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TRIPANOSSOMOS SEMELHANTES AO TRYPANOSOMA CRUZI EM
ANIMAIS SILVESTRES E SUA IDENTIFICACAO COM O AGENTE
ETIOLOGICO DA DOENCA DE CHAGAS

Mauro Pereira BARRETTO (1)

RESUMO

O Autor analisa demoradamente o problema da identificacio de tripanos-
somos encontrados em mamiferos, com o T. cruzi, e conclui que, pelo menos, os
seguintes elementos devam ser tomados em consideragio: 1) semelhanca morfo-

légica; 2) coincidéncia dos dados biométrices, particularmente o comprimento

total médio e o indice nuclear médio; 3) cultivabilidade em meios contendo
agar-sangue; 4) evolugdo no tubo digestivo de triatomineos com desenvolvimento
de tripanossomos metaciclicos no intestino posterior; 5) infetividade para ani-
mais de laboratério, particularmente para o camundongo e os ratos jovens;
6) multiplicagdo sob a forma de leishménias nos tecidos do hospedeiro verte-
brado, natural ou experimental; 7) desenvolvimento de imunidade contra amos-
tras virulentas de origem humana.

Mostra a variabilidade de cada um déstes caracteres, com a possivel exce-
¢do da imunidade cruzada, e conclui pela necessidade de se apreciarem todos
Eles em conjunto para se chegar a identificacio de um tripanossomo de mami-
fero com o agente da doenga de Chagas, com razo4vel margem de seguranga.

INTRODUCAO

CDU 616.937.8

Como se sabe, a doenga de Chagas é uma
zoonose. Segundo tudo indica, a tripanoso-
miase americana era, primitivamente, uma
-enzootia, afetando exclusivamente mamiferos
silvestres e sendo transmitida por triatomi-
meos de habitos silvestres. Com a invasio
dos abrigos de animais domésticos e das ha-
bitagbes humanas por triatomineos e a ada-
tagio progressiva déstes aos ecotopos artifi-
ciais, o T. cruzi passou a infetar o homem
e os animais domésticos suscetiveis, em par-
ticular o cdo e o gato. Uma vez alcancada
a completa domiciliagdo por parte de algu-
‘mas espécies de triatomineos, o parasita pas-
sou a ter o ciclo biologico limitado, funda-
mentalmente, ao homem, animais domésticos

e inseto vector, deixando, entdo, os mami-
feros silvestres de desempenhar papel essen-
cial na cadeia epidemiolégica da doenca.

Acontece, porém, que, mesmo depois de
estabelecido &ste ciclo doméstico do T. cruzi,
persiste ainda o ciclo silvestre; &ste, nas
dreas em que o ciclo doméstico é interrom-
pido pela eliminagio de triatomineos me-
diante expurgo domiciliar e peridomiciliar
com inseticidas de poder residual, continua
ativo e constitui focos extradomiciliarios de
onde a infeccio pode ser trazida eventual-
mente para as habitagbes humanas e ane-
xo0s. Dai a importdncia que tem o conhe-
cimento déstes focos naturais representados
por reservatérios e vectores silvesires.

Trabalho do Départamento de Parasitologia (Diretor: Prof. Dr. Mauro Pereira Barretto), Facul-

dade de Medicina, Ribeirdo Préto, Sdo Paulo, apresentado na XVII Reunifo Anual da Sociedade
Brasileira para o Progresso da Ciéncia, Belo Horizonte, 7 de julho de 1965.

{1) Professor catedratico
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Reconhecido, desde os primeiros trabalhos
de Chagas'* ', o carater zoondsico da tri-
panosomiase americana, varios pesquisado-
res, em diferentes épocas e em diversos pai-
ses da América, tém procurado a infeccéo
pelo T. cruzi em animais domésticos e sil-
vestres. Em conseqiiéncia destas pesquisas
descobriram-se flagelados idénticos ou seme-
Jhantes ao agente etiolégico da doenga de
Chagas, em cérca de uma centena de espé-
cies ou subespécies de mamiferos.

Quanto & identificagdo déstes flagelados,
poderiames dizer que, a principio, houve

uma tendéncia unicista: todos os tripanos-

somos de tamanho médio, com nucleo cen-
tral ou subcentral e com cinetoplasto gran-
de e subterminal seriam eletivamente T.
cruzi. S6é fariam exce¢dio alguns parasitas
de morcégos americanos, que, a partir de
LAVERAN & MgsniL 26, foram identificados
como T. vespertilionis. Mas, segundo Dias %,
mesmo éstes flagelados ndo seriam distintos
do T. cruzi; estribado na semelhan¢a mor-
folégica dos parasitas e em suas observagbes
sbbre o comportamento do tripanossomo de
Phyllostomus hastatus, concluiu que o T.
vespertilionis e o T. cruzi “sio uma tUnica
espécie, ou podem, quando muito, ser con-
siderados subespécies, ragas ou variedades do
mesmo parasita”. A prevalecer &ste ponio
de vista, o T. cruzi cairia em sinonimia do
T. vespertilionts que lhe tem prioridade.

Mais tarde, porém, o préprio Dias **, ba-
seado em estudos bioméiricos e em pesqui-
sas sbbre o comportamento biolégico de tri-
panossomos animais, em particular de mor-
cégos, tornou-se pluralista, passando a admi-
tir a existéncia do grupo cruzi que incluiria,
além das duas espécies acima mencionadas,
outras formas afins.

Cabem aqui varias questdes de grande
importincia epidemiolégica: 1) serfio os
tripancssomos encontrados nos animais real-
mente 7. cruzi ocu flagelados semelhantes,
mas ndo idéntices, ao agente etiologico da
doenca de Chagas? 2) deverfo todos os
animais infetados pelo verdadeiro T. cruzi
ser considerados como reservatérios ou, co-
mo querem Dias & col?®, apenas aquéles
mamiferos que albergam amostras virulentas
do parasita? -3) quais dos animais infeta-
dos pelo T. cruzi constituirao importantes
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‘o primeiro elemento de identificacio.

fontes de infecgdo para o homem, em virtu-
de de seus habitos, de sua freqiiéncia, de
ceus indices de infeccdo e de suas relagbes
com triatomineos que habitualmente entram
em contato com o homem? 4) haverda amos-
tras de T. cruzi de origem animal que se-
jam destituidas de viruléncia e, portanto. de
importancia?

A despeito de pesquisas que vém sendo
realizadas néstes Gltimos anos em varias ins-
tituigdes nacionais e estrangeiras, visando
resultados que permitem dar respostas ade-
quadas a estas e outras questdes sdbre o
mesmo assunto, éstes resultados sfo ainda
muito fragmentarios, como assinala DEANE #°.
Alias, deixaremos de abordar éste aspecto
do problema, visto que éle constituiu objeto
de analise detalhada em recentes trabalhos
de DeangE 2 e BarrerTO ®. Procuraremos,
sim, discutir os critérios de identificagdo, isto
é, os elementos de que podemos atualmente
lancar mio para, diante de um iripanosso-
mo encontrado em determinado mamifero,
decidirmos se se trata ou ndo do T. cruzi.
Cumpre-nos assinalar que éste aspecto do
problema ja foi encarade em trabalhos an-
teriores de PEssOa *® 4 Deane?® e Bag-
RETTO ®. Por outro lado, queremos deixar
claro que ndo procuraremos fazer analise
critica detalhada. de todos os achados, mas
citar apenas alguns casos exemplificativos
que corroborem nosso pento de vista a res-
peito dos critérios de identificagdo que ire-
mos, em seguida, abordar,

1) Morfologia — O aspecto morfologi-
co dos tripancssomos em esfregacos cuidado-
samente confeccionados e corados constitui
Com
efeito, o T'. cruzi, como dissemos, é peque-
no e delgado, apresenta-se geralmente com
aspecto de C ou S italico, tem niicleo cen-
tral ou subcentral, cinetoplasto arredondado
ou ovéide, grande e de situagdo subterminal,
e membrana ondulante delicada e com pe-
queno nimero de ondulagdes.

O simples aspecto merfologico das formas
sanguicolas &, todavia, falaz, pois ha tripa-
nossomos que [ém os caracteres acima apon-
tados e, no entanto, sdo diferentes do T.
cruzi. E o que sucede, por exemplo, com
o T. sanmartini, descrito por GaRNHAM &

GONZALEZ 3%,
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2) Biometria — Diante disto e baseado
em trabalhos anteriores de Prarson?*’ e
Hoare & Broom % % sGbre tripanossomos
africanos, Dias ** e Diss & FrEITAS 2 aplica-
ram métodos biométricos ao estudo dos tripa-
nossemos de morcégos. Além do comprimen-
to do corpo e do flagelo, calcularam a rela-
¢do PN/NA, que define a posicio média do
nucleo; é o indice que se obtém tomando
a média das distdncias que vdo da exire-
midade posterior ao meic do nficleo, medi-
das s6bre diversos tripanossomos de uma
amostra, e dividindo-a pela média das dis-
tdncias que vdo ao meio do nicleo i extre-
midade anterior, tomadas sdbre os mesmos
tripanossomos.

Com base nestes elementos, julga Dias
possivel distinguir, nfo apenas o T. cruzi
do T. vespertilionis, mas ainda outros tripa-
nossomos de morcégos, a que.chama de
“amostra phyllostomae” e “amostra hasta-
tus”. DEANE *°, que trabalhou com amos-
tras semelhantes a estas wltimas, nfo cré
que elas possam ser distinguidas biométrica-
mente de amostras humanas do 7. cruzi.
Frocr & col?°, que denominam ““indice nu-
clear médio” a relagio estabelecida por
Dias®*, julgam-na de grande imporiéncia.
Para Zerepox & VieTo ¢ tal indice, por
si s6, permite distinguir o 7. cruzi do T.
vespertilionis.

Parece-nos inegivel que os dados biomé-
tricos tém valor quando adequadamente obti-
des e analisados estatisticamente. Mas, por
si s6s ndo sdo suficientes e veremos porque.

Efetivamente, de um lado hi tripanosso-
mos que sdo biomeétricamente indistinguiveis
do T. cruzi e que, entretanto, diferem por
outros caracteres. L o que parece aconte-
cer com algumas amosiras observadas em
morcégos do género Epitesicus por RomaNa
& Toranzos ®; embora se possa argumen-
tar que estas amostras ndo tenham sido tfo
exaustivamente estudadas como seria de de-
sejar, as experiéncias realizadas por aquéles
Autores mostram que éstes tripanossomos
nio se desenvolvem em triatomineos, nio
s8o inoculaveis em animais de laboratério e
se desenvolvem mal em cultura. Mas o caso
do T. sanmartini, ji referido, parece nfo
deixar davidas. Com efeito, éste flagelado
do macaco Saimiri sciureus, tem medidas,
inclusive indice nuclear médio (aproxima-

damente 1,5), que caem dentro dos limites
de variacio das amostras de T. cruzi de
origem humana; no entanto, segundo GARr-
NHAM & GonzaLEz®! nio se multiplica sob
a forma de leishméanias nos tecidos, mesmo
em animais de laboratério experimentalmen-
te infetados, ndo se desenvolve no T. infes-
tans, nem confere imunidade contra reinfec-
¢do por amostra de procedéncia humana.

Por outro lado, entre amostras isoladas
de uma dada espécie de animal, ha varia-
¢bes de medidas, por vézes muito acentua-
das. Tal fato, observado por Frocm &
LaJupie 2° em amostras isoladas de Didel-
phis marsupialis, foi amplamente confirma-
do por BarreTTO & col.f. Trabalhando
com amostras de D. azarae e D. aurita
observaram indices nucleares médios varian-
do de 1,15 a 1,63 e de 1,17 a 1,61 res-
pectivamente. Tais indices médios extremos,
temados isoladamente, diferem muito; ¢
ha entre éles tdda uma série de valores in-
termediarios, o que pode invalidar qualguer
diferenga estatisticamente significante acaso
existente entire os extremos. Fato semelhan-
te é observado nas amosiras isoladas da cui-
ca, Lutreolina crassicaudata crassicaudata,
segundo observagdes de BarRrReTTO & col.”.

Alids, o fato nflo é de se estranhar por-
que, de acbérdo com dados inéditos do
Dr. Ferriolli Filho, amostras de T. cruzi iso-
ladas por xenodiagnéstico de casos humanos
de doenga de Chagas e estudadas em camun-
dongos, também variam muito, havendo &ste
nosso colaborador observado indices nuclea-
res médios variaveis de 0,95 a 1,46. Por
outro lado, ainda que nfo existam na lite-
ratura trabalhos pormenorizados sobre o
assunto, com freqiiéncia se encontram refe-
réncias sbbre a variabilidade das dimensbes
dos tripanossomos observados nas diversas
fases da infecgéo.

3) Cultivabilidade — Tédas as amos-
tras de tripanossomos morfologicamente idén-
ticos ou semelhantes ao T. cruzi, até agora
estudadas, cultivam-se bem em meios de
dgar-sangue. O isolamento inicial em meios
de cultura consegue-se com facilidade, desde
que se semeie sangue de um animal com
parasitemia moderada ou elevada. ’

O desenvolvimento em cultura de tecidos
tem sido conseguido no caso de varias amos-
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tras de origem humana ou animal por Ro-
MaNA & MEYER *° e, mais recentemente, por
DEANE 2°, nfo havendo éste Autor observa-
do diferencas entre elas, quer quanto a ca-
pacidade infetante, quer quanto ao desen-
volvimento.

Assim o comportamento, tanto em meios
de cultura com base de agar-sangue, quanto
em culturas de tecidos parece cardter comum
‘a tédas as amostras até agora estudadas.

4) Desenvolvimento em triatomineos —
A maioria das amostras de flagelados de ori-
gem animal e semelhantes ao T. cruzi, de-
senvolve-se bem em triatomineos, dando for-
mas em {ripanossomos metaciclicos no intes-
tino posterior dos insetos. Nos casos estu-
dados estas formas sdo semelhantes as das
amostras de procedéncia humana.

Em algumas circunstdncias, tentativas de
infecco de triatomineos, sobretudo com tri-
panossomos de morcégos, tém dado resulta-
dos negativos ou a infec¢do obtida € leve
e passageira. Concordando com a opinido
de DEANE 2° neste particular, julgamos que
as tentativas de infecglo feitas nfo parecem
ter sido levadas a efeito com a extensio
adequada e com os cuidados necessarios,
isto é, empregando triatomineos de diferen-
tes espécies e em namero suficiente, assim
como usando para fonte de alimentagdo um
animal com parasitemia aparente.

A existéncia de diferente suscetibilidade
das varias espécies de triatomineos face a
dada amostra de tripanossomo, assim como
de uma dada espécie de triatomineo frente
a amostras diversas de tripanossomos, é as-
sunto sujeito a controvérsias, mas parece-nos
fato incontestivel. Assim, por exemplo,
BarrETTO & SIQUEIRA ® trabalhando. com
amostras isoladas da L. crassicaudata cras-
sicaudata, conseguiram infetar o 7. infes-
tans e o T. sordide, mas nio obtiveram re-
sultados positivos. nas tentativas feitas com
R. prolixus. Por outro lado, esta diferenca
de suscetibilidade ocorre também entre amos-
tras de T. cruzi de procedéncia humana,
Assim, a julgar por observacbes prelimina-
res que temos, a amostra Y, mantida em
camundongos por subinoculagdo de sangue
em nosso laboratério, parece ndo se desen-
volver tdo bem no 7. infestans de nossa co-
I6nia, como o faz no T. sordida e sobre-
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tudo no P. megistus, no qual produz infec-
¢bes regulares e intensas. Alias, tal varia-
¢do de suscetibilidade ocorre tamhém com
outros fripanossomos, semelhantes mas espe-
cificamente diferentes do 7. cruzi. E o que
ocorre com o T. sanmartini que, segundo
Garvuam & GonNzaLez ®', infeta regular-
mente o R. prolixus, ndo infeta o T. infes-
tans e produz infecgbes leves no 7. phylio-
soma.

Por outro lado, se a capacidade de infetar
triatomineos é cardter marcante do T. cruzi,
éste elemento, por si s6, ndo é suficiente,
porque nem todos os tripanossomos que se
multiplicam no tubo digestivo déstes inse-
tos, produzindo formas metaciclicas no in-
testino posterior, pertencem a espécie em
questdo. E o caso do T. sanmartini, acima
citado, como é também o do 7. diasi descrito
por DEaNE & MarTiNs 22,

5) Patogenicidade para animais de la-
boratério — De modo geral se afirma que
os animais silvestres naturalmente infetados
nao mostram sinais e sintomas de infeccéo,
tal afirmativa dando a impressio de que os
tripanossomos em jégo ndo s@o patogénicos
para os respectivos hospedeiros. Parece-nos
que isto se deva ao fato de os animais, via
de regra, serem examinados na fase crénica
da infecgdo, quando os sintomas sio discre-
tos ou inexistentes e as lesGes dificeis de
observar, ainda que cuidadosamente pro-
curadas. E o que se depreende, por exem-
plo, dos resultados das investigagbes sdbre
tripanossomos de gambas levadas a efeito
por BARRETTO & col®.

Alids, trabalhando com gambés das espé-
cies D. azarae e D. aurita experimentalmen-
te infetados com amostras de tripanossomos
isolados déstes marsupiais, BAarRrETTO &
FERrIOLLI * verificaram que, nos adultos, a
infec¢fio é benigna, praticamente assintom3-
tica e ndo letal, isto acontecendo principal-
mente quando os animais sfo inoculados com
formas metaciclicas provenientes do intesti-
no posterior de triatomineos. Ja nos gam-
bas jovens a infecgdo, embora algo varii-
vel, é grave, traduzindo-se a gravidade por
altas parasitemias, manifestagBes sintomati-
cas acentuadas e elevada taxa de mortali-
dade. Fato semelhante ocorre com a L.
crassicaudata  crassicaudata inoculada com
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culada de névo mno camundongo, scgundo
verificacoes de CARVALHEIRO & COLLARES 2.

A distribuicdo e o aspecto das formas tis-
sulares nos hospedeiros naturais ou em ani-
mais experimentalmente infetados com tri-
panossomos isolados daqueles hospedeiros
em geral ndo diferem dos das amostras hu-
manas, segundo verificagbes de GUIMARAES
& Jansew *2, DEanNe & Deane?', DEANE ',
BargreTTo & SIQUEIRA °, ALENCAR & col™ ?,
CorrEa & BARRETTO ¥, BARRETTO & col.® e
FerriorL1 & BarreTTO *%,

Todavia, no caso de uma amostra isolada
do tatu (Dasypus novemcinctus) e estudada
por Torres & AZEVEDO %% %, as formas em
leishmanias, muito numerosas, foram encon-
tradas em células gigantes multinucleadas e
com membrana nitida, a que deram o nome
gigantécitos cisticos; aspecto idéntico foi
observado - em cles experimentalmente ino-
culados com esta amostra. Os mesmos gi-
gantbcitos cisticos foram observados por
Mazza *® e Mazza & col.*® em Chetophractus
vellerosus vellerosus naturalmente infetado,
assim como em animais experimentalmente
inoculados. Em camundongos, ao lado des-
tas formas, encontraram no miocardio for-
mas comuns. Gigantécitos cisticos sem mem-
brana foram observados por Mazza & Ro-
MaNa®® no diafragma de um exemplar de
L. crassicaudata paranalis com infecgdo na-
tural, :

Recentemente, DesNe & col. (in DEa-
NE ?°), estudando comparativamente em ani-
‘mais de laboratério o comportamento de tri-
panossomo de Eumops ouripendulus (= E.
abrasus), Saimirt sciureus, Nectomys squa-
mipes e Didelphis marsupialis e Didelphis
.«azarae, ndo observaram diferencas quanto
a0 histotropismo.

7) Imunidede cruzada — Desde os tra-
balhos de BrumpT ? sabe-se que os animais
que se recuperam de uma infecgdo pelo T.
cruzi adquirem resisténcia contra superin-
fecgbes, mesmo quando reinoculados com
amostras muito virulentas para animais nor-
mais. Diversos trabalhos posteriores tém
demonstrado éste fato em animais experi-
‘mentalmente inoculados quer com amostras
‘de viruléncia normal, quer com amostra com
“yiruléncia atenuada ® 16 3% 5560 Por outro
lado, Autores como DarMAN *® mostram que

a resisténcia adquirida é maior contra amos-
tra homéloga de que contra amostra hete-
réloga. Todavia admite-se nio haver imu-
nidade cruzada enire espécies diferentes.

Isto posto, tem-se usado a prova de imu-
nidade cruzada ou de protecio como ele-
mento de identificacdo de tripanossomos en-
contrado em animais silvestres ** 1% 28, Por
outro lado, o ndo desenvolvimento de imuni-
dade contra reinoculagbes posteriores com
amostras de origem humana tem sido consi-
derada como prova suficiente de que o tri-
panossomo em jogo ndo é T. cruzi; tal é
a opinidio de GarnHAM & GoONzALEZ !
quando descrevem o T. sanmartini. Alias,
8stes Autores aconselham, como medida de
seguranga, que, ao se fazer a prova de pro-
tecio, se provoque nos animais um reférgo
da imunidade mediante reinoculagio com a
amostra homéloga antes da inoculagdo da
amostra virulenta de origem humana.

8) Caracteres imunolégicos — Usando
como antigeno polissacirides extraidos de tri-
panossomos = provenientes do homem, tatu,
gamba e de oulros tripanossdmidas de ma-
miferos, em reagbes de precipitina, Muniz &
FREITAS “* ndo conseguiram observar qual-
quer especificidade de tipo ou espécie, evi-
denciando assim que esta reagio ndo serve
para a caracterizagdo do T. cruzi.

HauscHka & col?®, confirmando verifi-
cagbes anteriores de PACKCHANIAN *¢ e Sk-
NEKJIE *®, nfo observaram diferengas entre
amostras diversas de T'. cruzi pela reagdo de
aglutinagio. Mais tarde, WaLTON & col.*,
usando reacoes de aglutinacdo, ndo conse-
guiram evidenciar diferengas imunolégicas
entre amosiras de procedéncia humana e ou-
tra isolada de Procyon lotor; como o com-
portamento destas amostras diferisse do de
uma de T. conorhini, concluiram pela iden-
tidade das primeiras.

Mais recentemente, NusseNzwEelic & col.
43, 4+ NyussENZWEIG *2 e NUSSENZWEIG &
col. #* estudaram a constituigdo antigénica
de varias amostras de T. cruzi de origem
humana e animal através da reagdo de aglu-
tinacio com séro hiperimune adsorvido e da
dupla difusdo e precipitaco em agar. Mos-
traram que, além de uma fragdo antigénica
comum de grupd, estas amostras contém
uma fracdo especifica que permite sua se-
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paragio em trés tipos imunolégicos diversos:
o tipo A, incluindo varias amostras isola-
das de casos de doenca de Chagas, uma de
triatomineo € duas de morcégos. Eumops
auripendulus, de Sdo Paulo, e Phyllostomus
hastatus, do Pard; o tipo B, compreenden-
do duas amostras isoladas dos gambas, Di-
delphis marsupialis e D. azarae, uma do
macaco-de-cheiro, Saimiri sciureus, uma do
mico, Callithrix jacchus, e outra do rato,
Nectomys squamipes; o tipo C, incluindo
uma amostra isolada da irara, Tayra bar-
bara.

O real significado déstes resultados, se
vierem a ser confirmados, é campo aberto
a futuras investigagBes. Segundo DEang ?°
éstes tipos imunolégicos ndo tém relagdo com
o grau de patogenicidade das amostras. Por
outro lado, os testes de protecio feitos com
camundongos imunizados com as diversas
amostras e depois reinoculados com amostra
virulenta de origem humana, ndo permitem
distinguir os tipos A e B, segundo Nussenz-
WEIG & col.**. Finalmente nfo existem di-
ferencas quanto ao histotropismo entre as
amostras pertencentes a tipos imunolégicos
diversos, segundo mostram os resultados das
investigacGes de DEANE & col. (in DEANE 20).

SUMMARY

Cruzi-like trypanosomes from wild animals
and their identification to the -etiological
agent of Chagas’ disease

The problem of the identification of mam-
malian trypanosomes to T. cruzi is fully
discussed. From this discussion it is con-
cluded that at least the following criteria
must be taken into consideration: 1) mor-
phological similarity; 2) coincidence of bio-
metric - data, particularly the mean total
lenght and mean nuclear index; 3) culti-
vability in blood-agar media; 4) evolution
in the digestive tract of triatomines with
development of metacyclic trypanosomes in
the hind-gut of these insects; 5) infectivity
for laboratory animals, specially baby mice
and rats; 6) multiplication of leishmania
in the tissues of the vertebrate host; 7) de-
velopment of immunity against virulent
strains of human origin,

All these characters, with the possible ex-
ception of cross-immunity, are subject to a
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great deal of variation. Therefore they must
be properly evaluated before a conclusion
is reach concerning the identification of a
mammalian trypanosome to the etiological
agent of Chagas’ disease.
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