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Natural infection of opossum (Didelphis albiventris) anal glands by Trypanosoma cruzi at
Bambui — MG — Qur of 87 opossums, Didelphis albiventris, captured in the Bambui area (Minas
Gerais State), 32 (36,7%) were found infected by Trypanosoma cruzi; the rates varied according
fo whether the specimens originated from sylvan, rural peridomiciliar or urban surroundings, being
34.9, 81.8 and 7.7 respectively. From 20 of the infected opossums the anal glands were repeatedly
examined and found positive in only one {5%) specimen {GA 9), with 7 positive examinations out
of 17 performed through an 18-months periods, Material from these glands produced patent
parasitemia in opossums and sub-patent infections in mice.

Isolates from the opossum GA 9, obtained through xenodiagnoses and hemocultures and from
cultures of the infected anal glands fitted into zymodeme Z, .
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O cardter zoondtico da tripanosomiase ame-
ricana foi estabelecido por Chagas (1912), pelo
encontro do Trypanosoma cruzi parasitando o
tatu (Dasypus novemcinctus) e triatomineos
(Panstrongylus geniculatus) capturados em
habitat natural. A partir deste relato vdrios pes-
quisadores tém estudado a infeccdo pelo T. cru-
zi numa grande variedade de animais silvestres,
visando elucidar qual o papel que desempenham
na epidemiologia da doenca de Chagas.

Alguns reservatorios, devido a seus hdbitos
sinantropicos, tém um importante papel na in-
terligacdo dos ciclos silvestres e domésticos do
1. cruzi. Desde o encontro da infec¢ao natural
deste parasita em Didelphis marsupialis (Ro-
bertson, 1920) em Honduras, diversos trabalhos
tem demonstrado o parasitismo desta espécie e
suas subespéecies, bem como de outros didel-
fidas no Brasil e outros paises (Barretto, 1964).

A 1mportancia epidemiologica do género
Didelphis deve-se principalmente ao fato de
apresentarem indices de infeccdo relativamente
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altos, conforme observado por Rodrigues &
Melo (1942) em Belém (91,7%); Guimardes &
Jansen (1943) no Rio de Janeiro (35,7%);
Alencar et al. (1962) no Ceard (26,6%); Schlem-
per Jr. et al. (1985) na Ilha de Santa Catarina
(23,5%); Fernandes et al. (1987) em Bambuf —
MG (31,5%), entre outros. Além dos seus altos
indices de infec¢do, os gambds apresentam para-
sitemia patente com longa duragdo, como as-
sinalam Alvarez Crespo (1947); Barreto et al.
(1964) e Zeleddn et al. (1970), sendo ainda
incriminados como elo entre os ciclos de trans-
missdo silvestre e doméstico do T. cruzi por in-
vadirem freqientemente as habitacdes huma-
nas, tanto nas zonas rurais quanto nas urbanas,
servindo de fonte alimentar para triatomineos
domiciliados e silvestres (Barretto, 1964). So-
mame-se a estes aspectos o encontro de 7. cruzi
em urina de D. masupialis (McKeever et al.,
1958; Olsen et al., 1964} e, mais recentemente,
0 parasitismo do limen da glindula anal de
gambas experimentalmente (Deane et al., 1984)
e naturalmente infectados (Naiff et al., 1986:
Steindel et al., 1987; Fernandes et al., 1987),
sugerindo serem estes os animais silvestres de
maior importancia na epidemiologia da doenga
de Chagas, pela possibilidade de transmitirem o
T. cruzi por outras vias que ndo as habituais.
Existem na literatura relatos de pequenos surtos
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epidémicos de doenga de Chagas, cuja transmis-
sdo poderia ter se dado via oral, onde gambas
possam ter tido participacdo direta na contami-
na¢do de algum alimento (Silva et al., 1965;
Shaw et al., 1969; Marcondes ¢t al., 1988}. Ten-
do em vista a crescente importincia que o géne-
ro Didelphis vem assumindo como reservatorio
da doenca de Chagas, propusemo-nos, neste tra-
balho, a estudar a freqliéncia de formas infecti-
vas do 7. cruzi presentes nas glandulas anais e
no sangue de animais naturalmente intectados,
capturados no municipio de Bambui no pe-
riodo de agosto de 1986 a setembro de 1987.

MATIERIAL E METODOS

O municipio de Bambui localiza-se no oeste
do Estado de Minas Gerais e estd em Vigilancia
Epidemioldgica para o controle da doenca de
Chagas desde 1974 (Dias, 1982), quando foi
implantado um sistema de borrifacdo das casas
com inseticida de a¢do residual mediante a noti-
ficacdo de presenca de triatomineos feita pela
propria populagdo. Como critério de escolha
para a captura dos didelfideos, selecionamos
dreas com maior freqiiéncia de triatomineos em
ecOtopos artificiais e aquelas com maior facili-
dade de acesso. Foram escolhidas trés areas para
estudo, duas areas rurais divididas em 11 locali-
dades e a drea do perimetro urbano da cidade.
Para a captura dos gambas foram utilizadas ba-
nanas como isca em armadilhas de arame distri-
buidas nas dreas em estudo, em ambientes sil-
vestre e peridomiciliar. Nos animais capturados
procedeu-se a investigacio e isolamento do
T. cruzi através dos seguintes exames:

Exame a fresco: de cada animal examinaram-
se cinco laminas de sangue obtido por puncio
da veia marginal caudal com auxilio d¢ um esti-
iete;

Xenodiagnostico: feito com 30 triatomineos
de 39 estddio por gambd, sendo 10 T, infestans,
10 P. megistus ¢ 10 R. neglectus. Exame segun-
do Bronfen et al. (1987), para isolamento e am-
plificacdo das amostras de 7. cruzi,

Hemocultura: os animais toram punctonados
via veia marginal caudal segundo Jurgelski Jr
(1974), com seringa de 5 ml heparinizadas para
cultivo e amplificacdo das amostras em meio
LIT (“Liver Infusion Triptose™), (Camargo,
1964). Os tubos de hemocultura foram manti-
dos a 28 O9C e examinados aos 15, 30, 45 ¢ 60
dias de incubacio;
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Sorologia: todos os animais capturados fo-
ram submetidos a reagdo de imunotluorescéncia
indireta — RIF1 (Camargo, 1966}, utilizando-se
como conjugado imunoglobulinas totais de
coelho anti-imunoglobulinas de gamba, método
considerado por Jansen et al. (1985) o mais sen-
sive] para diagnosticar infec¢do pelo 7. cruzi em
pgambas;

Exame das glindulas anais: em todos os ani-
mais infectados as glindulas anais foram exami-
nadas por compressdo entre 6 e 17 vezes. Os
exames foram feitos assepticamente ¢ ¢ mate-
rial foi inoculado em meio LIT e/ou NNN
(McNeal, Novy e Nicolle) com LIT na fase
liquida, adicionando-se amplacilina (3,3 mg/ml).
Os tubos de cultura mantidos a 28 ©C, foram
examinados aos 15, 30, 45 e 60 dias. No exame
a {resco examinava-se uma média de 8 laminas
do material diluido em PBS, que quando positi-
vo, era inoculado em camundongos albinos.
Com material glandular infectado foram inocu-
lados dois gambds com sorologia (RIFI), hemo-
cultura ¢ xenodiagnoéstico negativos para o
T. cruzi. A constata¢do da inteccdo nos camun-
dongos foi realizada através de exames a fresco,
xenodiagnodstico, hemocultura ¢ sorologia
(RIF]), e nos gambds somente através de exame
a fresco.

Para a caracterizag@o bioquimica das amos-
tras de T. cruzi isoladas dos gambads via vetores,
hemocultura e glindulas anais, utilizou-se 0
perfil eletroforético das enzimas: alanina amino-
transferase (ALAT) (EC 2.6.1.2); aspartato ami-
notransferase (ASAT) (EC 2.6.1.1); enzima
madlica (ME) (EC 1.1.1.40); fosfoglucomutase
(PGM) (EC 2.7.5.1); glicose 6-fosfato desidroge-
nase (G6PD) (EC 1.1.1.49) e glicose fosfato
isomerase (GPI) (EC 5.3.1.9), Romanha (1982).

RESULTADQOS

Dos 87 gambads {(D. albiventris) examinados,
32 (36,7%) encontravam-se parasitados pelo
T. cruzi (Tabela I). Os indices de infecgdo fo-
ram 349%, 81,8% e 7,7%, respectivamente,
para animais capturados em ambientes silves-
tres, peridomiciliar rural e procedentes do peri-
domicilio urbano. Na avaliagdo parasitologica
(hemocultura + xenodiagnodstico) e sorologia
houve 100% de concordancia, sendo gque o exa-
me a fresco foi negativo em 9 (28,1%) dos gam-

bds examinados, e o titulo da RIFI variou de
1:20 a 1:160.
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TABELA I

Infeccao natural pelo Trypanosoma cruzi em gambas
{Didelphis albiventris) capturados em diferentes
ambientes no municipio de Bambui - MG

Ambiente Gambas
de
captura Examinados Infectados
Silvestre 63 22 (34,9%)
Peridomiciliar rural 11 9 (81,8%)
Peridomiciliar urbano 13 1 (7,7%)
Total 87 32 (36,7%)

Do grupo de gambds positivos, para estudo
do parasitismo das glandulas anais, foram consi-
derados apenas 20 animais que apresentavam
um minimo de 6 exames. Apenas o exemplar
namero 09 (5%) apresentou parasitos (formas
epimastigotas e tripomastigotas) na secrecdo
glandular a partir do 59 exame e em 7 do total
de 17 exames realizados (41,2%) (Tabela II).
Camundongos albinos inoculados intraperito-
nialmente com material glandular apresentaram
exames a fresco, hemocultura ¢ xenodiagnosti-
cO negativos, porém- com reagdo sorologica

(RIFI) positiva na diluicao 1:40. Os dois gam-
bas inoculados com idéntico material apresenta-
ram exame de sangue a fresco positivo. Passados
sete meses da inoculacdo ainda nfo foi observa-
do parasitismo das glandulas anais nestes ani-
mais.

O isolamento do 7. cruzi proveniente das
glandulas anais sé foi conseguido em meio
NNN. O meio LIT resultou negativo mesmo
apds sucessivas tentativas de isolamento do
parasita, servindo entretanto, para a obtencdo
de massa do mesmo, para a caracteriza¢do iso-
enzimdtica. Ao contrdrio dos parasitas de glan-
dulas anais, os parasitas sanguineos dos gambas,
cresceram normalmente em meio LIT.

O estudo isoenzimdtico realizado com amos-
tras de 7. cruzi do gamba 09, obtidas via hemo-
cultura, xenodiagnéstico (P. megistus, R. ne-
glectus e T. infestans/, e glindulas anais de-
monstrou pertencerem rigorosamente a0 mes-
mo Zimodema, semelhante ao Zimodema Z1.
Um estudo detalhado do perfil isoenzimatico
das amostras isoladas via xenodiagnostico e
hemocultura de outros gambas serd oportuna-
mente publicado.

TABELA 11

Avaliacdo parasitologica, sorologica e parasitismo de glandulas anais de Didelphis albiventris naturalmente
infectados pelo Trypanosoma cruzi, capturados no municipio de Bambui — MG

Glandulas-anais

G;ng fa Efii?} 4 Xenodiagnostico Hemocultura RIFI** EX. positivos/
NO exames realizados
03 + + + 1:40 0/10
08 + + + 1:20 0/07
09 + + + 1:80 7117
10 + + + 1:40 0/14
11 + + + 1:40 0/14
13 + + + 1:160 0/10
14 — + + 1:40 0/09
15 + + + 1:40 0/11
16 + + + 1:20 0/10
17 + + + 1:40 0/09
18 + + + 1:20 0/10
20 - + + 1:40 0/09
21 — + + 1:40 0/09
22 + + + 1:20 0/09
23 + + + 1:20 0/09
24 + + + 1:160 0/06
27 + + + 1:40 0/06
28 + + + 1:40 0/06
29 + + + 1:20 0/06
30 + + + 1:40 0/06

* Total de gambds examinados = 20,
** Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
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DISCUSSAQ

Os dados obtidos neste trabalho indicam que
0 gamba (D). albiventris/, unica espécie captura-
da, é um importante reservatério do 7T, cruziem
Rambui, tanto no ambiente silvesire como no
peridoméstico. A epidemiologia da doenga de
Chagas neste municipio caracteriza-se por uma
primeira fase em que o vetor prevalente era o
T. infestans, espécie essencialmente intradomi-
ciliar e antropofilica, seguramente responsével
pelas altas taxas de prevaléncia ai observadas.
Apds o uso continuo de inseticida de a¢do resi-
dual o T. infestans foi erradicado, interrompen-
do-se a transmissdo doméstica da doenca de
Chagas. O P. megistus, espécie nativa de grande
mobilidade, circulando ativamente do ambiente
silvestre para ¢ doméstico, passou a ser 0 (nico
triatomineo capturado, cuja colonizacdo domi-
ciliar é impedida pela pressao do inseticida uti-
lizado na Vigilincia Epidemioldgica ai implan-
tada a partir de 1974 (Dias, 1982). Desta ma-
neira, o encontro de altas taxas de infec¢do em
gambds peridomiciliados (81,8%) constituem
um sério risco de reinstalacdo de focos de trans-
missdo da doenga, caso sejam suspensas as ati-
vidades de wvigilincia e borrifacdo exercidas.
Pode-se verificar que a infectividade diminui
em gambds capturados no perimetro urbano
(7,7%), estando este fato associado, provavel-
mente, ac menor contato destes animais com
triatomineos silvestres.

A RIF]I demonstrou ser um excelente méto-
do de diagnéstico da infeccdo pelo T. cruzi,
conforme jd observado por Jansen et al. (1985),
pela concordancia (100%) dos resultados com
métodos parasitologicos (xenodiagnéstico e
hemocultura), o que facilita a operacionaliza¢do
de pesquisas que visem estudar a prevaléncia
desta infeccdo em gambds. Deve-se considerar
entretanto, em dreas onde ocorre leishmaniose,
a possibilidade de reacdo soroldgica cruzada
com 0 7. cruzi, uma vez que Leishmania spp.
infecta o género Didelphis (Arias et al., 1981;
Sadigursky et al., 1987).

O parasitismo das glindulas anais pelo
T. cruzi, em gambds sugere um alto grau de
adaptacdo do parasita ao hospedeiro, visto que,
no lumen das glandulas os mesmos estZo prote-
gidos da resposta imune, podendo dai serem
disseminados para os tecidos via corrente cir-
culatéria. Além disso, este ambiente propor-
ciona-lhes os nutrientes necessarios para o seu
desenvolvimento (Deane et al., 1984 ; Lenzi et
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al., 1984). Apesar das evidéncias da adaptagdo
1. cruzi-gambd, ndo se sabe quais os fatores que
determinam o parasitismo destas glandulas.
Nossos dados mostram que mesmo com repeti-
dos exames da secre¢@o glandular, dos 20 ani-
mais infectados que estudamos, foi observado
parasitismo natural por 7. cruzi em apenas um
animal (5%). Estes resultados concordam com
Steindel et al. (1986) que, estudando 12 gam-
bds {D. marsupialis} naturalmente infectados do
municipio de Floriandpolis e Itapema (Santa
Catarina), examinaram de 1 a 22 vezes o mate-
rial glandular, com resultados sempre negativos.
Em trabalho posterior (Steindel et al., 1988) na
Hha do Arvoredo (Santa Catarina), em nove
gambas {D. marsupialis), verificaram o parasitis-
mo das glindulas anais em apenas um animal;
o mesmo resultado foi observado por Naiff
et al. (1987) entre 48 gambis (D. marsupialis)
da regifo de Manaus (Amazonas). Os nossos re-
sultados e os da literatura mostram que a preva-
léncia da infecgdo das glindulas anais pelo
T. cruzi em gambds naturalmente infectados é
baixa. Deve-se considerar, entretanto, que em
17 exames realizados no mesmo animal,
7 (41,2%) apresentavam parasitas. Estes dados
contrapfem-se aos obtidos experimentalmente
por Deane et al, (1984} que observaram seis
gambds positivos em oito inoculados {D. mar-
supialis}). Além disso, as caracteristicas da in-
fec¢cdo por nds observadas sao muito diferentes
das encontradas por estes pesquisadores. No
nosso material foram identificadas formas tri-
pomastigotas e epimastigotas, porém sem 2 in-
tensidade parasitdria (grandes massas de parasi-
tas) observada na infec¢do experimental (Deane

et al., 1984).

Sabe-se que os gambds apresentam ampla
distribuicdo geogrifica (Zeledon, 1974; Varejdo
& Valle, 1982), sendo encontrados em grande
numero (Valle, 1987, comunica¢do pessoal),
transitando por diversos ambientes e servindo-
thes como elo de ligacdo (Barretto, 1968). Ape-
sar da baixa prevaléncia de animais naturalmen-
te infectados com T. cruzi nas glanduias anais,
observada por nds e outros pesquisadores {Naiff
et al., 1986; Steindel et al., 1988), o fato de sua
ocorréncia pode assumir grande importincia
epidemioldgica em certas circunstdncias. Deve-
se considerar ainda a sobrevida e a capacidade
infectiva do 7. cruzi proveniente de cultura
(Lainson et al., 1980), glindulas anais (Jansen
& Deane, 1985) e de triatomineos (Soares et
al., 1987) em alimentos. Os fatos, somados,
reforgam a possibilidade de transmissdo “per
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0s” da doen¢a de Chagas nos surtos epidémicos
de Teotdnia (Silva et al., 1968), Belém (Shaw
et al., 1969) e Paraitba (Marcondes et al., 1988),
em que gambas possam ter assumido importan-
te papel como fonte de infecc¢ao.

O isolamento dos parasitos provenientes das
glandulas anais (GAQ9), s6 foi possivel em meio
NNN. Esta dificuldade pode estar relacionada a
heterogeneidade das amostras de 7. cruzi (Bre-
ner, 1977; Miles & Cibulskis, 1986), que se re-
fletiria também no comportamento em meio de
cultura, jd que Thomaz ¢t al. (1984) ¢ Steindel
et al. (1988) isolaram parasitas de glindulas
anais em melo LIT de gambds experimental-
mente ¢ naturalmente infectadas, respectiva-
mente. No entanto, ap6s o isolamento dos para-
sitas das glandulas, nossa cepa apresentou abun-
dante crescimento em meio LIT, resultado este
tambeém observado quando se procedia ao iso-
lamento diretamente das formas sanguineas via
hemocultura ou xenodiagnoéstico, sugerindo po-
der existir no contetdo glandular deste gamb4
(GAO9) algum fator de inibi¢do de crescimento
do parasita. Este fator de inibi¢do poderia ser
anulado no meio NNN e ndo anulado ou até
exacerbado no meio LIT. A andlise isoenzim4-

tica de parasitas isolados por diferentes ma-

neiras, mostrou uma popula¢io rigorosamente
homogénea de 7. cruzi, conforme observado
por Carreira et al. (1985) na demonstragio da
simuitaneidade dos ciclos tissular e glandular.

RESUMO

Infeccdo das glindulas anais de gambds em
Bambui — MG — De 87 gambas, Didelphis albi-
ventris, capturados na regido de Bambui (MG),
32 (36,7%) estavam infectados pelo Trypano-
soma cruzi. Os (ndices de infeccdo foram
349%, 81,8% e 7,7%, respectivamente, para
amimais capturados em ambiente silvestre, peri-
domiciliar rural ¢ peridomiciliar urbano. Em 20
gambas infectados as glandulas anais foram exa-
minadas repetidamente ¢ apenas um (5%) ani-
mal {(GAO9) apresentou exame positivo. Foram
positivos 7 dos 17 exames a fresco da secre¢do
glandular deste animal ao longo de 18 meses.
Material destas glandulas produziu parasitemia
patente em gambds e infecgdo subpatente em
camundongos.

A andlise isoenzimdtica realizada com amos-
tras de 7. cruzi do GAQ9, obtidas via hemocul-
tura, xenodiagnostico e glandulas anais demons-
traram pertencerem rigorosamente aoc mesmo

Zimodema, semelhante ao Zimodema Z,. As
observagdes mostram que a infec¢do das glaindu-
las anais pelo 7. cruzi em gambds naturalmente
infectados da regiZo de Bambui é baixa.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi — glindulas
anais — gambas — isoenzimas
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