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R E S U M O 

Neste artigo descrevemos a contaminação acidental de uma cepa de malária 
de roedor (Plasmodium berghei) por um hemoparasita (Eperythrozoon coccoides), 
levando a alterações importantes no comportamento da malária experimental. 
A demonstração do parasita foi feita por microscopia óptica e eletrônica e a 
fonte de contaminação foi detectada em roedores normalmente utilizados na ma­
nutenção da cepa, obtidos do mesmo biotério. As medidas disponíveis para o 
controle deste tipo de infecção são discutidas propondo se a utilização de tetra-
ciclina em matrizes e posterior utilização de animais Fl não tratados. Comen­
ta-se a importância deste tipo de contaminação experimental. 
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I N T R O D U Ç Ã O 

A contaminação de modelos experimentais 
por alguns parasitas pode determinar altera­
ções das características das doenças, levando 
a interpretações errôneas que invalidam os ex­
perimentos. Um dos parasitas frequentemente 
implicado em contaminações acidentais é o 
Eperythrozoon coccoides12, um hemoparasita 
do sangue de roedores que vive na superfície 
de hemácias e no plasma de roedores, em par­
ticular camundongos 3. A transmissão é fei­
ta através de materiais contendo sangue in­
fectado, sendo de transmissibilidade muito al­
ta, bastando uma hemácia contaminada para 
dar início à infecção7. O vetor natural é um ec-
toparasita de camundongo, Poliplax serrata, que 
transmite a infecção por picada ou solução de 
continuidade da pele, não havendo ciclo do pa­
rasita no inseto4. A transmissão pelo leite ou 
via transplacentária não foi confirmadaIâ, 
embora tenha sido sugerida frente à grande 
prevalência da infecção em biotérios aparente­
mente livres de ectoparasitas2. 

A infecção de camundongos por E. coccoi­
des apresenta duas fases diferentes. A primei­

ra, de proliferação, dura até 8 a 10 dias e ca­
racterizase pelo aparecimento de grande núme­
ro de parasitas no sangue. A seguir instala-se 
uma fase latente, que coincide com o apareci­
mento de anticorpos específicos, com diminui­
ção importante no número de parasitas circu­
lantes. Esta fase só é detectada quando o ani­
mal é submetido a manobras imunossupresso-
ras, como a esplenectomia, que provocam um 
aumento no número de parasitas circulantes9. 
Com o uso de ciclofosfamida, a infecção agu­
da inicial se mantém, com 100% de latalida-
des. 

Os mecanismos de controle do parasita pa 
recém estar relacionados à fagocitose depen­
dente de anticorpos, sendo que em animais em 
fase latente de infecção, há um aumento da ca­
pacidade fagocítica inespecífica do hospedei­
ro 6 . 

Há Autores que sugerem que a possibilida 
de de reativação da fase latente ocorreria du­
rante toda a vida do animal16, embora outros 
Autores tenham determinado que a fase latente 
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teria a duração de 8 a 10 semanas após o qua­
dro agudo inicial5. 

A infecção por E. coccoides pode modificar 
o comportamento de outras doenças concomi­
tantes, que tornam se mais lentas e benignas, 
devido provavelmente à competição entre os 
parasitas, como acontece com a malária e a 
babesiose experimentais í40,ii. 

A detecção deste agente é basicamente mor­
fológica 1 4, pois não foi conseguido até o mo­
mento o cultivo, nem em meios livres de cé­
lulas nem em culturas de tecido1. 

Foram observadas alterações no curso da 
malária experimental por P. berghei em camun­
dongos e hamsteres, em nosso laboratório, com 
diminuição da parasitemia, curso prolongado 
da infecção e menor letalidade. A presença de 
E. coccoides foi identificada em esfregaço de 
sangue parasitado pelos Dr. Virgilio E. Rosário 
(I.E. Chagas, Belém-PA) e David Walliker (Uni­
versidade de Edimburg). A partir deste acha­
do nos propusemos a: identificar a contamina­
ção por E. coccoides de nossa cepa de P. ber­
ghei; detectar a infecção latente por E. coccoi­
des nos animais utilizados na manutenção da 
malária experimental; propor e avaliar medi­
das terapêuticas e de controle da infecção, e 
finalmente avaliar criticamente o comportamen­
to de nossa cepa ou de outras cepas de malária 
experimental em nosso biotério. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais e parasitas 

A cepa de P. berghei que vinha sendo uti­
lizada em nossos experimentos (PbE) foi ob­
tida do Instituto de Medicina Tropical de São 
Paulo, onde era mantida por inóculos perito-
neais de sangue infectado em camundongos, 
sem passagem por vetor anofelino por muitos 
anos. A outra cepa de P. berghei utilizando, 
(ANKA), foi gentilmente fornecida pelo Dr. Da­
vid Walliker, da Universidade de Edimburgo. 

Os animais (camundongos, camundongos 
Balb/C, ratos e hamsteres) utilizados nos ex­
perimentos, foram obtidos do Biotério Central 
da Faculdade de Medicina da Universidade de 
São Paulo, sendo mantidos em ambiente téla-
do, livres de ectoparasitas por pulverização 

com produto comercial (Bolfo, Bayer do Bra­
sil) e em meios absorventes esterilizados. 

Microscopia óptica 

Para os estudos em microscopia óptica, uti­
lizamos esfregaços de sangue periférico obtidos 
de cauda ou punção cardíaca dos vários ani­
mais, corados pelo Giemsa ou Romanowski. As 
lâminas foram observadas em microscopia óp­
tica, determinando-se o numero de corpúsculos 
por 1 000 hemácias. 

Microscopia eletrônica 

A amostra de sangue colhida por punção 
cardíaca de camundongo infectado por cepa sus­
peita, foi fixada em suspensão com 20 volumes 
de glutaraldeído a 2% tamponado com fosfato 
por 1 hora a 4°C. Após centrifugação a 700g por 
10 minutos e lavagem das células com solu­
ção salina tamponada com fosfato, o> precipi­
tado foi pós-fixado com 20 volumes de tetróxi-
do de ósmio a 1% por 1 hora a 4°C. Para a for­
mação de um precipitado estável as células fo­
ram então centrifugadas a lOOOOg por 5 minu­
tos, sendo o precipitado processado para inclu­
são em Araldite e ultramicrotomia. Os cortes 
foram observados em microscópio eletrônico 
Zeiss EM-9, após contrastação com acetato de 
chumbo. 

Investigação da infecção latente por E. coccoi­
des em animais experimentais 

Na pesquisa da infecção latente, foram 
avaliados animais que eram utilizados para a 
manutenção das cepas de malária experimen­
tal, sem tratamento prévio. A detecção da infec­
ção foi feita através da reativação da eperitro-
zoonemia, após esplenectomia. Camundongos 
(2), hamsteres (4) e ratos (2) foram submetidos 
a esplenectomia, sendo que outro grupo de ani­
mais foi mantido em nossas condições ambien­
tais, para avaliação da introdução da infecção 
intra-laboratorial. 

Pesquisa da contaminação do E. coccoides das 
cepas de P. berghei 

Para a pesquisa da contaminação e sua 
possível influência no comportamento das cepas 
de malária experimental, foram mantidos ex 



perimentos utilizando camundongos não trata­
dos e camundongos isogênicos Balb/C livres de 
E. coccoides. Camundongos (5 por grupo) fo­
ram inoculados com 10* hemácias parasitadas 
por via intraperitoneal, sendo obtidos esfrega-
ços diários da cauda, com determinação da epe-
ritrozoonemia e parasitemia, após coloração 
pelo Gíemsa. A avaliação foi interrompida quan­
do alcançava-se uma mortalidade de 50% -

RESULTADOS 

Identificação morfológica da contaminação 
da cepa PbE de P. berghei por Eperythrozoon 
coccoides 

A pesquisa foi feita no sangue periférico de 
camundongo albino inoculado com 10« hemá­
cias parasitadas da cepa PbE, sendo que pode-se 
observar na Pig. 1 um esfregaço de sangue pe­

riférico obtido no 3.° dia após a infecção. Exis­
tem cerca de 1000 corpúsculos de E. coccoides 
por 1000 hemácias, com alguns livres no plasma 
e o restante aderido à superficie de hemácias. 

Os achados ultraestruturais deste camundon 
go podem ser observados na Fig. 2, onde é mos­

trado um corpúsculo com morfologia ovalada, 
aderido à superfície de um reticulócito para­
sitado, com pouco material interposto entre a 
sua membrana e a do reticulócito, sem for­
mação de concavidade evidente ou concentra­
ção de material no lado citoplasmático do re­
ticulócito. O protoplasma do parasita apresen­
ta grânulos e filamentos sem presença de es­
trutura definida havendo subestruturas de mem­
branas do lado oposto ao da ligação com o re­
ticulócito. 

Investigação da fonte de Infecção 

Na pesquisa da fonte de contaminação pro­
curamos observar a presença de infecção la­
tente em animais utilizados na manutenção da 
cepa e sem tratamento prévio, através da es-
plenectomia. 

Na Fig. 3a podemos observar o comporta­
mento da eperitrozoonemia nos animais testa­
dos quando analisados por grupos de animais 
Todos os grupos de animais apresentaram um 
aumento numérico dos corpúsculos compatíveis 
com reativação enquanto animais controles 
mantidos em nosso laboratório não apresenta­
ram alteração significante nos níveis de cor­
púsculos. Os níveis médios dos grupos foram 
diferentes para as várias espécies estudadas 
Os hamsteres apresentaram sempre niveis me 
nores de corpúsculos. 



A análise dos dados mostra que o compor­
tamento que cada espécie animal apresentou 
não foi homogêneo e que pode ser observado nas 
figuras: 3b (ratos), 3c (hámsteres) e 3d (camun­
dongos). Todos os ratos esplenectomizados 
apresentaram eperitrozoonemia elevada, en­
quanto que hámsteres e camundongos apresen­
taram animais sem reativação associados com 
animais com reativação evidente. Os níveis de 
eperitrozoonemia em hamsters foi sempre infe­
rior ao das outras espécies. Em todos os animais 
houve retorno aos níveis basais no 12.° dia da 
esplenectomia. A porcentagem de animais, in­
dependente da espécie que apresentaram rea­
tivação foi 60% (5 de 8 animais). 

Pesquisa da contaminação e avaliação do 
comportamento das cepas de malária' experi­
mental 

Para a detecção biológica da contaminação 
por E. coccoides da cepa PbE de P. bergbei, 
foram utilizados dois tipos de camundongos, 
um grupo contaminado (albino) e outro livre 
de E. coccoides (Balb/C). Para avaliação do 
comportamento da cepa, foi utilizada uma cepa 
de P. berghei ANKA. 

Na Fig. 4a podemos observar a evolução 
da cepa PbE em camundongos albinos, notando 
o aparecimento, no 2.° dia, de eperitrozoone­
mia intensa que se reduziu no 5.° dia, para se 
elevar novamente, desta vez em associação com 
o desenvolvimento da parasitemia malárica. Em 
camundongos Balb/C inoculados com a cepa 
PbE (Fig. 4b) tanto a eperitrozoonemia quanto 
a parasitemia malárica, mantiveram níveis bas­
tante semelhantes aos encontrados em camun­
dongos albinos, tendo sido encontrada uma 
mortalidade de 50% ao nível do 18.° dia do ino­
culo. Nos camundongos Balb/C infectados 
com a cepa ANKA (Fig. 4c) houve uma elevação 
rápida da parasitemia, significante em relação 
à cepa PbE (p < 0,01), sem aparecimento de 
aumento significante da eperitrozoonemia. A 
mortalidade de 50% ocorreu no 13." dia, tendo 
estes animais apresentados níveis mais eleva­
dos de parasitemia malárica. 

DISCUSSÃO 

A demonstração de corpúsculos de E. coc­
coides durante a infecção experimental por P. 
berghei cepa PbE foi conseguida por métodos 
morfológicos, tanto por microscopia dptica co­
mo eletrônica. Os achados ultraestruturais de­
finem o agente contaminante pois as caracte­
rísticas ultraestruturais são apenas compatíveis 
com E. coccoides, afastando outros hemopara-
sitas como a Haemofaartonela muris, que cau­
saria uma concavidade bastante acentuada da 
membrana da hemácia14 

As alterações de comportamento encontra 
das na cepa PbE estão relacionadas com a pre­
sença deste contaminante, proveniente do ino­
culo de sangue contaminado, determinando uma 
competição entre os parasitas, provavelmente 
por fatores nutricionais 1 que seriam consumi 



dos pelos corpúsculos, gerando uma deficiên­
cia relativa para o crescimento de P. berghei, 
de maneira semelhante ao que ocorre em ani­
mais com dieta deficiente em ácido fólico8. 

Um achado significativo foi a ocorrência 
de uma reativação da eperitrozoonemia duran­
te as fases de maior parasitemia malárica. Isto 
provavelmente se deve a um comprometimen 



tc da atividade fagocítica pela infecção malá-
rica que resulta em deficiência no controle da 
eperitrozoonemial. Este fato é extremamente 
importante pois é nesta fase que é obtido ma­
terial para manutenção da cepa de malária. 

A introdução deste contaminante está rela­
cionada com a prevalência da infecção nos bio­
térios, geralmente devido a surtos de ectopara-
rasitoses, ocasionando um número grande de 
animais com infecções latentes. O achado de 
infecção latente em três grupos de roedores 
normalmente utilizados para a manutenção da 
cepa mostra a origem da contaminação do ino­
culo. Não foram detectados ectoparasitas nos 
animais utilizados, na época da recepção do 
biotério central, mas existem descrições de in­
fecção latente em biotérios livres de ectopara­
sitas i. 

A eliminação da contaminação em cepas de 
Plasmddios de roedor é um problema de difícil 
solução, pois o parasita é aderido à hemácias, 
não é separável por meios convencionais de cen­
trifugação e apresenta uma grande estabilidade 
em materiais sob refrigeração 1 3>1 6. Existem tra­
tamentos que controlam a infecção mas a dro­
ga de escolha, a neorasfenamina, não é mais 
fabricada, não sendo encontrada no mercado. 
A opção de tratamento são as tetraciclinas35, 
mas estas afetam os plasmódios, além de provo­
carem lesões ósseas e hepáticas « . A opção en­
contrada de obtenção de animais Fl, a partir 
de matrizes previamente tratadas com tetraci­
clinas revelou-se eficaz não mostrando altera­
ções no comportamento da cepa ANKA, nem 
o aparecimento de corpúsculos na fase de maior 
parasitemia malárica. 

A evolução da malária experimental indu­
zida pela cepa ANKA de P. berghei foi seme­
lhante ao modelo experimental utilizado em 
nosso laboratório, antes da contaminação, com 
níveis de parasitemia e letalidade semelhante 
(R.V.C. ASSIS, comentário pessoal). 

A utilização de animais experimentais con­
taminados por E. coecoides é um problema im­
portante e pode levar a resultados errôneos em 
experimentos tecnicamente bem executados. As 
alterações determinadas no sistema imune por 
este parasita acarretam também interferências 
graves em estudos imunológicos, sendo obriga­
tório o controle deste tipo de infecção em to­

dos os biotérios, para obtenção de resultados 
confiáveis e reprodutíveis. O tratamento das 
matrizes com tetraciclinas e a eliminação de 
ectoparasitas, com obtenção de animais Fl pa­
rece ser a maneira mais segura, no momento, 
de obtenção de animais sem qualquer trata­
mento e livres do contágio com este parasita. 

Friza-se que a contaminação de nossa cepa 
é fenômeno recente, pois a recuperação de es-
fregaços obtidos em 1980, da cepa PbE não 
mostrou a presença de corpúsculos perihemá-
ticos. 

SUMMARY 

Experimental malaria: Contamination of mala¬ 
laria strain and experimental animals by epe¬ 

rythrozoon coccoides 

This report describes an accidental conta­
mination of a murine malaria strain (Plasmo­
dium berghei) by a hemoparasite (Eperythro¬ 
zoon coccoides) wich resulted in important mo­
dification of the experimental malarial infection 
behaviour. The hemoparasite "was detected by 
optical and electron microscopy, and the con­
tamination was attributed to rodents usually 
employed in the strain maintenance, obtained 
from the same colony. Control measures avai­
lable for this type of accidental infections are 
discussed and proposed the use of parenteral 
tetracyclines in breeding animals using the 
untreated Fl animals, for experimentation. The 
importance of this contamination is discussed 
in some detail. 
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