropolitana y 

que estas últimas exhiben frecuencias de linajes muy similares. De esta manera, resulta 

interesante que la frecuencia del linaje TcIII observada en la región de Atacama (63,6%) 

correspondía casi al doble de las frecuencias de este linaje encontradas en las regiones 

de Valparaíso (34,1%) y Metropolitana (35,7%). Sin embargo, estas diferencias no fueron 

estadísticamente significativas (p=0,76), por lo que se requiere realizar nuevos estudios al 

respecto en base a un mayor número de muestras y considerando las limitaciones en la 

determinación de linajes de T. cruzi. Así, en este estudio fue posible realizar la asignación 

de linajes de T. cruzi a un 60,6% de las muestras, quedando excluidas 43 muestras de 

triatominos, situación similar a lo ocurrido en otros estudios (Coronado et al., 2009; 

Venegas et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6. CONCLUSIONES 

 

 Las poblaciones de T. cruzi analizadas, estaban genéticamente diferenciadas, lo 

que apoya la hipótesis propuesta en este estudio. 

 Las muestras de T. cruzi procedentes del contenido intestinal de triatominos 

capturados en las regiones de Atacama, Valparaíso y Metropolitana presentan un 

predominio de poblaciones multiclonales del parásito (67%). 

 Los linajes TcI y TcIII de T. cruzi son los más frecuentemente detectados en los 

triatominos de las tres regiones en estudio.  

 No se detectaron diferencias significativas en las frecuencias de los linajes TcI, 

TcII, TcIII e híbridos (TcV y TcVI) entre las tres regiones en estudio. 
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