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Palavras do autor

Bem-vindo ao mundo da Microbiologia. O livro Microbiologia Veterinaria
Aplicada € um novo conceito de livro didatico direcionado para estudantes de
Microbiologia do curso de Medicina Veterinaria. Composto por quatro unidades
que irdo abordar os fundamentos basicos de Virologia, Bacteriologia e Micologia,
possui conteudos amplamente revisados e atualizados, proporcionando ao aluno
0 autoestudo, de modo a fixar o conteudo abordado de forma simples e adequada.

A Microbiologia estuda os microrganismos acelulares (virus), procariontes
(bactérias, arqueas) e eucariontes (fungos, algas) e suas propriedades fisico-
guimicas. Este estudo permitira que vocé identifique 0s agentes patologicos virais
gue acometem as diferentes espécies animais de estudo, ou os alimentos que
supostamente poderiam estar contaminados por eles. Relatos de casos de seres
humanos acometidos por microrganismos ocorrem desde a ldade Média, como
O surto da Peste Bubodnica, Yersinia pestis, que acometeu milhdes de pessoas na
Europa. Com o avanco tecnologico (microscopia otica e microscopia eletronica)
e o aperfeicoamento de técnicas laboratoriais foi permitida a identificacdo de
inUMeros Mmicrorganismos patogénicos que acometem os animais e 0 ser humano,
além do desenvolvimento de vacinas e medicamentos.

Com o objetivo de incentivar o aluno a desenvolver o autoestudo, cada unidade
de ensino proporcionara a aproximagao do conteudo tedrico-pratico a partir da
situacao de realidade profissional, levando-o ao autoquestionamento do conteudo.
Portanto, ela sera elaborada conforme o tema deste estudo, o que te permitira
solucionar cada uma de suas etapas com o auxilio do conteudo abordado em
cada secao.

« Na Unidade 1, abordaremos: estrutura viral, patogénese viral, diagnostico
viral e etiopatogenia viral.

« Na Unidade 2, abordaremos: classificagdo viral |, classificagao viral I,
classificacao viral Ill e doengas virais veterinarias.

 Na Unidade 3, abordaremos: morfologia e identificacao, classificacdo das
bactérias |, classificacdo das bactérias Il, classificacdo das bactérias Ill.

- Na Unidade 4, abordaremos: morfologia e identificacdo, identificacao
dos fungos filamentosos, doencas fungicas veterinarias e fisiologia e
identificacdo das micotoxinas.



Prezado aluno, o médico veterinario deve estar apto a caracterizar e a identificar
0 agente patologico a fim de propor uma resolucao do caso em estudo. O material
deste livro contém informacdes basicas e sintetizadas a fim de proporcionar a
voCé, aluno, o desenvolvimento do autoestudo, além de assegurar uma formagao
adequada para atuar nas diferentes areas da medicina veterinaria.

Assim sendo, desejamos a vocé bons estudos!



Unidade 1

Virologia geral aplicada a
medicina veterinaria

Convite ao estudo

Bem-vindo ao mundo da “Virologia“. Esta € uma ciéncia que estuda os
virus e suas propriedades fisico-quimicas. Os virus sdo microrganismaos
acelulares, extremamente pequenos, que podem infectar uma ampla
variedade de hospedeiros, como: animais, plantas, bactérias, e outros
tipos de células procarioticas e eucarioticas. Considerados parasitas
intracelulares obrigatorios, eles sdo dependentes da maquinaria celular
para desenvolver suas atividades biologicas e se multiplicar. Mas, em um
ambiente extracelular, sao considerados meras estruturas quimicas, sem
funcao biologica.

Diferentes agentes virais infectam animais de companhia e de
producdo, causando danos na saude e no bem-estar dos animais,
além de perdas econdmicas. Portanto, compreender a Virologia € de
fundamental importancia para o medico veterinario na sociedade atual, a
fim de estudar os mecanismos e patogenicidade virais, bem como suas
vias de transmissao e, dessa forma, aplicar os conhecimentos no controle
e no tratamento das doencas infecciosas. Os conteudos abordados
nesta unidade de ensino permitirdo que vocé compreenda 0s conceitos
e as definicdes basicas de Virologia, os componentes estruturais que
constituem um virus, as etapas de replicacdo viral na célula hospedeira,
bem como conhecer os principais metodos de diagnosticos laboratoriais
e as alteracdes morfologicas causadas pelos virus na célula hospedeira.

Competéncia geral

Conhecer os principais microrganismos de interesse em medicina
veterinaria (bactérias, fungos e virus), enfocando particularmente a
taxonomia, caracteristicas morfologicas, ecologicas, de sensibilidade,
resisténcia e identificagao laboratorial.
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Competéncia técnica

Conhecer e compreender as particularidades dos virus classificados
nas diferentes familias virais de importancia clinica para a veterinaria.

Objetivos

Dentre os objetivos desta unidade, vocé devera compreender:

» Conceitos e definicdes basicas de Virologia;

» Caracterizar os componentes de uma particula virica;

« Compreender as etapas de replicagcdo dos virus DNA e RNA;
» Conhecer os principais métodos de diagnostico laboratoriais;

« Compreender as alteracdes morfologicas ocorridas na célula
hospedeira;

e Aplicar o conhecimento adquirido no estudo em situacdes
proximas da realidade profissional.

Para auxiliar o conteudo das competéncias que serdo atribuidas nesta
unidade, no paragrafo subseguente vamos apresentar uma situacdo de
realidade profissional de um atendimento clinico realizado por um meéedico
veterinario. Nesta situacdo, aproximaremos os conteudos tedricos com a
pratica proposta nesta unidade. Leia com atencao o atendimento clinico
realizado.

Recentemente, um produtor rural chamou o médico veterinario de sua
confianca para fazer um atendimento clinico em sua propriedade. Durante
a visita, informou ao profissional que nos ultimos 3 dias a dieta das vacas
havia sido alterada e que elas estavam salivando. O médico veterinario
prosseguiu com o exame clinico das vacas em lactacao e constatou
intensa salivacéo, algumas lesdes vesiculares no nariz € na mucosa oral e,
em outra vaca, foram observadas erosdes e ulceras na lingua com lesdes
vesiculares em um dos tetos. O exame clinico também foi realizado
em alguns suinos, mencionados pelo produtor, sendo constatada a
presenca de lesdes vesiculares interdigitais (membro anterior e posterior)
acompanhadas de claudicagdo. Suspeitando ser uma doenca vesicular
infecciosa, 0 medico veterinario realizou os procedimentos basicos de
acordo com a legislacao para casos de animais que apresentam lesdes
vesiculares, notificando, assim, o Servico Veterinario Oficial (§ 32, art.
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Secao ll

Estrutura viral

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secdo, estudaremos as estruturas biologicas e as propriedades fisico-
quimicas dos virus. Para melhor compreender o conteudo abordado, vamos
acrescentar informacdes na situacdo-problema referentes ao relato de caso
apresentado no Convite ao estudo, dessa forma, vocé participara indiretamente
da resolucdo do caso.

Em continuidade com o relato de caso apresentado na situacao de realidade
profissional, o Servico Veterinario Oficial foi notificado (SVO), indicando a suspeita
de febre aftosa. Em sequida, um meédico veterinario do SVO se deslocou até a
propriedade rural para realizar o levantamento das informacdes (localizacao da
propriedade, rebanho existente, movimentacao de animais, compra e venda de
animais, vias de acesso a propriedade, demais propriedades pertencentes ao
mesmo produtor, entre outras informacdes) e para a coleta de amostras. De acordo
com ele, em casos suspeitos de febre aftosa, investigacdes complementares sao
necessarias para que se possa distinguir doencas vesiculares que apresentam sinais
clinicos semelhantes, tais como: febre aftosa, estomatite vesicular, doenca vesicular
dos suinos e exantema vesicular. Sequndo o médico veterinario, suspeita-se que
0s animais foram acometidos por um virus pertencente a familia Picornaviridae.

Para compreender melhor a situacdo apresentada, vamos fazer uma analise
detalhada dos sujeitos que estdo participando do texto. A seguir, vamos apresentar
algumas questdes para ajuda-lo a entender o atendimento clinico:

e Quais espécies animais foram mencionadas no texto?

e Quais os sinais clinicos apresentados no texto, apds o exame realizado nos
animais?

e O médico veterinario poderia proceder com a emissédo de um resultado
final ao proprietario sem um diagnostico laboratorial?

Virologia geral aplicada a medicina veterinaria
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Mediante os conteudos abordados nesta secao, defina o que € um virus. A
particula viral € caracterizada por dois grupos, como eles sdo denominados? Cite os
componentes que formam cada grupo da particula viral e suas respectivas funcoes.

Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secdo, vamos comecar a estudar os conteudos
aplicadosaVirologia, como conceitos, definicdes, taxonomia, morfologia, estruturas
biologicas e as propriedades fisico-quimicas dos virus. Eles sdo microrganismos
acelulares que podem infectar uma variedade ampla de hospedeiros, como animais,
plantas, bactérias e fungos, entre outras células eucariontes e procariontes. Dentre
as diferentes células hospedeiras, nesta secao abordaremaos 0s virus que infectam
as células animais. Vamos a!

Introducdo a Virologia

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios, os quais necessitam de células
hospedeiras para se multiplicar. Para ativar suas funcdes biologicas, eles infectam
a celula hospedeira, tornando o acido nucléico ativo e, com auxilio da maquinaria
celular, inicia-se a multiplicagdo da particula virica. Por outro lado, quando
presentes em um meio extracelular (fora da célula hospedeira) sdo considerados
meras estruturas quimicas, ou seja, uma particula virica inerte.

O termo virus compreende o microrganismo (a palavra virus é originaria do
latim, que significa veneno), mas outras denominacdes também sdo encontradas
na literatura, como particula virica, particula viral ou virion, utilizadas quando se
refere a estrutura real do virus, ou seja, a estrutura fisica completa que carrega
consigo o genoma. Dentre os componentes que constituem a particula virica
(capsideo, genoma, envelope e matriz), © genoma contém uma pequena parte
dos genes que codificam outras proteinas do capsideo com o auxilio de enzimas
que serao utilizadas na multiplicagao viral. Cada genoma viral € constituido de um
unico acido nucleico, ou seja, de um acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido
ribonucleico (RNA), que, dependendo do virus, pode conter DNA de fita simples ou
dupla, ou RNA de fita simples ou dupla.

43 -
hg" Assimile
Os virus séo microrganismos acelulares, ou seja, ndo possuem célula.

O genoma viral € composto por um unico acido nucleico (acido
ribonucleico — RNA ou acido desoxirribonucleico — DNA).

Virologia geral aplicada @ medicina veterinaria



O mundo dos virus apresenta uma ampla variedade de espécies virais, as quais
sdo classificadas de forma hierarquica: ordem, familia, subfamilia, género, espécie
e subespécie. As regras oficiais de classificacao viral sdo determinadas pelo Comité
Internacional para Nomenclatura de Virus (International Committe on Taxonomy
of Viruses), as quais sdo revisadas periodicamente, com o objetivo de atualizar e
incorporar novas descobertas cientificas.

m Exemplificando

Para melhor compreender a taxonomia dos virus, vamos classificar o
agente patogénico da enfermidade Mamilite herpética bovina:

Familia:  Herpesviridae; Subfamilia:  Alphaherpesvirinae; Género:
Simplexvirus; Espécie: Herpesvirus bovino; e Subespeécie: BoHV-2.

Nas ultimas décadas, a microscopia otica e eletronica permitiu a identificacao
de virus extremamente pequenos, podendo, assim, caracterizar sua morfologia
e tamanho. Recentemente, com o0s avancos no estudo da gendmica, o
sequenciamento do acido nucleico tem sido utilizado como critério de taxonomia.
Demais conceitos, também importantes, permanecem nas atuais revisdes de
taxondmica viral, como: morfologia da particula viral; sistema de classificacdo de
Baltimore com base nas propriedades do acido nucleico (DNA ou RNA); atividades
funcionais das proteinas estruturais; propriedades fisico-quimicas (estabilidade
em pH, termo estabilidade e suscetibilidade a agentes quimicos); propriedades
biologicas (modo de transmissdo, patogenicidade, vetores etc.); os quais sao
empregados para caracterizar e classificar os virus.

Componentes da particula virica

Estruturalmente, os virions sdo caracterizados em dois grupos: virions ausentes
de envelope e virions gque contém o envelope. A diferenca basica entre esses dois
grupos esta relacionada com a presenca ou auséncia do envelope, sendo que
ambos possuem capsideo e genoma (Figura 1.1).

Figura 1.1 | Componentes estruturais basicos dos virions: 1 — Virion sem envelope (a)
genoma e (b) capsideo; 2 — Virion com envelope, (a) envelope, (b) genoma e (c) capsideo

Fonte: adaptado de Flores (2012)

Virologia geral aplicada a medicina veterinaria
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Conseguiu assimilar os componentes de um virus? Foi facil, ndo € mesmo?
A sequir, vamos estudar detalhadamente os componentes dos virions: envelope,
capsideo, genoma e matriz. Vamos La!

Envelope

O envelope ¢é constituido por uma membrana lipoproteica. Os lipideos
(fosfolipidios e colesterol) presentes na bicamada lipidica sdo oriundos damembrana
da célula hospedeira, enquanto as proteinas (glicoproteinas) sao codificadas pelos
genes do virion. Ambos 0s processos ocorrem durante a morfogénese pelo
processo denominado brotamento (processo de insercdo dos nucleocapsideo na
membrana da célula hospedeira).

As glicoproteinas sdo codificadas pelos genes no aparelho de Golgi e no
reticulo endoplasmatico rugoso, as quais podem ser armazenadas No mesmo local
de sintese ou transferidas para a membrana plasmatica durante o brotamento.
As proteinas integrais de membrana possuem uma parte interna (denominada
proteinas transperiféricas) e outra parte exposta (denominada cauda).

A cauda ¢é constituida de aminoacidos hidrofobicos, os quais desempenham
diversas funcdes, como ligacdo aos receptores da célula, fusdo do envelope e
membrana, penetragcdo do virus na célula hospedeira e difusdo do mesmo para
outras células. Ja a parte que estd na transmembra tem a fun¢cdo de ancorar a
proteina. De modo geral, as glicoproteinas auxiliam os virions nas interacdes virion
x célula para iniciar a infectividade.

Capsideo

O capsideo ¢é constituido de uma camada proteica que envolve e confere
protecdo ao genoma. Ela assegura a integridade do material genético para
multiplicacao viral. Durante a infecdo viral de virions sem envelope, as proteinas
presentes Nno capsideo interagem com a célula hospedeira e com 0s anticorpos
do sistema imune, em alguns casos, as inativa e favorece a penetracao do virus.

Em sua estrutura, o capsideo e formado pela associacao de diferentes tipos de
proteinas ou de uma mesma proteina. Para melhor compreender essa formagao,
diferentes nomes sao designados de acordo com associacao de diferentes
proteinas ou componentes. Além das proteinas de constituicao da camada
proteica, outras proteinas podem estar associadas com 0 genoma, esta associacao
denomina-se nucleo ou core. Com o conceito formado sobre nucleo, denomina-
se nucleocapsideo a associacao do nucleo (core) e capsideo.

O capsideo € constituido por subunidades proteicas denominadas protdmeros,
que, quando associados, formam unidades tridimensionais denominadas
capsdmeros, as quais sdo responsaveis por definir a simetria do virion. Os virions

Virologia geral aplicada @ medicina veterinaria



envelopados e nao envelopados possuem duas principais simetrias: helicoidal e
icosaedrica. Entretanto, alguns virions podem apresentar simetrias complexas. Nas
figuras a seguir, serdo apresentadas as duas principais simetrias e os componentes
basicos dos virions:

Figura 1.2 | Virion de simetria helicoidal sem  Figura 1.3 | Virion de simetria icosaédrica
envelope: (a) capsideo, (b) genoma e (c) sem envelope: (a) capsideo, (b) genoma e
capsdmero. (c) capsdmeros.

Figura 1.4 | Virion de simetria helicoidal  Figura 1.5 | Virion de simetria isocaédrica
com envelope: (a) capsideo, (b) genoma, com envelope: (a) capsideo, (b) genoma,
(c) capsdmero (constituido de subunidades  (c) capsdmero (constituido de subunidades
de protdbmeros), (d) envelope e (e) proteinas  de protdmeros), (d) envelope, (e) matriz e (f)
do envelope. proteinas do envelope.

3

Fonte: adaptado de Flores (2012).

Genoma

O genoma € constituido de uma unica molécula de acido nucleico:
desoxirribonucleico (DNA) ou ribonucleico (RNA). Assim, com base no acido
nucleico, os virus podem ser classificados em virus DNA e virus RNA (classificacdo
de Baltimore). Entretanto, alguns virus, como os “retrovirus’, utilizam ambos acidos
nucleicos nos diferentes estagios de multiplicacao viral.

Estruturalmente, o genoma sera constituido de um unico acido nucleico (DNA
ou RNA), o qual podera estar presente na forma de fita simples (fsDNA ou fsRNA) ou
em fita dupla (fdDNA ou fdRNA) e, em alguns casos, utiliza os dois acidos nucleicos
durante a multiplicagao viral, porém o genoma viral sempre sera composto de um
unico acido nucleico.

Virologia geral aplicada a medicina veterinaria
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Figura 1.6 | Componentes do genoma viral

Genoma

. e

fsRNA fdDNA
e

Fonte: adaptado de Madigan (2010)

Os genomas dos virus DNA sdo constituidos em sua maioria de fdDNA. De
acordo com o agente viral, a cadeia de fdDNA pode apresentar formas variadas,
como linear, circular ou semelhantes a um grampo de cabelo. Entretanto, alguns
podem apresentar fsSDNA (parvovirus, circovirus e hepadnavirus). Os virus RNA, em
sua maioria, sao constituidos de fsRNA. Os virus fsRNA lineares sdo constituidos
de uma unica molécula (denominados de monopartite ou de genomas nao
segmentados) ou mais de uma molécula (denominados de multipartite ou genomas
segmentados). Com excecgao de alguns virus, como: reovirus e birnavirus, 0s quais
possuem genoma segmentados de fdRNA.

Durante o processo de replicagcao do genoma, O primeiro passo € a traducao
do RNA. Uma caracteristica importante dos virus RNAs € o sentido que o0 genoma
se apresenta em relacdo ao RNA mensageiro no processo de traducdo. Os virus
RNAs de sentido positivo (polaridade positiva), possuem o mesmo sentido do RNA
mensageiro; enquanto outros possuem RNAs de sentido negativo (polaridade
negativa), ou seja, de sentido oposto ao RNA mensageiro. Os virus RNAs de
polaridade positiva sdo traduzidos diretamente no ribossomo da célula hospedeira,
enquanto os virus que possuem RNAs de polaridade negativa nao sao traduzidos
diretamente no ribossomo, pois necessitam da enzima polimerase de RNA para
iniciar o processo de traducao.

! Pesquise mais

Vocé sabia que a classificacao de Baltimore € um sistema de classificacao
viral baseado na sintese de RNA mensageiro? Acesse o link disponivel
em: <https://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%ADrus>. Acesso em: 27 maio
2016. e descubra mais sobre a classificacdo de Baltimore.

Virologia geral aplicada @ medicina veterinaria



Matriz

A denominagcdao de matriz € designada para as proteinas que envolvem
O nucleocapsideo. A matriz € encontrada principalmente em virus RNAs de
polaridade negativa, essas proteinas desempenham papel importante na interacao
entre os nucleotideos com a cauda das glicoproteinas, durante o processo de
morfogénese.

Proteinas codificadas pelos virus e outros componentes dos virions

As proteinas codificadas pelo genoma dos virions sdo classificadas em
estruturais e ndo estruturais. Para compreender melhor, as proteinas estruturais
estdo presentes na estrutura do virion, mais precisamente no capsideo (core ou
nucleo). Enquanto as proteinas ndo estruturais sao as que desenvolvem atividades
enzimaticas, dentre as quais pode-se citar as enzimas DNA polimerase e RNA
polimerase. A quantidade dessas proteinas codificadas pelo genoma varia de
acordo com a complexidade do virus.

Os principais componentes estruturais dos virions foram descritos anteriormente,
porém outros componentes, como enzimas, proteinas, lipideos, carboidratos,
acidos nucleicos celulares e proteinas celulares estdo presentes nos virions, 0s quais
desempenham papeis importantes durante o processo de multiplicacao viral. Sdo eles:

e Enzimas - Osvirus de fsRNA e com polaridade negativa necessitam da enzima
polimerase de RNA para iniciar o processo de traducao. Diversas enzimas
presentes em diferentes virions participam no processo de replicacao viral,
como: endonucleases, proteases, quinases, integrases e ribonuclease.

o Lipidios — Constituidos de fosfolipidios e colesterol, os lipidios constituem
de 20 a 35% da massa presente nos virus envelopados. Os lipidios sao
derivados da membrana da célula hospedeira.

o Carboidratos - Constituidos de glicoproteinas, glicolipidios e
mucopolissacarideos, estdo presentes no envelope de virus simples e
associados com proteinas internas em virus complexos.

Propriedades bioldgicas e fisico-quimicas das particulas viricas

Os virus fora da célula hospedeira sdo considerados meras estruturas quimicas,
ou seja, sao biologicamente inertes. Por outro lado, algumas particulas viricas
podem ser andmalas, ou seja, Ndo causam infeccdes mesmo dentro da célula.
Esta anomalia pode ser causada por diversos fatores, que variam de acordo com
O virus, dentre os quais, pode-se mencionar a auséncia de genoma (DNA ou RNA),
incompleta formacdo de segmentos gendmicos;, genomas com dele¢cdes em
um ou mais genes, denominados de “particulas defectivas”’; capsideos vazios em
funcao da degradacdo do genoma; formacao de particulas viricas incompletas.

Virologia geral aplicada a medicina veterinaria
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@ Reflita

Os virus sao parasitas intracelulares obrigatorios.

Diferentes fatores podem comprometer as atividades funcionais dos virions.
Fatores fisico-quimicos, como temperatura e pH, podem comprometer a integridade
das estruturas biologicas dos virions, inativando-os. Temperaturas na faixa de 55 a
60°C causam desnaturacdo das proteinas, o que compromete a integridade das
estruturas e das funcdes biologicas dos virions. Comparando os tipos de virions
envelopados e 0s sem envelope, 0s que possuem envelope sao mais suscetiveis em
funcdo da presenca de proteinas na camada superficial. Alguns virus sdo suscetiveis
a temperatura ambiente e quando sao submetidos a processos de congelamento
e descongelamento. Pensando na conservacao em longo periodo de tempo,
recomenda-se manter em temperaturas abaixo de -70°C ou em nitrogénio liquido,
a -196°C. Porém, em processos de liofilizacao das amostras, somente sdo eficientes
quando as amostras mantidas na faixa de -20 a 4°C.

Em relacdo ao potencial hidrogenidnico (pH), a integridade da atividade
biologica dos virions com envelope ¢ influenciada ja no inicio da queda do pH da
neutralidade para base acida (pH 6 para 5). Enquanto alguns virions sem envelope
apresentam maior resisténcia em condicdes de pH acido, assim denominadas de
acido-resistentes (ex. rotavirus). Algumas substancias quimicas, como formalina e
detergentes, atuam sobre as glicoproteinas do envelope, alterando a conformagao
das proteinas e comprometendo a atividade biologica dos virus (infectividade).
Outros solventes, como éter de petroleo e cloroféormio, comprometem os
componentes da camada lipidica.

@ Faca vocé mesmo

Agora vocé sabe o que é um virus? Entao, defina-o e explique: Por que
ele e considerado parasita intracelular obrigatorio?

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamos recapitular os pontos
que foram analisados anteriormente da situacdo de realidade profissional, que
abrange as espécies animais, 0s sinais clinicos e o tipo de microrganismao suspeito.
De acordo com o descrito no relato de caso, duas especies animais apresentaram
sinais clinicos, sendo 2 vacas e 3 suinos. Durante o exame clinico dos animais, as
vacas apresentavam intensa salivacao, lesdes vesiculares no nariz e na mucosa oral,
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erosdes e Ulceras na lingua, além de lesdes vesiculares nos tetos. Enquanto isso, nos
suinos foram observadas lesdes vesiculares na interdigital dos pés (tanto no membro
anterior como membro posterior).

fr‘i Atencdo
Y

A doenca € causada por um virus.

Os sinais clinicos auxiliam para predizer uma suspeita, porém nao ¢ possivel
determinar um diagnostico definitivo neste caso. Assim, € necessaria a coleta de
material bioldgico para analise em laboratorio. O microrganismo suspeito que
estd acometendo os animais € o virus da febre aftosa. Assim sendo, investigagdes
complementares sdo necessarias para distinguir de outras doencas vesiculares que
apresentam sinais clinicos semelhantes. Com base nessas informacdes, podemaos
prosseguir com um estudo mais detalhado, conhecendo melhor 0 microrganismo.

Os virus sao microrganismos acelulares e extremamente pequenos, Os quais
podem infectar uma variedade ampla de hospedeiros. Sao parasitas intracelulares
obrigatorios, os quais dependem das funcdes e do metabolismo celular para exercer
a atividade biologica, ou seja, para se multiplicar. Estruturalmente, as particulas viricas
podem ser classificadas em dois grupos: com envelope ou sem envelope. Os virus
envelopados constituem-se de: envelope, capsideo, genoma e matriz, em alguns
casos, enquanto que oOs virus sem envelope sao constituidos apenas de capsideo
e genoma. O envelope é constituido de uma membrana lipoproteica. As proteinas
existentes nesta camada sao codificadas pelos genes, enquanto que os lipidios sao
oriundos da membrana da célula hospedeira. O capsideo € constituido de uma
camada proteica, o qual envolve e confere protecdo ao genoma. Ambos, envelope
e capsideo, conferem prote¢cao ac genoma contra agentes quimicos, enzimaticos
ou danos fisicos. O genoma € constituido de uma unica molécula de acido nucleico:
desoxirribonucleico (DNA) ou ribonucleico (RNA), o qual é por codificar as proteinas
e assequrar a replicacao.

Avancando na pratica

Para auxiliar no conteudo das competéncias que foram atribuidas, no paragrafo
subsequente, vamos apresentar uma nova Situacdo de Realidade Profissional, que
se refere ao atendimento clinico de um cdo. Nesta situacdo, aproximaremos os
conteudos tedricos com a pratica proposta nesta secao de ensino. Leia com atengao
0 atendimento clinico realizado pelo médico veterinario.
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Virus da Cinomose Canina — uma doenca altamente contagiosa em caes
Descricdo da situacao-problema

Recentemente, um proprietario encaminhou seu cao ao Hospital Veterinario
da cidade. Durante o atendimento, o senhor relatou que seu animal apresentava
anorexia, tosse e vomito. Onde o animal permanecia, nao havia vestigios de fezes ou
urina e o pote de agua permanecia cheio. De acordo com o proprietario, o animal
tinha contato com outros animais da rua somente pela grade da cerca e durante o
periodo noturno. Alem disso, relatou que o animal tinha sido medicado com um
vermifugo ha 6 meses e que a ultima vacina realizada foi a antirrdbica (o animal
ndo tinha carteira de vacinacao). Durante o exame clinico, o médico veterinario
constatou que o animal estava apatico, com leve desidratacdo, hipertermia (40,0°C),
presenca de carrapatos, secre¢cao nasal e ocular mucopurulenta. Tambem foi
observado hiperceratose no nariz. Com base nos exames clinicos, foi solicitado
hemograma, contagem de plaguetas e hematozoarios. Foi instituido um tratamento
de fluidoterapia infundido com um complexo vitaminico para o cao. Os exames
evidenciaram linfopenia, indicando um processo infeccioso viral, trombocitopenia,
indicando a redug¢ao de plaguetas e a presenca de corpusculo de inclusao nas células
de linfocitos e neutrofilo. Com a presenca do corpusculo de Lentz, € confirmado o
diagnostico para cinomose, a qual € causada por um agente viral pertencente a
familia Paramyxoviridae que contém uma unica molécula de RNA.

Mediante os conteudos abordados nesta secdo, responda as seguintes questoes:
Comente sobre 0s tipos de acidos nucleicos que um genoma viral pode apresentar.
Explique o que € um virus RNA de polaridade positiva e negativa.

= Lembre-se

O genoma contém uma unica moléecula de DNA ou RNA, que podem
estar presentes na forma de fita simples ou dupla. Os virus RNAs de fita
simples podem apresentar RNA de polaridade positiva ou negativa.

Resolucao da situagcdo-problema

Em continuidade com o relato de caso apresentado na nova situacado de realidade
profissional, os exames laboratoriais evidenciaram que o cdo estava acometido pelo
Virus da Cinomose Canina (VCC). A cinomose € uma doenca altamente contagiosa
em caes e de mortalidade varidgvel. O VCC pertence a familia Paramyxoviridae,
subfamilia  Paramyxovirinae, Género Morbillivirus, © qual contém uma unica
molécula de RNA de fita simples. Conhecer o tipo de acido nucleico que o genoma
contém € importante para compreender a replicacdo viral que apresenta diferentes
caracteristicas. Para melhor compreender os constituintes do genoma, mediante o
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conteudo estudado, vamos responder as questdes do caso clinico.

Nas diferentes espécies virais, © genoma pode ser constituido de uma molécula
de acido desoxirribonucleico (DNA) ou de acido ribonucleico (RNA), porém, nunca
ambos. As moléculas de DNA e RNA poderao estar presentes na forma de fita simples
(fsDNA ou fsRNA) ou em fita dupla (fdDNA ou fdRNA) e, em alguns casos, utilizam
0s dois acidos nucleicos durante a multiplicagao viral, porém o genoma viral sempre
sera composto de uma unica molécula de acido nucleico (DNA ou RNA).

Outra caracteristica importante dos virus RNAs € o sentido que o genoma se
apresenta em relacdo ao RNA mensageiro. Os virus de sentido positivo (polaridade
positiva), possuem o mesmo sentido do RNA mensageiro, que permite serem
traduzidos diretamente no ribossomo. Engquanto os virus de sentido negativo
(polaridade negativa) ndo sdo traduzidos diretamente no ribossomo, pois necessitam
da enzima RNA polimerase, que auxilia no processo de traducao.

Faca valer a pena

1. A estrutura fisica do virus € denominada virion, o qual possui
diferentes componentes que constituem sua estrutura.

Os principais componentes de uma estrutura virica basica sao
denominados de
e

Assinale a alternativa que completa corretamente as lacunas:
a) Capsideo, genoma, envelope e glicerol.
b) Glicerol, capsideo, genoma e matriz.

)

c) Capsideo, genoma, envelope e matriz.

d) Antigeno, capsideo, genoma e matriz.
)

e) Capsideo, genoma, envelope e antigeno.

2.0Osvirus sao microrganismos extremamente pequenos e dependentes
da maquinaria da célula hospedeira.

Qual das caracteristicas apresentadas a seguir, um virus ndo apresenta?
Assinale a alternativa correta:

a) Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios.

b) Osvirussao considerados merasestruturas quimicasebiologicamente
inertes quando fora da célula hospedeira.

c) A estrutura fisica do virus € denominada de virion, particula virica ou
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particula viral.

d) O capsideo da particula virica € composto de unidades morfoldgicas
denominadas de capsdmeros.

e) O envelope é composto de uma camada proteica presente em todos
os virus RNA e DNA.

3. Os virus podem ser constituidos de diferentes componentes, dentre
0S quais, 0 genoma pode ser constituido por um unico acido nucleico.

Como sao chamados os dois principais acidos nucleicos? Assinale a
alternativa correta:

a) Acido ribonucleico e &cido desoxirribonucleico.

b) Acido araquidénico e acido linoleico.

c) Acido ribonucleico e 4cido docadecanoico.

d)
)

e) Acido araquidénico e acido ribonucleico.

Acido desoxirribonucleico e acido docadecanoico.
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Secao 1.2

Patogénese viral

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secdo, estudaremos conceitos de suscetibilidade e permissividade dos
agentes virais e as etapas da replicacao dos virus DNA e RNA. Para auxiliar no
conteudo abordado, vamos apresentar novas informacdes na situacao-problema
referente ao relato de caso apresentado no Convite ao estudo, dessa forma, vocé
participara indiretamente na resolucao do caso.

Em continuidade ao relato de caso apresentado na situacdao de realidade
profissional, o Servico Veterinario Oficial foi notificado (SVO) com a suspeita de
febre aftosa (virus pertencente a familia Herpesviridae). Diferentes tipos de amostras
(material bioldgico) foram coletados dos animais suspeitos. Apos identificacdo,
foram enviados para analise laboratorial (Laboratorios Nacionais Agropecuarios
(LANAGRO), vinculado ao Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
- MAPA). As amostras enviadas continham fragmentos do epitélio vesicular da
regidao oral, nasal e interdigital, aléem do liquido esofagico-faringeo e do soro
sanguineo. A determinacdo de coletar diferentes tipos de materiais biologicos é
necessaria em funcdo do virus suspeito poder se replicar em diferentes células
do hospedeiro. Mediante os conteudos abordados nesta secdo, responda as
qguestdes a sequir: a) Conceitue os termos: infeccdo, infeccdo produtiva, infeccdo
abortiva, suscetibilidade, permissividade e internalizacao; b) Cite os processos de
penetracdo que a particula viral pode utilizar para introduzir © material genético na
célula hospedeira.

Nao pode faltar

Nesta secao abordaremos 0s conceitos de suscetibilidade e permissividade, e,
em sequida, conheceremaos as principais etapas que ocorrem na replicacao de
uma particula virica. Vamos iniciar os estudos!

Suscetibilidade e permissividade dos agentes virais
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O termo infeccdo (derivada da palavra infere, do latim, que significa penetrar)
€ empregado para caracterizar todas as etapas do processo de replicacao viral
(adsorcdo, penetracao, expressao génica, replicagdo do genoma, morfogénese,
maturacao e egresso da progénie viral). O processo de replicacao viral, também
denominado de ciclo replicativo, se inicia com a adsor¢gao e penetracdo e €
finalizado com as etapas subsequentes (internalizacdo, replicacdo, morfogénese,
maturacao e egressdo). Alguns termos devem ser conhecidos para melhor
compreensao do ciclo replicativo. Vamos a!

%g‘, Assimile
Infeccdo produtiva: quando todas as etapas sao realizadas.

Infecdo abortiva: a replicacao € parcial, ou seja, quando ocorre
interrupcao de alguma etapa apos penetracao na célula hospedeira.

Naturalmente, todas as células vivas estao sujeitas a infecgao viral. No entanto,
a ceélula hospedeira pode apresentar particularidades ou fatores que interferem
nesse processo, que se caracteriza em duas situacdes: suscetibilidade (refere-
se a aceitabilidade das células do hospedeiro a infeccao viral) e permissividade
(refere-se as condicdes do ambiente intracelular para que ocorra o processo de
replicagdo viral).

Entretanto, ocorrem situacdes em que a célula hospedeira ndo possui as duas
caracteristicas de suscetibilidade e permissividade, impedindo o ciclo replicativo.
Para sua melhor compreensao, vamos exemplificar a situacao. Vamos (!

E Exemplificando

Célula ndo suscetivel: situacbes em que a célula hospedeira é
permissivel a infecao, poréem pela auséncia de receptores ou de outros
fatores (virais ou celulares) impede a penetragao do virus.

Células semipermissivas: situacdes em que a célula hospedeira é
suscetivel a infeccao, poréem ocorre a interrupgao de alguma etapa
inicial do ciclo replicativo.

A interacdo entre hospedeiro e especies virais € complexa e envolve diversos
fatores. Dentre as espécies animais existe uma grande variacdo de suscetibilidade
as especies virais, comprometendo ou nao o ciclo replicativo. Na primeira etapa
do ciclo replicativo, a presenca de moléculas especificas na membrana plasmatica
(receptores virais) € determinante na suscetibilidade e tropismo (aceitacao do virus
por determinadas células).
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E. Vocabulario

Patdgeno: refere-se ao agente infeccioso que causa a doenga.

Patogenicidade: refere-se a capacidade do agente de infectar a célula
hospedeira e causar a doenca.

Patogénese ou patogenia: refere-se as etapas ou mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da doenca.

Etapas da replicagcao dos virus DNA e RNA

Os mecanismos envolvidos na replicacao dos virus DNA e nos virus RNA sdo
semelhantes, porem com algumas caracteristicas especificas. Neste topico, vamos
apresentar as principais etapas de replicacdo, que sdo semelhantes para 0s virus
DNA e RNA. Vamos la!

Adsorcgdo

No processo inicial de infeccdo viral, a adsorcao é a primeira etapa para o
virus penetrar na célula hospedeira. O contato entre a particula virica a célula
hospedeira € um evento ao acaso, que ocorre por meio de uma interacao quimica
independente de energia ou do metabolismo celular. Os receptores presentes na
célula hospedeira desempenham diferentes fun¢cdes no metabolismo celular. Para
0s Virus, estes receptores se tornam portas de entrada para iniciar a infec¢ao.

De acordo com a estrutura da particula virica (virions com ou sem envelope),
0 processo de adsorcao sera mediado por moléculas (proteinas, glicoproteinas,
lipidios, lipoproteinas, etc.) presentes na superficie, as quais se se ligam aos
receptores da célula hospedeira (processo denominado Viral attachment proteins
— VAPs). Nas particulas viricas sem envelope, o processo de adsorcdo € mediado
pelas proteinas do capsideo, ja nas particulas com envelope, o processo de
adsor¢ao € mediado pelas glicoproteinas ou glicolipidios.

Estudos mostram que cada particula virica possui local e receptor especifico
durante a adsorcao para que ocorra penetracao. Nesses locais ha a liberacdo
de sinais quimicos que auxiliam No processo de penetracdo por endocitose. Em
alguns virus, a ligacao de um determinado receptor ndo é suficiente para efetivar
a penetracao na celula hospedeira, desta forma, a particula virica interage com
outras proteinas (denominadas de co-receptores). Com a fusao do envelope na
membrana celular, em sequida ocorre a formacao da vesicula endocitica, a qual
recobre o nucleocapsideo.
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m Exemplificando

Virus DNA da familia Parvoviridae (Parvovirus canino): liga-se ao
receptor transferrina localizado no endossomo.

Virus RNA da familia Flaviviridae (Virus da diarreia viral bovina): liga-se
ao receptor CD46 bovino localizado no endossomo.

Penetracdo

A etapa de penetracdo ocorre apos a adsorcao da particula virica na célula
hospedeira. Nessa etapa, existem mecanismos especificos de penetracdo que
as particulas viricas utilizam, poréem existem mecanismos diretos para transferir
o material genético para a célula hospedeira. No mecanismo direto, o processo
ocorre mediante a adsor¢cdo de proteinas virais com membrana lateral da célula,
porém este mecanismo, ou seja, a simples internalizacao nao assegura gque a
replicacdo ira efetivar, em funcao de varios fatores envolvidos.

Em mecanismos especificos, a penetracdo da particula virica pode ocorrer sem
prévia internalizacdo (na superficie da célula) ou apods internalizacao (no interior do
citoplasma) com a formacado de vesiculas. As etapas de penetracao e internalizacao
da particula virica sdo consideradas um processo ativo, o qual € mediado com
auxilio de energia proveniente da célula. Dentre os diferentes mecanismos para
introduzir o nucleocapsideo (genoma e proteinas) no interior da célula, pode-se
citar a penetragcao por fusao na superficie celular, a penetracdao apos endocitose
(mediada por clatrina, caveolina ou lipidios) e a penetragdo por fagocitose ou
macropinocitose. A sequir, vamos apresentar cada mecanismo. Vamos la!

Penetracdo por fusdo na superficie

Neste mecanismo, o processo penetracdo ocorre na superficie da célula
hospedeira. O nucleocapsideo penetra mediante um canal formado a partir
da fusdo das proteinas do envelope com a membrana da célula hospedeira.
No entanto, algumas barreiras presentes na célula hospedeira podem dificultar
a introdu¢ao do nucleocapsideo para alcancar o local adequado. Dentre essas
barreiras, observa-se que células com citoesqueleto cortical de maior espessura
podem dificultar a penetracdo do nucleocapsideo, entretanto, a particula virica
desenvolve mecanismos alternativos e consegue chegar ao citoplasma celular.

Penetracdo por endocitose

Este mecanismo é amplamente utilizado pelos virus com ou sem envelope (mais
relevante para os virus envelopados) em funcao de ser um processo natural que
ocorre na maioria das células. Nesse processo, a fusao dos virions pode ocorrer
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em gualquer ponto da membrana da celula hospedeira. Em seguida, 0s virions sao
internalizados para assegurar seu deslocamento até o local de expressao génica.

e Endocitose mediada por receptor clatrina: a clatrina € uma proteina que esta
presente na parte voltada para o citoplasma em cavidades da membrana
plasmatica da celula hospedeira. Durante a formacao da vesicula, a clatrina
reveste a vesicula e confere estabilidade. Apds a completa invaginacao,
o revestimento de clatrina € removido da vesicula, a qual se desloca livre
em dire¢ao ao interior da célula. Durante o deslocamento, o ambiente
endossomal € acidificado gradativamente (virus de pH-dependentes). A
reducao do pH facilita a dissociacao dos nucleocapsideo do envelope e
promove sua liberacao no citoplasma.

» Endocitose mediada por receptor caveolina: a caveolina € uma proteina
gue esta presente na membrana plasmatica das caveolas voltadas para o
citoplasma. As caveolas sao pequenas invaginacdes presentes na membrana
da célula hospedeira. Apos adsorcao, as particulas viricas se movimentam
na superficie da membrana da célula hospedeira, durante este percurso, a
particula virica € capturada pelas caveolas. Em seguida, ocorre a formacao
da vesicula de caveolas se deslocam no citoplasma e se fundem aos
cavessomos (pH neutro), que sdo transportadas até a regido perinuclear do
reticulo endoplasmatico.

 Endocitose mediada por lipidios: nesse processo, a clatrina ou caveolina
nado participa da internalizagédo da particula virica. As moleculas de
esfingolipideos, glicoesfingolipideos e/ou colesterol se associam formando
micro condominios (lipd rafts), onde as particulas viricas se internalizam.
Posteriormente, sdo deslocados para o endossomo e, em seguida, ocorre
a penetracao para o compartimento citoplasmatico.

Penetracdo por fagocitose ou macropinocitose

Alguns virus utilizam a penetracdo por fagocitose para internalizagao da
particula virica e posterior penetracdo para introduzir o material genético. Nesta
via, a particula virica deve possuir caracteristicas de pH-dependente, devido a
acidificacdo que ocorre nos endossomos e lisossomos com apos a fusao dos
fagossomos. Enquanto que, a penetracao por macropinocitose € um processo de
internalizacao de volumes elevados de substancias, as quais sao direcionadas aos
endossomos e lisossomos.

Expressdo génica

Apos a penetracao no citoplasma celular, a particula virica no interior da vesicula
se desloca de forma passiva até o local em que ocorrera a expressao génica. Em
etapa anterior a expressao génica, 0s componentes do nucleocapsideo devem ser
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expostos as enzimas para que OCofrra a expressao génica (transcricdo e tradugao),
evento denominado desnudamento. Durante a exposicao dos componentes do
nucleocapsideo, pode ser completa ou parcial. Em alguns virus, ela pode ocorrer
mesmo com o desnudamento parcial e, em outras situagdes, somente com o
desnudamento completo.

Nos virus DNA e RNA, o RNA mensageiro sera responsavel pela transferéncia
de informac¢ao do material genético para sintese de proteinas. Em grande maioria
dos virus DNA, a expressao génica ocorre no nucleo da célula. Barreiras sao
observadas em relacao da estrutura do nucleo celular (tamanho dos poros) que
limitam a entrada do nucleocapsideo. Para contornar esta situacao, a particula
virica faz interacdes do nucleocapsideo com componentes celulares. Particulas
viricas de tamanho superior sao desintegradas ou deformadas, a0 mesmo tempo,
particulas viricas de tamanho compativel adentram intactas.

Nos virus DNA, durante a expressao génica, 0 genoma viral dependera da
magquinaria celular para codificacdo de proteinas (RNA mensageiro) que auxiliaram
No processo de replicacao, com excecao dos virus DNA poxvirus e asfarvirus, que
nao sao dependentes da maquinaria celular. Ja nos virus RNA, a codificagao de
proteinas utiliza vias alternativas para sintese do RNA mensageiro, sem dependéncia
da maquinaria celular, com excec¢ao dos retrovirus.

No caso dos virus RNA, a expressdo génica € mediada de duas formas: para 0s
virus RNA de polaridade positiva, © RNA mensageiro € traduzido integralmente ou
parcialmente no ribossomo. Os virus RNA de polaridade negativa sdo dependentes
da enzima RNA polimerase, a qual é responsavel por iniciar o processo de replicacao.

@ Reflita

Virus RNA de sentido positivo precisa da estrutura denominada cap
na extremidade 5" (cap 5) ou a estrutura IRES (entrada interna de
ribossomo) para sere traduzido diretamente no ribossomo.

Virus RNA de sentido negativo precisa que enzima RNA polimerase
sintetize RNA mensageiros com cap na extremidade 5 e cauda com
poliadenilados (poliA) na extremidade 3.

Replicacdo do genoma

As caracteristicas da replicacao do genoma sao especificas de acordo com o tipo
de virus (DNA ou RNA). De acordo com a classificacdo de Baltimore (1971), os virus
sdo agrupados em 7/ classes.
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! Pesquise mais

Conheca as 7 classes propostas por Baltimore. Acesse o link disponivel
em: <https://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%ADrus>. Acesso em: 27 maio
2016. e descubra mais sobre esta classificacao.

A replicacao do genoma dos virus DNA ¢ totalmente dependente da estrutura
celular para que ocorra a codificacdo das proteinas, que varia de acordo com o
grau de complexidade do virus (simples ou complexo). Em grande parte dos virus
DNA, a replicagado do genoma ocorre no nucleo celular, com excegao de alguns
virus que ocorrem no citoplasma. A replicacdo do genoma utiliza fatores celulares,
regulatorios e enzimas que auxiliam na transcricdo do RNA mensageiro, o qual €
utilizado na traducdo de proteinas.

Caracteristicas estruturais como topologia (circular, linear) e organizagao
gendmica (fita dupla ou fita simples) podem diferenciar os constituintes (fatores
celulares, regulatorios e proteinas nao-estruturais) que participam no mecanismo
de replicacao e nas formas (linear, bidirecional, continua, semidescontinua e circulo
rolante) que ocorrera a traducao. Caracteristicas mais detalhadas do processo de
replicacao podem ser estudas em cada uma das classes dos virus DNA (virus de
classe la, Ib, Il e VII).

O ciclo replicativo dos virus RNA, em sua maioria, ocorre no citoplasma e é
mediado por enzimas polimerases de RNA (transcriptase ou replicases). As enzimas
estardo presentes no material genético dos virus RNA ou serdo sintetizadas durante
a codificacdo de proteinas (células eucaridticas Ndo possuem essas enzimas). Nos
virus RNA de polaridade positiva a traducdo ocorre diretamente.

Ja os virus RNA de polaridade negativa, a enzima RNA polimerase deve ser
carreada para dentro do genoma, a qual auxiliara na transcricdo do RNA mensageiro
de sentido antigendmico, o qual servira de molde para tradu¢cao do RNA no sentido
gendmico. Caracteristicas mais detalhadas do processo de replicacao podem ser
estudas em cada uma das classes dos virus RNAs (virus da classe I, IVa, IVb, V e VI).

@ Reflita

Os virus RNA de polaridade positiva sao considerados infecciosos. A fita
de RNA positiva por si so € suficiente para que ocorra traducao.

Os virus RNA de polaridade negativa ndo sao considerados infecciosos.
A enzima polimerase de RNA deve ser carreada para dentro do genoma
para ocorra a transcricdo do RNA mensageiro e posterior traducao.
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Morfogénese

Diferentes estruturas compdem 0s virus, as quais podem ser simples ou
complexas. Apos o ciclo de replicacao do genoma (DNA ou RNA), a constituicao
da particula virica se inicia com formacdo do capsideo (morfogénese). O capsideo
¢ formado pela associacao de subunidades proteicas (protdmeros) que constituem
a unidade morfoldgica do capsideo (capsdmeros). Durante a formacao do capsideo
ocorre a incorporagao do genoma no seu interior. Em relagdo as particulas viricas
que possuem envelope, © mesmo € constituido a partir de lipidios (fosfolipidios
e colesterol) da membrana da célula hospedeira (mecanismo denominado de
brotamento) e as proteinas constituintes sao codificadas pelo genoma viral.

Maturacgdo e Egresso da progénie viral

O processo de maturacao compreende a finalizacao da morfogénese da
estrutura viral e egresso para 0 meio extracelular. A maturacdo ocorrera em locais
diferenciados, conforme a classe viral (DNA ou RNA) e de acordo com o tipo de
virus (com envelope ou sem envelope). Para virus envelopados, a maturagcao
final, ou seja, a incorporacdo do envelope (lipideos de membrana e proteinas
codificadas pelo genoma) sobre o nucleocapsideo podera ocorrer na membrana
do reticulo endoplasmatico ou na membrana plasmatica (mecanismo denominado
de brotamento). Em relacdo ao egresso, trés principais mecanismaos sao descritos:
lise, exocitose e associado com o brotamento. Quando ocorre o brotamento nas
membranas celulares internas, a liberacao ocorre pelo mecanismo de exocitose.
Quando a particula virica adquire o envelope na membrana plasmatica, o egresso
ocorrera em seguida do brotamento. Para virus sem envelope, 0 mecanismo de
egresso € mediado por lise celular.

@ Faca vocé mesmo

Agora vocé sabe como ocorre a replicacdo de um virus DNA e RNA?
Descreva suas etapas.

Sem medo de errar

Mediante os conteudos abordados nesta secao, vamos resolver as questdes da
situacao-problema.

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamos recapitular principais
pontos da situacdo-problema. O méedico veterinario do Servico Veterinario Oficial
coletou diferentes tipos de material biologico (amostras), os quais foram identificados
e encaminhados para analise laboratorial. A determinacao de coletar diferentes tipos
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de materiais bioldgicos € necessaria em funcao de o virus suspeito poder infectar
diferentes células do hospedeiro.

Na Virologia, o termo infeccdo € empregado para caracterizar todas as etapas do
processo da replicacdo viral. Derivado do Latim, o termo origina-se da palavra infere,
gue significa penetracao. A infeccdo pode ser produtiva ou abortiva. A primeira
€ quando a particula virica realiza todas as etapas de replicacéo, ja a segunda, a
replicagao € parcial (interrupcao de alguma etapa apos penetracdo na célula
hospedeira).

O termo susceptibilidade refere-se a aceitabilidade da célula hospedeira para
que ocorra a penetracao da particula virica, enquanto o termo permissividade esta
relacionado com as condi¢des do ambiente intracelular para que ocorra as etapas
subsequentes da replicagao da particula virica (replicagdo, morfogénese, maturagcao
e egresso).

fr" Atencédo
Y

O termo infeccao € designado quando a particula viral completa todas
as etapas de replicacao na célula hospedeira.

Os mecanismos de penetragcdo do material genético da particula virica podem
ocorrer de forma direta ou especifica. No mecanismo direto, a adsorcao das
proteinas virais ocorre com a membrana lateral da célula de forma simples, que ndo
assegura as etapas subsequentes da replicacao da particula virica. Os mecanismaos
especificos podem ocorrer sem prévia internalizacao (na superficie da célula) ou apos
internalizacdo (no interior do citoplasma) com a formacao de vesiculas. As etapas de
penetracdo e internalizagdo da particula virica € considerado um processo ativo, o
gual € mediado com auxilio de energia proveniente da celula. Dentre os diferentes
mecanismos para introduzir o nucleocapsideo (genoma e proteinas) No interior
da célula, pode-se citar a penetracao por fusdo na superficie celular, a penetracao
apos endocitose (mediada por clatrina, caveolina ou lipidios) e a penetracéo por
fagocitose ou macropinocitose.

Avancando na pratica

Virus da leucose aviaria

Para auxiliar o conteudo das competéncias que foram atribuidas nesta se¢ao,
no paragrafo subsequente vamos apresentar uma nova situacdo de realidade
profissional que se refere ao atendimento clinico de um cao. Nesta situacao,
aproximaremos os conteudos tedricos com a pratica proposta nesta secao de

Virologia geral aplicada a medicina veterinaria

Ul



Ul

32

ensino. Leia com atencao o atendimento clinico realizado pelo médico veterinario.

Recentemente, um médico veterinario realizou um atendimento clinico em
uma propriedade rural. Durante a anamnese, o proprietario do local relatou que a
producao de ovos reduziu em comparacao com o meés anterior e que 3 galinhas
poedeiras morreram na ultima semana. Apos saber do ocorrido, o profissional
se deslocou até o galpdo em que as galinhas poedeiras permaneciam, onde
encontrou mais duas aves mortas. Durante o exame clinico de algumas aves,
observou que a maioria estava inapetente, fraca e magra. Na avaliagao clinica de
3 aves fol constatada barbela palida. Em sequida, foi realizada a necropsia das
duas aves encontradas mortas, quando foi constatada a presenga de nodulos no
figado, baco, intestino e coracao. Amostras foram coletadas e identificadas para
serem analisadas em laboratorio. Com base nos achados clinicos e de necropsia, 0
medico veterinario suspeitou de leucose aviaria. Como exame complementar, foi
solicitado o exame ELISA (ktis comerciais) para deteccdo de anticorpos.

Descricao da situagao-problema

Em continuidade ao relato de caso apresentado na nova situacao de realidade
profissional, 0 exame complementar evidenciou a presenca do virus da leucose
aviaria,pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae retrovirus e
género Alpharetrovirus, (virus RNA de classe VI). Mediante os conteudos abordados
nesta secao, responda as questdes a sequir: a) Explique a expressao génica dos virus
DNA e RNA:; e b) Explique o processo de maturagao e egressao dos virus DNA e RNA.

&
u Lembre-se

A codificacao de proteinas € necessaria para que ocorra a replicacao
dos virus DNA e RNA.

Resolucdo da situacdo-problema

Os exames laboratoriais evidenciaram que as aves foram acometidas por um
virus da familia Retroviridae. Neoplasia € a principal ocorréncia em aves infectadas
pelo virus da leucose aviaria.

A expressao génica dos virus DNA ocorre no nucleo da célula, a qual €
totalmente dependente para a codificacdo de proteinas (RNA mensageiro) para
que ocorra a replicacao da particula virica. Durante esta etapa, o nucleocapsideo
interage com os componentes celulares para contornar barreiras (tamanho de
poros) impostas durante a entrada ao nucleo. Assim, particulas viricas de tamanho
superior sdo desintegradas ou deformadas, enquanto as particulas viricas de
tamanho compativel adentram intactas.
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Para os virus RNA, a codificacao de proteinas utiliza vias alternativas para sintese
do RNA mensageiro e sem dependéncia da maquinaria celular. A expressao génica
sera mediada conforme a classe da particula virica virus RNA de polaridade positiva
e virus RNA de polaridade negativa. Para os virus RNA de polaridade positiva, © RNA
mensageiro € traduzido integralmente ou parcialmente no ribossomo, enquanto nos
virus RNA de polaridade negativa, a expressao génica somente ocorrera com auxilio
da enzima RNA polimerase, a qual inicia o processo de sintese do RNA mensageiro.

O processo de maturagao compreende a finalizacdo da morfogénese e o
egresso da particula virica para o meio extracelular. O local de maturacao da
particula virica ocorrera de acordo com as caracteristicas dos virus (com envelope
ou sem envelope). Nos virus desprovidos de envelope, a maturagcao ocorre no
nucleo para virus DNA e no citoplasma para maioria virus RNA, com algumas
excecdes. No caso de virus envelopados, a maturacao final ocorrera quando o
envelope for incorporado sobre o nucleocapsideo, na membrana do reticulo
endoplasmatico ou na membrana plasmatica.

No processo de egressdo, as particulas viricas podem ser liberadas por lise
celular para os virus DNA ou RNA sem envelope. Ja os virus envelopados (DNA ou
RNA) o processo ocorrera por exocitose, quando o nucleocapsideo € recoberto
nas membranas internas dos componentes celulares. Por outro lado, quando a
particula virica adquire o envelope na membrana plasmatica o egresso ocorrera
em seguida do brotamento.

@ Faca vocé mesmo

Mediante o conteudo abordado nesta secao, pesquise mais sobre a
replicacdo das classes la, Ib, Il e VIl que compdem os virus DNA, e as
classes lll, IVa, IVb, V e VI que compdem os virus RNA. Utilize o material
de apoio: Flores, E. F. Virologia Veterinaria: virologia geral e doencas
viricas. 2. ed. Santa Maria: Ed. da UFSM, 2012. 1008 p.

Faca valer a pena
1. Quando ocorre uma replicacao parcial da particula virica, qual o
termo correto para denominar esse processo?
Assinale a alternativa correta:
a) Infeccao produtiva.
b) Infeccao celular.
c) Processo incompleto de maturacao.
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d) Infeccdo abortiva.
e) Processo incompleto de penetragao.

2. A célula hospedeira apresenta particularidades ou fatores que
impedem ou permitem o processo de infecgcao. O termo permissividade
refere-se a que situacao?

Assinale a alternativa correta:

a) Refere-se a codificacdo de proteinas presentes na membrana
plasmatica.

b) Refere-se as condicdes do ambiente intracelular para que ocorra o
processo de replicagdo viral.

c) Refere-se a fase de maturacao da particula virica.
d) Refere-se a um processo completo de maturacéo.
e) Refere-se a auséncia de receptores na estrutura do envelope.

3. A primeira etapa de replicacdo do virus DNA e RNA é denominada
e a segunda etapa

Assinale a alternativa correta que completa a ordem das lacunas:

a) Penetracao e egresso.

b) Penetracdo e adsorcédo.

c) Maturacao e penetracao.

d)
)

e) Adsorcao e penetracao.

Replicacao e egresso.
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Secao 1.3

Diagndstico virolégico

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secao, estudaremos o principio dos meétodos diretos de diagnostico
envolvendo a detecc¢ado de antigenos e acidos nucleicos dos agentes virais, tais
como imunocromatografia e reacdo em cadeia pela polimerase. Para auxiliar o
conteudo abordado, vamos acrescentar novas informagdes a situagao-problema
referente ao relato de caso apresentado no Convite ao estudo. Dessa forma, vocé
participara indiretamente na resolucao do caso.

Em continuidade ao relato de caso apresentado na situacdo de realidade
profissional, o Servico Veterinario Oficial (SVO) foi notificado da suspeita de febre
aftosa (virus pertencente a familia Herpesviridae). Diferentes tipos de amostras
foram coletados, identificados e enviados para analise laboratorial (Laboratorios
Nacionais Agropecuarios — LANAGRO), o qual é vinculado ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA. Dentre os varios fatores que
podem comprometer as analises laboratoriais, o procedimento de coleta,
acondicionamento, e quantidade, sao pontos determinantes para obter um bom
resultado. De acordo com o responsavel técnico do LANAGRO, amostras estavam
adequadamente acondicionadas e conservadas, porém algumas continham pouco
material para prosseguir com as analises laboratoriais. As amostras continham
diferentes materiais bioldgicos (fragmentos do epitélio vesicular das regides orais,
nasais e interdigitais; liquido esofagico-faringeo; e soro sanguineo) e eram de
diferentes espécies animais (bovino e suino). Para as amostras que continham
pouco material biologico, o técnico elegeu o0 método de reacdao em cadeia pela
polimerase (PCR) em tempo real. Assim sendo, mediante os conteudos abordados
nesta secao, explique o método PCR em tempo real utilizado para deteccdo do
agente viral.
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Nao pode faltar

Nesta secdo abordaremos os métodos diretos de diagnostico envolvendo a
deteccdo de antigenos e acidos nucleicos dos agentes virais. Vamos iniciar os
estudos!

Principios dos métodos diretos de diagndstico envolvendo a detecgao de
antigenos e acidos nucleicos dos agentes virais: imunocromatografia e reagao
em cadeia pela polimerase.

O diagnostico laboratorial € uma etapa complementar da investigacao clinica
e epidemiologica da enfermidade que esta acometendo o animal. O sucesso do
resultado laboratorial esta diretamente correlacionado com as acdes mediadas
pelo profissional de campo (investigacao clinico-patologica, epidemioldgica,
coleta, identificacao e envio do material) e pelo técnico laboratorial (aplicacdo de
técnicas adequadas para identificacdo da particula virica) na eleicdo do método de
diagnostico, bem como na interpretacao dos resultados com base nas informacoes
de epidemiologia, patogenia e imunologia da doenca suspeita. O material biologico
a ser enviado para analise laboratorial deve ser acompanhado do historico clinico
(apresentando o maior numero possivel de informacdes), o qual sera importante
para o planejamento e direcionamento do meétodo de diagnostico laboratorial
mais apropriado.

Diferentes métodos podem ser empregados para deteccdo do agente viral. A
confirmacao da presenca do virus podera serrealizada com o auxilio de técnicas que
demonstre diretamente o agente ou a partir dos produtos intermediarios gerados
durante o processo replicativo da particula virica ou a partir de seu componente
genético. Dessa forma, os métodos de deteccao de agentes variam em diretos
(0 agente viral é detectado diretamente) e indiretos (propriedades bioldgicas ou
produtos decorrentes da multiplicagcéo viral), os quais serao utilizados de acordo
com as caracteristicas, quantidades e qualidade do material bioldgico, bem como
do tipo da particula virica. Da mesma forma, a capacitagao da mao da obra e dos
recursos disponiveis no laboratorio sdo determinantes para a eleicao do metodo
a ser aplicado. Em determinados casos, preconiza-se a utilizacao de dois ou mais
meéetodos de eleicdo para um diagnostico definitivo.

23%% .
'ﬂa? Assimile
Métodos diretos: detectam virus, antigenos e/ou acidos nucleicos.

Métodos indiretos: detectam anticorpos especificos contra o virus.
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Coleta de amostras

O material bioldgico a ser encaminhado para o laboratério devera apresentar
quantidade suficiente e uma conservacdo adequada para que O metodo de
eleicdo apresente bons resultados. Neste sentido, o profissional de campo
deve possuir conhecimento suficiente para determinar a escolha do material
biologico a ser encaminhado, bem como os procedimentos que serdo adotados
para o acondicionamento (recipientes ou frascos) e conservacdo (solugdes ou
procedimentos adotados) das amostras, que deverao chegar em tempo habil no
laboratorio para que nao comprometa a deteccao do agente viral.

@ Reflita

Compreender a cinética da infeccao viral em conjunto com a resposta
imunologica do organismo animal € importante para estabelecer o
exame laboratorial mais adequado e o tipo de material biologico nas
diferentes fases da infec¢ao viral.

Figura 1.7 | Infecgdo viral, resposta imunolégica e indicacdo do momento de coleta de
material para diagnostico laboratorial

Sinais clinicos

Resposta
imunolégica

T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18

Dias apés a infeccdo

Material
para:  EEE
Isolamento viral
Antigenos
Acidos nucleicos
[ -
Sorologia
] Sorologia pareada m

Fonte: adaptado de Flores (2012).
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As embalagens (tubos de vidros ou plastico, sacos plasticos) a serem utilizadas
devem ser rotuladas (evitar rotulos de papel que deterioram ou desprendem quando
umedecidos), identificadas (caneta de tinta permanente ou lapis) individualmente,
lacradas e acondicionadas de forma a evitar a ruptura ou quebra do recipiente
durante o transporte. A sequir, na Figura 1.8, vamos apresentar outros cuidados a
serem seqguidos conforme o tipo de material bioldgico a ser coletado.

Figura 1.8 | Procedimentos adotados para encaminhamento de diferentes materiais
biologicos para analise laboratorial

Material biologico Procedimento
Secrecdes nasais, oculares ou genitais Recomenda-se utilizar swab para a coleta.
Tecidos e fragmentos de orgaos A coleta deve ser individual e assepticamente em frascos

(plastico ou vidro) estéreis.

Fetos abortados Os fetos podem ser submetidos a necropsia para a
coleta de tecidos e orgaos ou encaminhados inteiros.

Plasma sanguineo Utilizar tubos estéreis (plastico ou vidro), minimizar a
hemolise e utilizar citrato, heparina ou EDTA como
anticoagulante. Recomenda-se coletar de 2 a 3 mL para
pequenos animais e de 5 a 10 mL para grandes animais.

Soro sanguineo Utilizar tubos estéreis (plastico ou vidro) sem

anticoagulantes e minimizar a hemolise. Recomenda-se

coletar de 2 a 3 mL para pequenos animais e de 5 a 10
mL para grandes animais.

Fezes Preferencialmente coletadas da ampola retal.
Fonte: adaptado de Flores (2012)

Apos coleta, o material bioldogico deve ser submetido ao processo de
conservacao. As amostras devem ser armazenadas em condicdes de baixa
temperatura e encaminhadas para o laboratério de forma mais rapida possivel.
Em situagdes em que o intervalo varia de 2 a 3 dias, as amostras podem ser
transportadas em ambiente refrigerado a 4°C. Entretanto, se o intervalo ultrapassar
3 dias, recomenda-se o congelamento das amostras (-202C ou -702C). Para
amostras sanguineas, o processo de congelamento ndo deve ser adotado, somente
a 42C. Como recipientes, recomenda-se utilizar caixas térmicas com revestimento
interno impermeavel, para que nNao ocorra vazamentos durante o transporte.
Juntamente com a amostra, o profissional de campo deve emitir um relatorio
(historico) detalhado, no qual devera constar informacdes que podem auxiliar o
técnico do laboratorio na eleicdo do méetodo de diagnostico mais adequado e,
quando necessario, proceder mais de um méetodo de diagnostico.
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m Exemplificando

Enfermidades respiratorias: recomenda-se coletar secrecdes nasais,
aspiradas, da nasofaringe, trato respiratorio superior, pulmaoes.

Enfermidades sistémicas: recomenda-se coletar secrecdes nasais,
fezes, soro, sangue integral, linfonodos, bago.

Enfermidades do trato reprodutivo: recomenda-se coletar placenta,
liquidos fetais, timo, baco, pulmao, cérebro.

O procedimento de eleicao do método de diagnostico e as etapas dos
procedimentos adotadas para manipulacao das amostras variam de acordo com
o laboratorio. Para exemplificar melhor as etapas de processamento, a figura
1.9 exemplifica o encaminhamento de uma amostra para ser analisada em um
determinado laboratorio.

Figura 1.9 | Fluxograma de encaminhamento e processamento de amostras para analise
laboratorial

Coleta e .
acondicionamento —— e ] ———» Laboratdrio
amostra
da amostra
J
\J
Recebimento e Interpretacao do Elaboracao da

registro da amostra ” histérico da amostra ’ hipotese etiologica

\]

Escolha de um ou
mais métodos de  ——»
diagnostico

Interpretagdo dos Encaminhamento
resultados dos resultados

Fonte: adaptado de Flores (2012)

De acordo com o tipo de material biologico, os procedimentos podem variar para
melhor se adequar ao método de diagndstico de eleicdo. E importante ressaltar que
as interpretacdes dos resultados devem ser realizadas em conjunto com o historico
clinico gerado pelo profissional de campo. Dessa forma, as informacdes do historico
clinico devem ser precisas e confiaveis para evitar diagnosticos equivocados.
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Métodos de diagndstico

Mesmo que determinadas enfermidades possam ser diagnosticadas pelos
aspectos clinicos, o diagnostico laboratorial € uma ferramenta indispensavel para
confirmar a presenca do agente viral, aléem de direcionar acdes adequadas para o
tratamento daenfermidade e para a prevencao de futuras infeccdes virais. Diferentes
metodos de diagnosticos podem ser utilizados para a detec¢ado do agente viral que
compreendem em diretos (microscopia eletrénica; isolamento em cultivo celular;
hemaglutinacdo; deteccdo de antigenos ‘imunofluorescéncia, imunoperoxidase,
imunoenzimaticos, cromatograficos”; e deteccado de acidos nucleicos ‘reacao da
polimerase em cadeia’) e indiretos (testes sorologicos “imunodifusdo em gel de agar,
ELISA, soroneutralizacado, fixacao do complemento, inibicdo da hemaglutinacao,
imunofluorescéncia para anticorpos e imunocromatografia).

Varios metodos estao disponiveis no mercado, porém alguns critérios devem
ser aplicados para a eleicao do metodo de diagnostico na deteccdo do agente
viral. Dentre estes critérios, pode-se citar: sensibilidade, especificidade, rapidez,
simplicidade, reprodutibilidade, automacao e baixo custo. Dessa forma, vamaos estudar
dois métodos que podem ser empregados na rotina de laboratorio e que emitem
resultados confiaveis: imunocromatografia e a reagdo em cadeia pela polimerase.

Imunocromatografia

Os testes imunocromatograficos sao apresentados em dispositivos portateis
confeccionados em material plastico, os quais compreendem em diferentes
formatos: imunocromatografia de fluxo lateral, imunocromatografia de dupla
migracao, imunoconcentracao ou de fase solida. Este método de diagnostico
€ considerado um teste rapido e de facil utilizagdo a campo, o qual permite o
monitoramento qualitativo. O principio do teste se baseia em uma técnica
simples, que compreende a reacdo antigeno-anticorpo. A amaostra suspeita com
a particula virica reagira com o anticorpo especifico. Quando positivo, a presenca
do antigeno sera revelada com o aparecimento de bandas ou focos de coloracao
diferenciada. Normalmente, esta técnica tem sido utilizada em campo, em clinicas
e ambulatorios pela simplicidade e pelo baixo custo.

Pesquise mais

Conheca o teste de Imunocromatografico de fluxo lateral. Acesse
o link disponivel em: <http://dx.doi.org/10.18677/Enciclopedia_
Biosfera_2015_232>. Acesso em: 20 mar. 2016.
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Reacao em cadeia pela polimerase

A reacao em cadeia pela polimerase (PCR) ¢ um método de diagndstico que se
baseia na amplificacao do numero de moléculas de acidos nucleicos existente na
amostra. O método pode ser aplicado para diagnostico de qualquer agente viral e
em qualquer fase da infeccao viral, desde que contenha moléculas ou fragmentos
de acido nucleico. A técnica permite a obtencdo dos resultados em poucas horas,
possui alta sensibilidade e especificidade, alem de poder ser aplicada em amaostras
que passaram por processos inadequados de armazenamento e em amostras com
pouco material biologico.

O meétodo de diagnostico PCR depende de um gradiente de temperatura que
compreende trés etapas: desnaturagdo (95°C), anelamento (572C) e extensdo
(722C). Os materiais a serem utilizados durante o processo de amplificacdo sao:
amostra (material bioldgico), primers, Tag DNA polimerase e nucleotideos (ANTPs
— Adenina, citosina, guanina e tamina). Para alcancar uma quantidade suficiente
da sequéncia alvo, sdao necessarios 36 ciclos. Em cada ciclo a amplificacdo ¢é
exponencial, facilitando o aumento da sequéncia alvo. Na primeira etapa, a
amostra serd submetida a um processo de desnaturacdo (952C), promovendo
a separagcao da hélice da molécula de acido nucleico. Na segunda etapa, a
temperatura € reduzida para que ocorra a anelacdo dos primers (572C), que ira
delimitar a regido-alvo que ira ocorrer a amplificacao. Posteriormente, na terceira
etapa, a temperatura € elevada a 72°2C para que a enzima termoestavel (Tag DNA
polimerase) possa inserir os nucleotideos na regido-alvo para formacao das cadeias
complementares, assim finalizando o primeiro ciclo de um total de 36.

E. Vocabulario

Primers: indicadores inicias constituidos de oligonucleotideos que
delimitam a regidgo-alvo a ser amplificada na fita do acido nucleico.

Com o avanco tecnoldgico, a técnica PCR tem sido aperfeicoada, e diferentes
procedimentos foram elaborados como nested-PCR, multiplex-PCR, RT-PCR e
real-time PCR. Dentre as técnicas, o PCR em tempo real tem sido aprimorado para
ser executado a campo com a utilizacdo de termocicladores portateis, 0s quais
sao acoplados em computadores e com auxilio de um software capta e quantifica
o sinal emitido de cada ciclo. Essa técnica (PCR em tempo real) permite detectar,
quantificar e amplificar a molécula do acido nucleico no decorrer do processo,
que, além do primer (indicador inicial) a técnica ¢ mediada por uma sonda que
contém substancias (fluoroforos) indicadoras que sao liberadas durante o ciclo de
amplificacao.
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! Pesquise mais

Conheca o méetodo de reacdo em cadeia pela polimerase em tempo
real. Acesse o link disponivel em: <http://www biotecnologia.com.br/
revista/bio33/pcr.pdf>. Acesso em: 20 mar. de 2016.

Sem medo de errar

Mediante os conteudos abordados nesta se¢cao, vamos resolver as questdes da
situagcao-problema.

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamos recapitular os
principais pontos da situagao-problema. Conforme o responsavel técnico do
LANAGRO, as amostras estavam adequadamente armazenadas, porém algumas
continham pouco material para prosseguir com as analises laboratoriais. Desta
forma, o técnico elegeu o método de reacao em cadeia pela polimerase (PCR) em
tempo real para as amostras que continham pouco material biologico.

A técnica eleita pelo téecnico laboratorial permite a deteccdo do agente viral
em amostras com pouco material biologico. O principio da técnica € baseado
na amplificacdo do numero de moléculas ou fragmentos de acidos nucleicos
presentes na amostra. Dentre os materiais a serem utilizados teremos. amaostra
(material bioldgico), primers, Tag DNA polimerase (enzima termoestavel) e
nucleotideos (ANTPs — Adenina, citosina, guanina e timina). Com auxilio de um
termociclador, a molécula ou fragmento de acido nucleico (amostra) passa por
um processo de desnaturagao (952C) que promove a separacao da dupla hélice da
molécula de dcido nucleico. Na sequéncia, a temperatura é reduzida (50 a 602C)
para ocorrer a ligacao dos primers com a fita de acido nucleico, o qual delimita a
regiao a ser amplificada. Posteriormente, a temperatura € elevada a 72°C para que
a enzima Tag DNA polimerase possa atuar. A enzima Tap DNA polimerase ira inserir
0s nucleotideos (bases nitrogenadas) para formacao das cadeias complementares,
finalizando o primeiro ciclo do teste de PCR.

fr‘i Atencido
Y

Para se obter uma quantidade suficiente da sequéncia alvo € necessario
executar 36 ciclos de termociclagem.
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Avancando na pratica

Influenza equina

Para auxiliar no conteudo das competéncias que foram atribuidas nesta se¢ao,
no paragrafo subsequente vamos apresentar uma nova situacdo de realidade
profissional, que se refere ao atendimento clinico. Nesta situacdo, aproximaremos
0s conteudos tedricos com a pratica proposta nesta secdo de ensino. Leia com
atencao o atendimento clinico realizado pelo médico veterinario.

Recentemente, o médico veterinario realizou um atendimento clinico de um
equino em uma propriedade rural. O proprietario relatou que o animal vinha
apresentando sintomatologia respiratoria ha uma semana, apos ter participado de
uma cavalgada na cidade vizinha. Durante o exame, o médico veterinario constatou
secre¢cao nasal serosa, hipertermia, anorexia, fraqueza e tosse nao produtiva.
Amostras de secrecdo nasal foram coletadas, acondicionadas em um frasco estéril
e identificadas. Da mesma forma, foi realizada coleta de sangue para obtencao de
plasma sanguineo (tubo de 5 mL contendo EDTA). As amostras foram identificadas
individualmente, acondicionadas em recipientes apropriados e encaminhadas
para analise laboratorial. Com base nos achados clinicos, o médico veterinario
suspeitou de um agente viral. Dessa forma, foi solicitado um exame de rotina
(hemograma) e um exame complementar (reacdo em cadeia pela polimerase -
PCR) para deteccdo de agente viral. Para exame de PCR, o médico veterinario
precisou enviar as amostras para um laboratorio a 700 km, ja o hemograma foi
realizado em um laboratorio na cidade vizinha.

Descricao da situagcao-problema

Em continuidade ao relato de caso apresentado na nova situacao de realidade
profissional, o exame de PCR detectou a presenca do virus Influenza equina. O virus
da Influeza equina pertence a familia Orthomyxoviridae, género Influenzavirus A e
subtipo H8N8. Mediante os conteudos abordados nesta secao, responda a questao
a sequir: a) Expliqgue como deve ser o procedimento de acondicionamento das
amostras para serem encaminhadas para o laboratorio.

@-
E.l Lembre-se

Ainterpretacdo dos resultados devera ser realizada em conjunto com o
historico clinico gerado pelo profissional de campo.
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Resolucdo da situacdo-problema

O material biologico deve ser submetido ao processo de conservacdo
imediatamente apos coleta. Em situacdes em que o intervalo varia de 2 a 3 dias, as
amostras podem ser transportadas em ambiente refrigerado a 42C. Entretanto, se
o intervalo ultrapassar 3 dias, recomenda-se o congelamento das amostras (-202C
ou -702C). Para amostras sanguineas, o processo de congelamento ndo deve ser
adotado, somente a 42C.

Como recipientes, recomenda-se utilizar caixas térmicas com revestimento
interno impermeavel, para que nao ocorra vazamentos durante o transporte.
Juntamente com a amostra, o profissional de campo deve emitir um relatorio
(historico) detalhado, o qual constarad informacdes que podem auxiliar o técnico
do laboratorio na eleicao do método de diagnostico mais adequado e, quando
necessario, proceder mais de um metodo de diagnostico.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise e estude o método indireto ELISA. Utilize o material de apoio:
Flores, E. F. Virologia Veterinaria: virologia geral € doengas viricas. 2.
ed. Santa Maria: Ed. da UFSM, 2012. 1008 p.

Faca valer a pena

1. O € uma etapa complementar da
investigacao clinica e epidemioldgica da enfermidade em auxilia na
deteccao do agente viral.

Assinale a alternativa correta que completa as lacunas:
a) Tipo de animal.
b) Diagndstico laboratorial.

d

e) Processo incompleto de penetracao.

)
c) Processo de desnaturacdo das amostras.
) Processo viral.

)

2. O profissional de campo deve possuir conhecimentos suficientes
para determinar a escolhado a serencaminhado,
bem como os procedimentos adotados de e
das amostras.

Assinale a alternativa correta que completa as lacunas:
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a) Material bioldgico, acondicionamento e conservacao.

b) Tipo de particula virica, acondicionamento e conservacao.
c) Tipo de frasco, acondicionamento e conservagao.

d) Processo de higiene, conservacado e material bioldgico.

e) Tipo de processo de conservacao, acondicionamento e material
bioldgico.

3. Para a coleta de plasma sanguineo pode-se utilizar tubos com
elou ________ , e para coleta de soro utiliza-se

tubos

Assinale a alternativa correta que completa as lacunas:

a) EDTA, citrato ou heparina e sem anticoagulantes.

b) EDTA, citrato ou heparina e com anticoagulantes.

c) Hepariana, citrato ou EDTA e com anticoagulantes.

d) Citrato, EDTA ou citrato e com anticoagulantes.

e) Dioxidos de carbono, EDTA ou heparina e sem anticoagulantes.

Virologia geral aplicada a medicina veterinaria




Virologia geral aplicada a medicina veterinaria




Secao 14

Etiopatogenia viral

Dialogo aberto

Qla, aluno!

Nesta secdo, estudaremos os efeitos citopaticos e as alteracdes morfologicas
gue os virus podem causar na celula hospedeira. Para auxiliar o conteudo
abordado, vamos acrescentar novas informacdes na situagcao-problema referente
ao relato de caso apresentado no Convite ao estudo. Dessa forma, vocé participara
indiretamente da resolucao do caso.

Em continuidade ao relato do caso, o técnico laboratorial recebeu um laudo
contendo informacdes detalhadas das lesdes observadas durante o exame
clinico. De acordo com o medico veterinario, a replicacao viral pode ocorrer em
diferentes 6rgaos ou tecidos do animal, sendo necessaria a coleta de diferentes
materiais biologicos. Durante o exame clinico, © meédico veterinario observou que
0s animais continham lesdes vesiculares intactas no nariz, vesiculas rompidas na
mucosa bucal e lingua, além de erosdes com ulceras. Com base nos achados
clinicos, a infeccdo viral causou danos nas células do hospedeiro. Com auxilio dos
conteudos abordados nesta secdo, responda as questdes a seguir: cite os possiveis
efeitos citopaticos que os virus podem causar na célula hospedeira. Explique os
efeitos causados No sistema imune com o acumulo de imunocomplexos.

Nao pode faltar

Nesta secdo abordaremos os efeitos citopaticos e as alteracdes morfologicas
que os virus podem causar na célula hospedeira. Vamos iniciar os estudos!

Efeito citopatico dos virus e alteragcdes morfoldgicas

Ainteracdo entre produtos virais € componentes celulares da célula hospedeira
€ complexa, o que pode resultar ou ndo em um efeito em nivel celular ou de
hospedeiro. Normalmente, quando observados sinais clinicos em animais
acometidos por doencas viricas, estes sao decorrentes da resposta do hospedeiro
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a injuria celular e/ou tecidual (perceptiveis visualmente).

No processo de infecgao viral, os virus desenvolvem interagcdes com oOs
componentes celulares modificando a fisiologia celular da célula hospedeira. Os
produtos oriundos dessainteracdo (produtos virais ouacumulo de proteinas e acidos
nucleicos) podem causar efeitos citopaticos, como: lise celular, arredondamento,
vacuolizacado, formacao de sincicios, inclusdes, picnose e apoptose.

@ Reflita

Efeito citopatico: refere-se as alteracdes morfologicas observadas em
células infectadas por agentes virais.

Figura 1.10 | Conceito de iceberg do processo infeccioso, relacdo entre infeccéo e doenca
em nivel celular e de hospedeiro
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Fonte: adaptado de Flores (2012)
A destruicao celular decorrente de infecdes causadas por virus nos tecidos-

alvo, bem como as alteracdes fisiologicas decorrentes das lesdes teciduais sao
responsaveis pelo desenvolvimento da doenca.
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Assimile

&%
b4

Efeito em nivel celular: pode ser visualmente imperceptivel ou
perceptivel.

Efeito no hospedeiro: pode ser uma doenca subclinica ou clinica.

Interacao de produtos virais e componentes celulares

A patogénese viral consiste em diversas fases que se inicia com a penetracao
do virus na célula hospedeira, replicacao viral, disseminacao do virus, lesao celular,
resposta imunologica do hospedeiro, eliminacao do virus ou estabelecimento
da infeccao persistente e disseminacdo viral. Cada agente viral desencadeara
interacdes especificas com a célula hospedeira (formagdo de canais iGnicos,
atuacdo no processamento e transporte de RNA mensageiro, inibicao da traducao
de RNA mensageiro, inibicdo da sintese de DNA e alguns casos estimulam a sintese
de DNA para disponibilizar condicdes e componentes para a replicacdo viral) a fim
de completar o ciclo replicativo.

Em determinados casos, alguns agentes virais sao indutores de células tumorais
(benignas ou malignas), tais como os virus DNA (adenovirus, hepadnavirus,
papilomavirus e poliomavirus) e RNA (retrovirus).

D Exemplificando

« Virus herpes simplex: produz a proteina ICP 27, a qual desencadeia
um efeito inibitdorio sobre o transporte e processamento do RNA
mensageiro.

» Adenovirus: produz algumas proteinas denominadas de E1B-55K e E4-
34K, que promovem o blogueio na acumulagao de RNA mensageiros
celulares no citoplasma.

» Virus da influenza: produz a proteina M2, produz canais idnicos na
membrana dos endossomos para o transporte de ions de H+ para o
interior da célula (acidificando o pH), os quais facilitam o processo de
fusdo e desnudamento do nucleocapsideo.
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Em outras situacdes, os agentes virais desencadeiam interacdes que interferem
no processo de apoptose celular (morte celular programada). Processo pelo qual
tem como objetivo favorecer a conclusdo do ciclo replicativo do virus. Diversos
efeitos sao desencadeados durante a interagcao das proteinas virais com a célula
hospedeira, tais como: modificacdo, localizacdo e maturacdo de proteinas;
aumento da permeabilidade da membrana plasmatica; desorganizacao ou ruptura
do citoesqueleto da célula hospedeira; formacao de estruturas com morfologia
mais ou menos definidas no citoplasma ou no nucleo da célula infectada
‘corpusculos de inclusao”.

E. Vocabulario

Patogenicidade: capacidade de um agente produzir doenca no
hospedeiro.

Viruléncia: nivel de severidade da doenca causada por um agente.

Tropismo: predilecdo de um virus por determinadas células ou tecidos.

Efeitos nas células hospedeiras

No processo de replicacao viral (interacdo entre agente viral e célula hospedeira),
0s produtos virais oriundos da replicacdo viral podem afetar negativamente
a fisiologia celular, resultando em patologia celular. Cada efeito citopatico
desenvolvido na célula hospedeira sera caracteristico de acordo com os tipos
de virus e com a funcao dos diferentes mecanismos utilizados por eles para se
replicarem. Dentre os efeitos causados, pode-se citar:

o Alteracdes morfologicas (citomegalia e arredondamento celular);

« Lise celular;

e Fusdo celular (formacao de células gigantes denominadas de sincicios);
e Formacao de vacuolos (citoplasmatico);

 Formacdo de corpusculos de inclusao (citoplasmatico ou nucleares).

Pesquise mais

Leia o artigo "Visualizacdo de Inclusdo Viral em Hemacias — Relato
de Caso”. Acesse o link disponivel em: <www.eventosufrpe.com.br/
jepex2009/cd/resumos/R0539-1.pdf>. Acesso em: 14 abr. 2016.
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Dentre os efeitos citopaticos apresentados anteriormente, a lise celular é
considerada a patologia mais severa em uma infecao viral. Causada por virus
denominados de citoliticos, a absorcdo do liquido extracelular desencadeia a lise
celular, que leva a morte e & desintegracio celular. E importante ressaltar que virus
nao-citoliticos também podem desencadear patologias severas e levar a morte do
hospedeiro. A maioria das doencas causadas pelos virus nao-citoliticos pode ser
decorrente da resposta imunologica do hospedeiro.

I:- Vocabulario

Virus citopatico: a replicagcao resulta em citopatologia.

Virus ndo-citopatico: a replicacdo nao resulta em citopatologia.

Efeitos no sistema imunoldgico

O sistema imunologico tem como funcao desencadear uma resposta
imunologica contra as infeccdes viricas com o objetivo de eliminar ou neutralizar
as particulas virais. De acordo com o grau de lesdo celular (orgdos envolvidos),
O sistema imunologico iréd produzir uma resposta imunologica. A infecgao viral
desencadeia uma resposta imunologica diferente a resposta de um agente
bacteriano patogénico. Enquanto osleucocitos polimorfonucleares sao ativados em
resposta a inflamacao aguda de um agente bacteriano, as celulas mononucleares
e linfocitos atuam em resposta a uma inflamacdo causada pelas lesdes virais. Os
linfocitos T citotoxicos reconhecem os polipeptidios virais da superficie celular
de células infectadas, lesionando-as. Entretanto, durante esse processo, Os virus
podem desenvolver diferentes imunopatologias (autoimunidade e deposicao de
imunocomplexos) que poderdo causar lesGes celulares.

 Autoimunidade: € um processo gue pode ocorrer em determinadas
infeccdes viricas. Neste processo, ocorre a estimulacdo antigénica de
proteinas virais, semelhantes as proteinas presentes no hospedeiro, ou
devido algum disturbio durante o processo de ativacao dos linfocitos,
produzindo anticorpos contra proteinas proprias.

 Imunocomplexos: formados por anticorpos ligados a particulas viricas ou
antigenos virais. A doenca imunologica ocorrera quando a producao de
imunocomplexos excedem a capacidade de eliminacdo do organismo.
Da mesma forma, os imunocomplexos contém virus viaveis que podem
penetrar em células como macrofagos e linfocitos ativados. Doencas
infecciosas como hepatite infecciosa canina, imunodeficiéncia felina,
peste suina classica, anemia infecciosa equina, entre outras, desenvolvem
lesdes glomerulonefrite em funcao do acumulo dos imunocomplexos
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nos glomeérulos renais. Infeccdes secundarias, como estomatite cronica,
gengivites, lesdes de pele e abscessos subcutaneos podem surgir em casos
que ocorre a deplecao linfoide.

De modo geral, as alteracdes imunologicas mediadas pelas infeccdes
viricas podem aumentar a suscetibilidade a infeccdes secundarias e interferir
negativamente em uma resposta imunologica contra a propria infec¢ao e diversos
outros agentes virais.

Figura 1.11 | Alteracdes imunoldgicas e seus mecanismos de inducdo

Familia Herpesviridae Retroviridae Parvoviridae Coronaviridae
Alteragdes
imunologicas
Suscetibilidade a + + +
infeccoes
Proliferacdo + + + +
linfoide reduzida
Aumento de + + +
imunoglobulinas
Mecanismos
Replicacao + + + +
em células

imunologicas

Ativacao do i F
sistema imune

Produtos de + +
monaocitos de
linfécitos T-helper

Proteinas virais s +

Fonte: adaptado de Flores (2012)

Sem medo de errar

Mediante os conteudos abordados nesta secao, vamos resolver as questdes da
situagao-problema.

Para compreender melhor a situacdo apresentada, vamos recapitular os
principais pontos da situacao-problema. O técnico laboratorial recebeu amostras
para analise de diferentes materiais biologicos coletados de um mesmo animal. Em
conjunto com as amostras, o medico veterinario encaminhou um laudo técnico
contendo informacdes detalhadas das lesdes observadas durante o exame clinico,
O que justificou a coleta de diferentes materiais bioldgicos de um mesmo animal.
Foram observadas durante o exame clinico lesdes vesiculares intactas e rompidas.
De acordo com as informacdes, pode-se concluir que a infeccdo viral causou
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efeitos citopaticos nas células do hospedeiro.

Em resposta a infec¢do viral, o sistema imune do animal ird desencadear
uma resposta imunologica para eliminar ou neutralizar o agente agressor. Dessa
forma, anticorpos sao produzidos pelo sistema imune, e se ligam as particulas
viricas ou antigenos virais, formando imunocomplexos. Quando o acumulo destes
imunocomplexos excedem a capacidade de eliminagao do organismo, lesdes sao
desenvolvidas nos glomeérulos renais (glomerulonefrite). Da mesma forma, quando
ocorre deplecdo linfoide (perda de elementos), o organismo se torna suscetivel a
infeccOes secundarias (estomatite cronica, gengivites, lesdes de pele e formagao
de abscessos subcutaneos).

fr" Atencéo!
Y

A interacdo entre produtos virais e componentes celulares da célula
hospedeira pode resultar ou nao em um efeito citopatico em nivel
celular ou de hospedeiro.

Avancgando na pratica

Doenca vesicular dos suinos

Para auxiliar o conteudo das competéncias que foram atribuidas nesta secao,
no paragrafo subsequente vamos apresentar uma nova situacdo de realidade
profissional que se refere ao atendimento clinico. Nesta situacdo, aproximaremaos
0s conteudos tedricos com a pratica proposta nesta secdo de ensino. Leia com
atencao o atendimento clinico realizado pelo médico veterinario.

Durante a visita técnica de rotina em uma granja suina, o medico veterinario
observou algumas vesiculas intactas e rompidas nos labios e no focinho de dois
suinos. Durante a anamnese, O proprietario relatou que 0s animais estavam em
boas condicdes (se alimentando e ingerindo dgua), e que nao havia observado as
lesdes. Em seguida, o médico veterinario realizou os procedimentos basicos de
acordo com a legislagdo para casos de animais que apresentam lesdes vesiculares.
Notificou o Servico Veterinario Oficial (§ 39, art. 42, Instrucdo Normativa n2 44,
de 2 de outubro de 2007) e indicou a possibilidade da existéncia de um ou mais
animais que apresentavam sinais clinicos compativeis com doenca vesicular
infecciosa. Com base nos achados clinicos, o medico veterinario suspeitou da
doenca vesicular dos suinos.

Descricao da situagao-problema

Em continuidade ao relato do caso, o teste ELISA evidenciou a presenca do virus
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da doenca vesicular do suino, o qual pertence a familia Picornaviridae e género
Enterovirus. Mediante os conteldos abordados nesta secao, responda a seguinte
questao: Cite as possiveis interacdes que o agente viral pode desencadear durante
O processo de infec¢ao viral.

= Lembre-se

A interpretacdo dos resultados de exames devera ser realizada em
conjunto com o historico clinico gerado pelo profissional de campo.

Resoluc¢do da situagdo-problema

Durante o processo de infeccdo viral, o agente agressor desencadeara
interacdes especificas com a célula hospedeira, dentre as quais pode-se citar:
a formacao de canais idbnicos, atuacdo No processamento e transporte de RNA
mensageiros, inibicdo da traducao do RNA mensageiro, inibicdo da sintese de
DNA celular e, em alguns casos, estimulo da sintese de DNA para disponibilizar
condicdes e componentes para a replicacao viral.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise e estude sobre a "Localizagdo das infecgcdes virais em nivel
de hospedeiro”. Utilize o material de apoio: Flores, E. F. Virologia
Veterinaria: virologia geral e doencas viricas. 2. ed. Santa Maria: Ed. da
UFSM, 2012. 1008 p.

Faca valer a pena

1. Ainteracao entre produtos virais e componentes celulares da célula
hospedeira € complexa, o que pode resultar ou nao em um efeito em
nivel ou de

Assinale a alternativa correta que completa a ordem das lacunas:
a) Celular e citoplasma.

b) Virologico e hospedeiro.

c) Celular e hospedeiro.
d) Viroldgico e celular.

)

e) Citoplasma e nucleo.
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2. A lise celular € um efeito visualmente

Assinale a alternativa correta que completa a lacuna:
a) Imperceptivel.
b) Perceptivel.

)
¢) Subclinico.
d) Retardatario.
)

e) Imunologico.

3. O virus herpes simples produz uma proteina denominada de
ICP 27, a qual desencadeia um efeito inibitério sobre o transporte e
processamento do

Assinale a alternativa correta que completa as lacunas:
a) RNA mensageiro.

b) Acido desoxirribonucleico.

c) Anticorpo.
d) Lipideos.

)

e) RNA ribossdmico.
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Unidade 2

Familias virais de importancia
em medicina veterinaria

Convite ao estudo
Ol3, aluno! Seja bem-vindo a Unidade 2 de estudos deste livro didatico!

Animais de companhia e de producdo estao sujeitos a agentes
virais que causam enfermidades e interferem no bem-estar do animal,
provocando tambem perdas econdmicas. Portanto, compreender os
agentes virais e de fundamental importancia para o medico veterinario na
sociedade atual, pois estudando a patogenicidade viral, bem como suas
vias de transmissao, € possivel aplicar os conhecimentos na prevencao,
controle e tratamento das doencas infecciosas.

Os agentes virais sao agrupados em familias, de acordo com as
caracteristicas estruturais, morfologicas, genéticas e biologicas que
apresentam em comum. Hierarquicamente, os virus sao classificados
em ordens (viridae), familias e subfamilias (virinae), género (virus) e
especie. Os conteudos abordados nesta Unidade de Ensino permitirdo
a voceé, aluno, conhecer as familias virais classificadas em | (RNA-virus
Familia Picornaviridae, Rhabdoviridae e Paramyxoviridae), Il (RNA-virus
Familia Togaviridae, Flaviviridae, Retroviridae e Coronaviridae), Il (DNA-
virus Familia Herpesviridae e Adenoviridae, Papovaviridae, Poxviridae
e Parvoviridae) e as principais doencas de importancia na medicina
veterinaria cujos agentes estao classificados nas familias virais.

Para auxilia-lo no conteudo abordado, vamos apresentar uma situacao
da realidade profissional no Convite ao estudo, trazendo um atendimento
clinico realizado por um médico veterinario, com objetivo de aproximar os
conteudos tedricos com a pratica proposta nesta unidade. Bons estudos!

Competéncia geral
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Conhecer os principais microrganismos de interesse em medicina
veterinaria (bactérias, fungos e virus), enfocando particularmente a
taxonomia, caracteristicas morfologicas, ecologicas, de sensibilidade,
resisténcia e identificagao laboratorial.

Competéncia técnica

Conhecer e compreender as particularidades dos virus classificados
nas diferentes familias virais de importancia clinica para a veterinaria.

Objetivos

Dentre os objetivos desta unidade, o aluno devera:
. Conhecer as principais familias RNA virus;

. Conhecer as principais familias DNA virus;

. Conhecer as principais doencas de importancia na medicina
veterinaria, cujos agentes estdo classificados nas familias virais.

Como ja falamos, a fim de auxiliar o estudo e a assimilagdo das
competéncias que serdo atribuidas nesta unidade, no paragrafo
subsequente vamos apresentar uma situacao da realidade profissional
de um atendimento clinico realizado por um medico veterinario. Nesta
situacao, aproximaremos 0s conteudos tedricos e a pratica proposta
nesta unidade. Leia com ateng¢ao o atendimento clinico realizado pelo
profissional de veterinaria.

Recentemente, um grupo de alunos visitou o laboratorio de analises
clinicas do Hospital Veterinario. O laboratorio recebe diferentes materiais
biologicos para serem analisados. Durante os procedimentos de rotina,
o técnico relata que a maioria das amostras que chegam no laboratorio
estao em condigdes adequadas (identificadas e armazenadas), porem,
algumas amostras contém quantidades insuficientes, o que pode
comprometer determinados métodos laboratoriais. Desta forma, para as
amostras com pouca quantidade de material bioldgico, o técnico deve
estabelecer critérios para eleger o meétodo mais adequado, a fim de
prosseguir com a analise laboratorial. Em seguida, o técnico laboratorial
explica que fatores como a eleicao do material biologico a ser coletado
Nno campo, seu acondicionamento em frascos adequados e o metodo
de conservacdo adotado para o transito das amostras até a chegada no
laboratorio possuem grande relevancia para obter bons resultados durante
a analise laboratorial. Assim, cabe ao meédico veterinario conhecer os
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Secao 2.1

Classificacao viral |

Dialogo aberto

Qla, aluno!

Nesta secdo, estudaremos as estruturas biologicas e as familias RNA-virus
Picornaviridae, Rhabdoviridae e Paramyxoviridae. Para melhor compreender
o conteudo abordado, vamos acrescentar informacdes na situacao-problema
referente ao relato de caso apresentado no Convite ao estudo, dessa forma, vocé
participara indiretamente da resolu¢ao do caso.

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario recebeu
amostras para identificacdo de um agente viral. O médico veterinario encaminhou
um laudo técnico anexo as amostras, contendo informacdes detalhadas do
atendimento clinico e a suspeita de um agente viral. De acordo com o laudo
técnico, as amostras foram coletadas em uma granja de aves comerciais (galinhas
poedeiras). Na anamnese, o proprietario relatou que algumas aves apresentavam
sinais de fraqueza e reducao na producdo de ovos. Em seguida, o veterinario
relata ter encontrado aves com a doenca na forma mais grave, sendo que elas
apresentavam sinais clinicos respiratorios, gastrointestinais e nervosos (paralisia das
asas, das patas e espasmos musculares). Mediante as informacdes levantadas, o
profissional de veterinaria suspeitou de um agente viral, o qual estava acometendo
as aves naquela propriedade. De acordo com o técnico laboratorial, as amostras
recebidas continham material bioldgico de fezes, porcdes da traqueia, baco,
pulmoes e swabs traqueais e cloacais.

Mediante as informacdes apresentadas, e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, responda as seguintes questdes para a resolu¢ao do caso clinico:

e« Qual € o agente patologico suspeito que estd acometendo as galinhas
poedeiras?

» Classifigue o agente patologico em familia, subfamilia, género, espécie e
sorotipo.

o O técnico laboratorial resolveu proceder com a técnica de isolamento em
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cultivo celular. Pesquise e descreva a técnica de isolamento e identificagdo.

» Explique o ciclo replicativo da familia viral em que se enquadra o agente
patologico diagnosticado nas galinhas poedeiras.

Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secdo vamos comecar a estudar as principais
caracteristicas das familias RNA-virus  Picornaviridae, Rhabdoviridae e
Paramyxoviridae.

Familia Picornaviridae

A familia Picornaviridae abrange uma ampla variedade de espécies virais, as
quais sao classificadas em nove géneros (Enterovirus, Cardiovirus, Rhinovirus,
Hepatovirus, Erbovirus, Teschvirus, Aphtovirus e Parechovirus). Os géneros
desta familia sao icosaedricos, ausentes de envelope e possuem RNA linear de
polaridade positiva. Os picornavirus acometem varias especies animais, como
cavalos, suinos, bovinos, roedores e passaros. Dentre os principais géneros que
abrangem esta familia estao: virus da febre aftosa (febra aftosa acomete animais
da espécie bovina, ovina, caprina e suina), rinovirus equino (doenca respiratoria
aguda que acomete equinos), o virus da hepatite dos patos (acomete os patos
domeésticos), encefalomiocardite (miocardite e encefalite que acomete suinos e
roedores), doenca vesicular dos suinos (acomete os suinos) e enterovirus bovino
(doenca entérica e respiratoria que acomete bovinos). Dentre os virus da familia
Picornaviridae de maior interesse veterinario estao o virus da febre aftosa, o virus da
encefalomiocardite dos camundongos, Enterovirus bovino e o agente da doenca
vesicular dos suinos. O virus da febre aftosa acaba por destacar-se em funcado da
grande repercussao sanitaria e econdmica, bem como os prejuizos causados pelas
barreiras impostas pelo comeércio internacional em animais e produtos carneos
oriundos de areas endémicas.

@ Reflita

A transmissao do virus da febre aftosa é extremamente alta entre
bovinos, ovinos, caprinos, suinos e outros animais biungulados. Sua
transmissdo pode ocorrer de forma direta, pelo contato de animais
suscetiveis com animais infectados, ou pelo contato indireto, por meio
de fomites ou subprodutos contaminados.

O diagnostico da doenca febre aftosa é realizado pela demonstracao
do virus ou de antigenos virais presentes em tecidos ou fluidos de
animais infectados.
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Quadro 2.1 | Principais agentes virais da familia Picornaviridae

Género Espécie Hospedeiro Doenca
Aphtovirus Virus da febre aftosa O | Bovinos, ovinos, Febre aftosa
caprinos e suinos
Aphtovirus Virus da rinite equina A | Equinos Doenca respiratoria
aguda

Aviehepatovirus Virus da hepatite dos Pato doméstico Hepatite dos patos
patos

Cardiovirus Virus da Suinos, roedores Miocardite, encefalite
encefalomiocardite

Enterovirus Virus da doenca Suinos Doenca vesicular dos
Vesicular dos suinos suinos

Enterovirus Enterovirus bovino Bovinos Doenca entérica e

respiratoria

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)

Estrutura viral

Os virions pertencentes a familia Picornaviridae séo ausentes de envelope, o
seu genoma ¢é constituido de RNA de fita simples e de polaridade positiva. Os
agentes virais possuem formato icosaédrico e uma superficie composta por 60
unidades denominadas de protdmeros, 0s quais sao formados por quatro unidades
de proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4. A sequéncia de aminoacidos que
constituem as proteinas estruturais € determinante para o tropismo e patogenia
da particula virica, enquanto que as proteinas nao-estruturais estdo envolvidas
na replicacdo do genoma e no processamento da poliproteina. O fato de seu
RNA ser de polaridade positiva permite que a sua traducao se dé diretamente no
ribossomo, por outro lado, 0 RNA mensageiro que ndo possui cap na extremidade
5, depende de ser reconhecido pelo sitio interno de entrada dos ribossomos
(internal ribossomal entry — IRES). De modo geral, os virions pertencentes a familia
Picornaviridae possuem resisténcia ao éter, cloroformio e alcool, entretanto,
guando submetidos a substancias como formaldeidos, fenol e radiacdo idnica
podem ter a particula virica inativada.

D Exemplificando

As lesdes vesiculares e histopatologicas da doenca vesicular dos suinos
sao clinicamente indistinguiveis das causadas pelo virus da febre aftosa,
pelo virus da estomatite vesicular e pelo virus do exantema vesicular.

O diagnostico do agente viral pode ser realizado utilizando diferentes
metodos laboratoriais: Isolamento viral em células de cultivo, fixagao
do complemento e ELISA, para a deteccao de antigenos ou anticorpos.
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Ciclo replicativo

Os receptores presentes na superficie viral sdo determinantes pelo tropismo
tecidual. Alguns agentes virais sao internalizados por endocitose (virus da febre
aftosa) e, em outros casos, a penetragao ocorre na membrana plasmatica, sem que
haja a internalizacao (poliovirus). Sugere-se que a proteina VP1 auxilia na formacao
de poros para que 0 genoma seja inserido na célula hospedeira (poliovirus). No
caso dos virus que utilizam o processo de internalizacao por endocitose, uma
série de alteracdes no capsideo da particula virica (desnudamento e liberagcdo do
genoma citoplasma) sao desenvolvidas. A tradugdo e sintese do RNA gendmico
dos pircornavirus ocorre no citoplasma das células hospedeiras, apos liberacao do
RNA gendmico no citoplasma, a IRES desenvolve uma estrutura secundaria que
permitira a ligacao dos RNAs mensageiros (independentes de cap) aos ribossomos,
0S quais serdo direcionados para iniciar o processo de traducao. A replicacdo do
RNA sera realizada em duas etapas, com auxilio da polimerase RNA dependente de
RNA, proteinas virais e celulares. Na fase inicial, © RNA sera transcrito em moléculas
de sentido negativo para serem utilizadas como molde para a replicacao. Na fase
final (montagem do capsideo e maturacao), os produtos decorrentes da clivagem
pela polimerase RNA dependente de RNA serdo organizados em uma estrutura
de protdbmeros (proteinas VPO (VP2 e VP4), VP1 e VP3). Em seguida, ocorrerd o
egresso por lise celular.

E. Vocabulario

Epidemia: aumento significativo do numero de casos de uma doenca
em uma determinada populacdo, em um periodo de tempo.

Taxademorbidade: frequéncia de doenca causada por um determinado
agente em relacao a populacao de risco exposta.

Taxa de mortalidade: frequéncia de morte causada por um determinado
agente em relagcao a populagao de risco exposta.

Fonte: Adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005).

Familia Rhabdoviridae

A familia Rhabdoviridae (ordem Mononegavirales) € classificada em seis
géneros, sendo que apenas dois géneros acometem plantas (Cytorhabdovirus e
Nucleohabdovirus) e os demais acometem animais e artropodes (Vesiculovirus,
Lyssavirus, Ephemerovirus e Novirhabdovirus). Entre as principais doencas
causadas por agentes da familia Rhabdoviridae estdo a raiva e a estomatite
vesicular. O virus da raiva € uma doenca preocupante para a saude publica em
funcdo de ser uma zoonose, enguanto que o virus da estomatite vesicular possui
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uma grande repercussao econdmica, pois acomete os animais de producdo e

equinos, apresentando sinais clinicos semelhantes aos da febre aftosa.

Quadro 2.2 | Principais agentes virais da familia Rhabdoviridae

Género

Espécie

Hospedeiro

Doenca

Vesiculovirus

Virus da estomatite
vesicular

Mamiferos, peixes,
insetos

Estomatite vesicular,
viremia primaveril das
carpas

Lyssavirus Virus da raiva Mamiferos, insetos Raiva
Ephemerovirus Virus da febre efémera | Mamiferos, insetos Febre efémera de
dos bovinos bovinos
Novirhabdovirus Virus da necrose Peixes Necrose
hematopoiética hematopoiética,
septicemia

hemorragica

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)

Estrutura viral

Os rabdovirus possuem estrutura no formato de bastao, e suas dimensdes estao
entre 100 e 430 nm de extensao por 40 a 100 nm de diametro. O genoma consiste
em uma molécula de RNA de fita simples linear e de polaridade negativa, sendo
recoberto por nucleocapsideo (constituido de fosfoproteina e polimerase viral) e
envelope (constituido de glicoproteina e lipidios derivados da célula hospedeira).
No genoma, regides denominadas de leader e trailer desempenham fungdes
importantes na regulacao da transcricao e replicacdo viral. A regiao leader € uma
seguéncia peguena, nao traduzida, na extremidade 3" e a regiao trailer encontra-
se na extremidade 5. A infectividade da particula virica € estavel em condicdes
ambientais (termolabeis), porém sensivel a radiacdo solar e a ultravioleta, bem
como a desinfetantes baseados em detergentes.

Ciclo replicativo
Virus da estomatite vesicular

O ciclo replicativo inicia-se com a interacao entre a glicoproteina G (presente
no envelope) e os receptores de superficie da membrana da célula hospedeira.
Apos a adsorgao, a penetracao viral ocorre pelo mecanismo de endocitose.
Com o auxilio da glicoproteina G, o envelope viral e a membrana endossomal
se unem, formando um complexo ribonucleoproteina. Em seguida, sob condicao
de pH acido, o genoma RNA de fita simples (sentido negativo) é liberado no
citoplasma para que ocorra o processo de transcricao, com o auxilio da enzima
RNA polimerase e a sintese das proteinas N, P, M, G e L. Nesse processo, a
presenca de proteinas do nucleocapsideo (fosfoproteina — P e proteina L) e outros
componentes sao necessarios para que se inicie a transcricdo do genoma viral.
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O processo de transcricdo € determinado pela distancia do promotor unico
localizado na extremidade 3’ (processo denominado de atenuagao da transcricao),
0 qual transcreve o genoma em proteinas na seguinte ordem: N, P, M, G e L. Cada
RNA mensageiro possui uma estrutura cap na extremidade 5" e uma cauda poli-A
na extremidade 3, sendo que o mesmo pode codificar apenas uma proteina.
Quando a sequéncia 5-AGUUUUUUUCAUA-3" ¢ completada no final da proteina
N, sinaliza o fim do processo de transcricao. Apos a traducao de proteinas virais,
a qual esta associada ao processo de transcricao, a RNA polimerase passa para o
processo de replicacao viral, no qual ocorre a sintese de cadeias completas de
RNA no sentido positivo, e que serao utilizadas como moldes para sintese de RNA
no sentido gendmico. Os RNAs de sentido gendmico serdo encapsidados pela
interacdo entre a proteina N e a proteina M. O complexo RNP interage com 0os
trimeros (glicoproteina G produzida no complexo de Golgi e inserida na membrana
plasmatica) na membrana plasmatica, adquirindo envelope lipoproteico por meio
de brotamento e liberacdo para o meio extracelular.

Pesquise mais

Conheca a doenca infecciosa "Raiva’, causada pelo virus pertencente a
familia Rhabdoviridae. Acesse o link. Disponivelem: <https://pt.wikipedia.
org/wiki/Raiva_(doen%C3%A7a)>. Acesso em: 10 maio 2016.

Familia Paramyxoviridae

A familia Paramyxoviridae pertence a ordem Mononegavirales, que inclui as
subfamilias Paramyxovirinae e Pneumovirinae. A subfamilia Paramyxovirinae possui
seis géneros (Respirovirus, Morbillivirus, Rubulavirus, Henipavirus, Avulavirus e
Virus TPMV-like), enquanto que a subfamilia Pneumovirinae possui dois géneros:
Pneumovirus e Metapneumovirus. Dentre os principais agentes virais pertencentes
a familia Paramyxoviridae estdo: o virus respiratorio sincicial bovino; o virus da
parainfluenza bovino tipo 3; o virus da cinomaose canina; o virus da peste bovina; o
virus da doenca de Newecastle. Os virus pertencentes a esta familia sdo citoliticos,
0S quais causam efeitos citopaticos, como fusao entre células, inclusdes
intranucleares acidofilicas e alguns possuem propriedade de hemadsorcdo. Eles
sdo envelopados e 0 genoma é constituido de RNA de fita simples e de sentido
negativo. Sao sensiveis ao ambiente acido, aos solventes liquidos, acs detergentes
nao-idnicos e aos formaldeidos. O processo de congelamento e descongelamento,
e a exposicao por 30 minutos em temperatura de 562C, podem comprometer a
infectividade da particula virica.
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=

Assimile

Apos instalacao do virus da cinomose canina, inicialmente, o agente
viral € disseminado pelos orgaos linfoides sequido de pico febril (viremia
primaria). Quando o organismo ndo desenvolve uma resposta imune
adequada, o virus passa a ser disseminado para a pele, trato digestivo,
respiratorio e sistema nervoso (viremia secundaria).

Quadro 2.3 | Principais agentes virais da familia Paramyxoviridae

Newcastle ou
paramixovirus
aviario 1

aves silvestres
€ aquaticas,
humanos.

Subfamilia Género Espécie Hospedeiro Doenca
Respirovirus Virus da Bovinos Doenca respiratoria subclinica
parainfluenza Ovinos ou branda, associada a febre
bovina 3 do transporte em bovinos.
Virus Sendai Camundongos Patdgeno respiratorio
Suinos, ratos, (pneumonia em ratos).
hamsters e cobaias.
Virus da Humanos, outros Infecgdes no trato respiratorio
parainfluenza primatas, hamsters, | superior (tosse, dispneia,
humanale 3 cobaias, furdes, rouquidao, febre).
ratos cauda de
algodéo.
Morbillivirus Virus da Caninos, ledes, Doenca aguda, envolvimento
cinomose furdes, guaxinins, multissistémico e mortalidade
pandas. variavel.
Virus da peste Bovinos, ovinos, Doencga altamente contagiosa,
bovina caprinos e suinos. altas taxas de morbidade e
mortalidade.
v Virus da peste Ovinos, caprinos, Doenca grave, semelhante a
kS dos pequenos alguns ruminantes peste bovina, altas taxas de
= . . .
CS) ruminantes selvagens. morbidade e mortalidade.
< . B - .
? Rubulavirus Virus da Cées Doenca branda ou inaparente
g parainfluenza em caes; associada a tosse
&L canina 2 dos canis.
Rubulavirus Suinos Doenca do olho azul descrita
suino no México.
Henipavirus Virus Hendra Morcegos, Zoonose emergente que
equinos, humanos. | acomete e equinos. Causa
gripe e doenga neurologica.
Apresentam febre e encefalite
aguda.
Virus Nipah Morcegos, suinos, Zoonose emergente que
humanos, caninos acomete os suinos. Causa
e felinos. gripe e doenga neurologica.
Apresentam febre e encefalite
aguda.
Avulavirus Virus da Galinhas, patos, A viruléncia é variavel:
doenga de gansos, perus, velogénicas, mesogeénicas

e lentigénicas. Infecgao
generalizada, sinais
respiratorios, gastrointestinais
€ Nervosos.

(continua)
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Pneumovirus Virus Bovinos e ovinos. Acomete o trato respiratorio
respiratorio superior, podendo progredir
sincicial bovino para o trato inferior

o (bronquiolite e pneumonia).
.rgb Virus Ovinos e bovinos. Acomete o trato respiratorio
'% respiratorio superior, podendo progredir
s sincicial ovino para o trato inferior
% (bronquiolite e pneumonia).
§ Metapneumovirus Virus da Galinhas e perus. Sindrome da cara inchada dos
rinotraqueite perus; Sindrome da cabeca
dos perus ou inchada dos frangos.
pneumovirus
aviario

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)

Estrutura do virion e do genoma

Os virus possuem formato esférico ou pleomorficos, sao envelopados e
possuem diametro variando entre 150 e 300 nm. Alguns virus podem apresentar
formato filamentoso, os quais apresentam comprimento entre 1000 a 10000 nm. As
glicoproteinas H, HN e G estdo presentes na superficie do envelope, as quais auxiliam
no processo de fusdo entre envelope e membrana celular. O nucleocapsideo €
constituido pelo genoma RNA e proteina N, P e L. O espaco entre nucleocapsideo
e envelope € constituido pela proteina M. As glicoproteinas H, HN e G, presentes
no envelope, sdo responsaveis pela etapa de adsorcao, sendo que cada uma
possui uma funcao especifica. A glicoproteina H possui atividade hemaglutinante
(H), a glicoproteina NH possui atividade hemaglutinante (H) e neuraminidase
(N), e a glicoproteina G auxilia na ligacao dos receptores, quando nao houver as
glicoproteinas HN e H. A glicoproteina de fusdo (F) possui a funcao de fusdo entre
envelope e membrana celular. A proteina M é essencial durante o processo de
morfogénese viral, interagindo comas glicoproteinas H, HN ou G com o nucleotideo,
desencadeando o brotamento. A proteina N confere prote¢cdo ao genoma contra
enzimas nucleases, e auxilia na morfogénese de novas particulas virais. A proteina
L auxilia no processo de polimerizacdo do RNA, enquanto que as proteinas P e
N estao envolvidas no processo de sintese de RNA mensageiro (transcricdo), para
auxiliar na sintese do RNA gendmico a partir de RNA antigendmico.

%% Assimile

O virus da doenca de Newcastle apresenta trés tipos na forma
lentogénica (infeccao subclinica ou sinais respiratorios moderados):
mesogénica (sinais respiratorios e ocasionalmente neuroldgicos),
e velogénica (neurotropica: sinais respiratorios e neurologicos e
viscerotropica (lesdes hemorragicas no intestino).
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Ciclo replicativo

No processo infeccioso dos agentes virais pertencentes a familia
Paramyxoviridae, as particulas viricas se ligam em receptores especificos
(glicosaminoglicanos, acido sidlico, etc) e penetram na célula hospedeira,
utilizando o mecanismo de fusdo. No citoplasma, o nucleocapsideo sera
transcrito com auxilio da RNA polimerase e proteinas P e L, sendo que este
processo inicia-se a partir da extremidade 3. Nos virus ndao-segmentados, O
genoma possui indicacao de inicio e téermino da transcricao, neste caso, 0os RNAs
mensageiros possuem a estrutura cap 5 na extremidade e sdo poliadenilados
(poli-A), os quais sdo traduzidos em proteinas no ribossomo. A continuidade ou
O término do processo de transcricao tem seu controle a partir do acumulo de
proteinas virais no citoplasma. As proteinas P e N auxiliam na transcri¢ao integral
do genoma e sintese de uma copia de RNA antigendmico (sentido positivo),
a qual servird de molde para a sintese do RNA gendmico (sentido negativo).
Sintetizado o RNA gendmico, este se associara com a proteina N, formando o
nucleocapsideo (RNA+N). Em seguida, outras proteinas P e L se associam ao
nucleocapsideo, tal evento é considerado como a fase inicial da morfogénese.
Outros componentes, como as glicoproteinas NH e F (sintetizadas no reticulo
endoplasmatico e modificadas no complexo de Golgi) sdo fixadas na membrana
plasmatica. Aléem desses, um evento importante € a clivagem da proteina FO em
F1 e F2, com auxilio de proteases, as quais sao essenciais para a infectividade da
particula virica. Por fim, o nucleocapsideo interage com auxilio da proteina N e
M, resultando no processo de brotamento na membrana plasmatica e egresso da
particula virica para o meio extracelular.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise e estude sobre o0 Complexo das doencas respiratorias de bezerros.
Acesse o link. Disponivel em: <www.ivis.org/proceedings/abmg/2005/
pdfO8.pdf?LA=7>. Acesso em: 10 maio 2016.

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamos recapitular os pontos
gue foram analisados anteriormente da situa¢do da realidade profissional.

Durante a visita técnica de um grupo de alunos no laboratorio de analises
clinicas do Hospital Veterinario, os mesmos observaram que o laboratorio possui
uma ampla gama de equipamentos, o que permite a execucgao de diferentes analises
laboratoriais. O laboratorio tem como objetivo prestar servicos aos profissionais da
area de Veterinaria, a fim de identificar agentes patologicos, utilizando diferentes
metodos de diagnosticos para auxiliar na resolucao de casos clinicos.
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Mediante as informacdes apresentadas na situacao e com auxilio dos conteudos
abordados nesta secao, responda as questdes para a resolucdo do caso clinico:

e« Qual € o agente patologico suspeito que esta acometendo as galinhas
poedeiras?

O meédico veterinario suspeitou de uma agente viral, pertencente a familia
Paramyxoviridae, denominado de virus da doenca de Newcastle ou paramixovirus
aviario tipo 1.

« Classifigue o agente patologico em ordem, familia, subfamilia, género,
espéecie e sorotipo.

O virus de Newcastle € de ordem: Mononegavirales; familia: Paramyxoviridae;
género: Avulavirus; espéecie: paramixovirus aviario ou virus da doenca de Newcastle
e sorotipo: 1.

» Explique o ciclo replicativo da familia viral em que se enquadra o agente
patologico diagnosticado nas galinhas poedeiras.

No processoinfecciosodosagentesvirais pertencentesafamilia Paramyxoviridae,
as particulas viricas se ligam em receptores especificos, que permitem que elas
entrem na célula hospedeira mediante o mecanismo de fusao. No interior da célula
hospedeira (citoplasma), o nucleocapsideo sera transcrito com auxilio da RNA
polimerase, e outras proteinas P e L. A continuidade ou o téermino do processo de
transcricdo tem controle a partir do acumulo de proteinas virais no citoplasma. As
proteinas P e N auxiliam na transcricao integral do genoma e sintese de uma copia
de RNA antigendmico (sentido positivo), a qual servird de molde para sintese do
RNA gendmico (sentido negativo). Sintetizado o RNA gendmico, este se associara
com a proteina N, formando o nucleocapsideo (RNA+N). Em seguida, outras
proteinas P e L se associam ao nucleocapsideo, tal evento ¢ considerado como a
fase inicial da morfogénese. Outros componentes, como as glicoproteinas NH e F
(sintetizadas no reticulo endoplasmatico e modificadas no complexo de Golgi) séo
fixadas na membrana plasmatica. Alem desses, um evento importante € a clivagem
da proteina FO em F1 e F2, com auxilio de proteases, as quais sao essenciais para a
infectividade da particula virica. Por fim, o nucleocapsideo interage com auxilio da
proteina N e M, resultando no processo de brotamento na membrana plasmatica
e egresso da particula virica para 0 meio extracelular.

Avancgando na pratica

Doenca Vesicular Suina

Descricdo da situacao-problema
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Recentemente, o meédico veterinario de uma cooperativa foi solicitado
para fazer uma visita técnica em uma propriedade rural, pertencente a um dos
cooperados. O proprietario relatou que alguns suinos apresentavam apatia e
claudicacao, porem, em algumas semanas, 0s sintomas e as lesdes despareceram,
e 0s animais permaneceram em boas condi¢des. Durante o exame clinico de
alguns suinos, o veterinario observou lesdes vesiculares no focinho, nos labios
e nas bandas coronarias de uma das patas do membro posterior. Em seguida, o
profissional coletou amostras das lesdes vesiculares (focinho, labios e nas bandas
coronarias da pata) e identificou e acondicionou em recipientes adequados para
serem encaminhadas ao laboratorio de analises clinicas. Mediante os sinais clinicos,
O veterinario suspeitou de um agente viral pertencente a familia Picornaviridae.
Suspeitando de uma doenca vesicular infecciosa, ele realizou os procedimentos
basicos de acordo com a legislacao para casos de animais que apresentam
lesdes vesiculares, notificando o Servico Veterinario Oficial (§ 32, art. 42, Instrucéo
Normativa n? 44, de 2 de outubro de 2007) e indicando a possibilidade da existéncia
de um ou mais animais que apresentavam sinais clinicos compativeis com doenca
vesicular infecciosa.

Mediante as informacdes apresentadas, e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, responda as questdes para a resolucao do caso clinico:

» Quaisospossiveisagentes patologicos, pertencentesa familia Picornaviridae,
gue podem estar acometendo os suinos naquela propriedade rural?

» Expligueocicloreplicativo dos agentes pertencentes a familia Picornaviridae.

-
El Lembre-se

As particulas viricas pertencentes a familia Picornaviridae sao virus
envelopados, e seu genoma ¢ constituido por um genoma contendo
RNA de fita simples e de polaridade positiva.

Resolucdo da situagcdo-problema

Em continuidade com o relato de caso, como se suspeitava de uma doenca
vesicular infecciosa, foram realizados testes de diagnosticos para identificar
possiveis agentes virais que causam doencas com sinais clinicos semelhantes (febre
aftosa, estomatite vesicular, exantema vesicular e doenca vesicular dos suinos). Os
exames evidenciaram resultado negativo para o virus da febre aftosa, estomatite
vesicular e exantema vesicular, no entanto, foi positivo para o virus da doenca
vesicular dos suinos. O virus da doenca vesicular dos suinos pertence a familia
Picornaviridae e seu género € o Enterovirus. Agora, para melhor compreender o
agente viral, vamos responder as questdes do caso clinico.
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« Quaisospossiveisagentes patologicos, pertencentesa familia Picornaviridae,
que podem estar acometendo os suinos naquela propriedade rural?

Virus da febre aftosa (familia: Picornaviridae, género Aphtovirus). Virus da
estomatite vesicular (familia Rbadoviridae, género Vesiculovirus). Virus da doenca
vesicular dos suinos (familia Picornaviridae, género Enterovirus).

e Expligue o ciclo replicativo dos picornavirus.

No processo de adsorcdo, os receptores presentes na superficie viral sao
determinantes pelo tropismo tecidual. O mecanismo de penetracdo pode ser
especifico do grupo viral, ou individual de cada particula virica. Alguns agentes
virais sao internalizados por endocitose (virus da febre aftosa) e, em outros casos,
a penetracao ocorre na membrana plasmatica, sem que haja a internalizacao
(poliovirus). Sugere-se que a proteina VP1, presente nos poliovirus, forma poros
para que O genoma seja inserido na célula hospedeira. No caso dos virus que
utilizam o processo de internalizagcao por endocitose, uma serie de alteracdes no
capsideo da particula virica (desnudamento e liberacdo do genoma citoplasma)
sao desenvolvidas. Na fase de expressdao génica, a traducao e sintese do RNA
gendmico dos picornavirus ocorre no citoplasma das células hospedeiras, mediante
um complexo de fatores virais e celulares. Apos liberacao do RNA gendmico no
citoplasma, os sitios IRES desenvolvem uma estrutura secundaria que permitira a
ligacdo dos RNAs mensageiros (independente de cap) aos ribossomos, os quais
serao direcionados para o processo de traducao. Areplicacdo do RNA sera realizada
em duas etapas, com auxilio da polimerase RNA dependente de RNA, e com auxilio
das proteinas virais e celulares. Na fase inicial, © RNA sera transcrito em moléculas
de sentido negativo, para serem utilizadas como molde para a replicacdo. Na
fase final, os produtos decorrentes da clivagem pela polimerase RNA dependente
de RNA serdo organizados em uma estrutura protbmera (proteinas VPO, VP1 e
VP3). Em seguida, a cada cinco protémeros, forma-se pentameros e a cada doze
pentameros origina-se o capsideo.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise mais sobre as principais doencas e seus sinais clinicos da
familia: Picornaviridae, Rbadoviridae e Paramyxoviridae. Utilize o
material de apoio: QUINN, P. J. Microbiologia veterinaria e doencas
infecciosas. Porto Alegre: Artmed, 2005. HIRSH, D. C; ZEE, Y. C.
Microbiologia veterinaria. Rio de Janeiro: EGK, 2003.
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Faca valer a pena

1. Na familia Picornaviridae, o género Aphtovirus se destaca entre os
demais por sua importancia econdmica e sanitaria, ja que € o causador
da doenga conhecida como febre aftosa. Com base nesta afirmacao,
indique os possiveis hospedeiros do virus da febre aftosa.

Assinale a alternativa correta:
a) Bovinos, suinos, galinhas poedeiras e humanos.
b) Ovinos, bovinos, caprinos e suinos.

)
c) Bovinos, patos, suinos e caprinos.
d) Ovinos, roedores, bovinos e suinos.
)

e) Bovinos, frangos de corte, caprinos e suinos.

2. Os picornavirus sdo capazes de infectar diferentes espécies animais,
como: cavalos, suinos, bovinos, roedores e passaros. Os virions
pertencentes a familia Picornaviridae sao virus de fita
de polaridade e envelope.

Assinale a alternativa que completa a ordem das lacunas.
a) RNA, fita dupla, negativa, com.
b) DNA, fita dupla, negativa, com.

)

c) DNA, fita simples, positiva, sem.

d) RNA, fita simples, positiva, sem.
)

e) RNA, fita linear, positiva, sem.

3. No ciclo reprodutivo dos picornavirus, a interacao da particula virica
com os receptores da célula hospedeira € o primeiro passo no processo
de replicagcdo. Em qual estrutura das células hospedeiras acontece a
traducdo e sintese do RNA gendmico da familia Picornaviridae?

Assinale a alternativa correta:
a) Mitocondrias.

b) Nucleo celular.

c) Envoltdrio nuclear.
d)
)

e) Inclusdes citoplasmaticas.

Citoplasma.
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Secao 2.2

Classificacao viral

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secao, estudaremos as estruturas bioldgicas, o ciclo replicativo e
conheceremos as principais doencas causadas pelos agentes pertencentes as
familias: Togaviridae, Flaviviridae, Retroviridae e Coronaviridae. Para auxiliar o
conteudo abordado, vamos acrescentar novas informacdes na situacao-problema
apresentada no Convite ao estudo, dessa forma, vocé participara indiretamente da
resolucao caso.

Recentemente, o laboratdrio de analises clinicas do Hospital Veterinario
recebeu amostras para diagnostico laboratorial. O médico veterinario encaminhou
um laudo técnico anexo as amostras, contendo informag¢des detalhadas do
atendimento clinico e indicando a suspeita de um agente viral. De acordo com o
laudo técnico, as amostras foram coletadas de um gato com aproximadamente
2 anos de idade. Na anamnese, o proprietario relatou gque o animal ja tinha sido
hospitalizado em outra clinica (2 atendimentos), pois apresentava anorexia, perda
de peso e desidratacdo, porém ndo obteve resolucdo do caso. Desta forma, o
proprietario procurou outra clinica, ja que o gato voltou a apresentar sintomas
semelhantes, no entanto, o animal ndo resistiu e ocorreu o Obito. Em seguida, o
veterinario solicitou autorizacao para fazer a autopsia do animal e coletar amostras
para proceder com o diagnostico final. Com base nas informacdes levantadas,
ele suspeitou de um agente viral, o qual estava acometendo o animal. De acordo
com o técnico laboratorial, as amostras recebidas continham material biologico
de liquido da cavidade abdominal e toracica (exsudato fibrinoso), fezes, porcdes
da traqueia, baco, figado e pulmdes. Mediante as informagdes apresentadas e
com auxilio dos conteudos abordados nesta secao, responda as questoes para a
resolucao do caso clinico:

« Qual o possivel agente patoldgico suspeito que acometeu o gato?

» Classifigue o agente patologico em familia, subfamilia, género, espécie e
sorotipo.
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e Descreva a estrutura viral dos virus pertencentes a familia do agente viral
que acometeu o gato.

Nao pode faltar

Nesta secao, abordaremos os metodos diretos de diagnostico, envolvendo
a deteccao de antigenos e acidos nucleicos dos agentes virais. Vamos iniciar os
estudos!

Familia Togaviridae

A familia Togaviridae contéem aproximadamente trinta espécies virais distribuidas
em dois génerosdenominados de Alfavirus e Rubivirus. Diversas doencas em animais
domeésticos (aves e equinos) e silvestres (aves e mamiferos) tém sido associadas aos
agentes virais pertencentes a familia Togaviridae. Os agentes virais pertencentes ao
género Alfavirus abrigam varios patdgenos que acometem humanos e animais,
0S quais sao transmitidos, principalmente, por vetores artropodes, ja 0 género
Rubivirus contém apenas o virus da rubéola, que acomete 0s seres humanos.
Dentre 0os agentes virais de interesse veterinario estao os virus da encefalite equina
do Leste, do Oeste e venezuelana, entre outros de importancia regional.

Quadro 2.4 | Principais agentes virais pertencentes a familia Togaviridae de género Alfavirus

Género Virus Hospedeiros Espécies Doenca Vetores Localizagédo
naturais animais
Encefalite Aves silvestres | Equinos, aves Doenca Mosquitos EUA, América
equina do de areas domeésticas febril, (Culiseta Central e
Leste pantanosas (faisdes, encefalite | melanura, Aedes Caribe, costa
galinha, sollicitans, A. norte da
emas, patos) vexans) América do Sul
Encefalite Aves silvestres, Equinos Encefalite, Mosquito Planicies centrais
equina do Pequenos doenga (Culex tarsalis) | e ocidentais dos
Oeste mamiferos febril EUA e Canada
Encefalite Roedores Equideos Encefalite, Mosquito Ameérica
equina silvestres, (equinos, doenca (Culex sp.) Central, norte/
" venezuelana | equinos (virus asininos, febril noroeste da
N epizooticos) burros) Ameérica do Sul
N
Y Higlands J Passaros, Equinos Doenca Mosquitos Ameéricas
< mamiferos febril,
encefalite
Chikungunya Primatas Primatas e Doenca Mosquitos Africa, India,
humanos febril, Sudeste
exantema, Asiatico
artralgias
Semliki Passaros Passaros, Doenca Mosquitos Africa
Forest humanos e febril, rara
equinos encefalite
Getah Passaros, Equinos Doenga Mosquitos Sudeste
mamiferos febril Asiatico

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005).
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Estrutura viral

Os agentes virais pertencentes a familia Togaviridae sdao envelopados, de
conformidade esférica ou pleomorficos, diametro de 70 nm, nucleocapsideo
com 40 nm de diametro, constituido por 240 copias da proteina capsideo com
simetria icosaédrica. O seu genoma ¢é constituido por uma molécula de RNA de
fita simples, linear e de polaridade positiva. Na organizacdo estrutural do genoma,
a extremidade 5" possui uma estrutura cap e a extremidade 3’ é poliadenilada.
Sequéncias nao-traduzidas sdao encontradas nas extremidades do genoma, as
guais sao utilizadas para a sua transcricao e replicacao.

ég‘? Assimile

O genoma das familias Togaviridae, Flaviviridae, Retroviridae e
Coronaviridae sao constituidos pelo acido ribonucleico.

Ciclo replicativo

Os virus classificados no género Alfavirus utilizam diferentes receptores para
iniciar o processo de infec¢ao, de acordo com o agente viral. A penetracdo ocorre
com auxilio de receptores (E2 e/ou E1), sequida de internalizacdo das particulas
viricas, 0 que ocorre por endocitose. A fusao do envelope viral com a membrana
dos endossomos ocorre sob pH baixo (5 a 6), o que justifica a classificacdo dos
virus como pH-dependentes. Outros mecanismos sao descritos na literatura
como a formacao de poros com auxilio da proteina E1, permitindo a ejecdo do
genoma diretamente no citoplasma, sem a penetracao do nucleocapsideo. Para
isto, alteracdes conformacionais sao aplicadas na E1 sob condi¢cdes de pH baixo,
porém, a penetracdo do genoma ocorreria em pH proximo a neutro. Quando
ha penetracdo por endocitose, o desnudamento ocorre pela interagdo entre as
proteinas do nucleocapsideo e 0s ribossomos presentes na célula hospedeira.
No caso da penetracdo por meio dos poros, 0 genoma ja estaria desprovido do
nucleocapsideo. Apos desnudamento, a traducao do RNA gendmico ocorrera
diretamente no ribossomo. Nesse processo, ocorrera a sintese de proteinas nao-
estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4). A formacdo de um complexo entre a nsP4 e
demais nsPs é responsavel pela formacdo de uma molécula de RNA antigendmico
(polaridade negativa), a qual servira de molde para sintese de RNA subgendmico.
O RNA subgendmico dara origem as proteinas estruturais do capsideo e as
glicoproteinas do envelope E1, E2 e E3, as quais passardo por transformacdes
(glicosilacao, acilagdo) no aparelho de Golgi. O RNA antigendmico servird de molde
para sintese do RNA gendmico. Em sequida, a montagem do nucleocapsideo
ocorre associada a membrana do citoplasma (RNA gendmico + proteina C). Na
membrana plasmatica, ocorre interacao com as caudas das glicoproteinas recem-
inseridas para completar a maturacao e brotamento da particula virica.

Familias virais de importancia em medicina veterinaria

U2

79



U2

Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae abriga varias espécies virais que estao distribuidas em trés
géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus, os quais sao de importancia humana
e veterinaria. Os agentes virais (virus da febre amarela, virus do oeste do Nilo, virus
da encefalite japonesa, virus da doenca de Wesselsbron, virus da encefalomielite
ovina "'mal-do-pulo” e Virus meningo-encefalite dos perus de Israel) pertencentes
ao género Flavivirus sao transmitidos por insetos, os quais sao considerados
zoonoticos de importancia em sanidade animal. No género Pestivirus estao o
virus da peste suina classica, o virus da diarreia viral bovina e o virus da doenca
da fronteira e, por fim, no género do Hepacivirus encontra-se apenas o virus da
hepatite C, que acomete exclusivamente os seres humanos.

Quadro 2.5 | Principais agentes virais pertencentes a familia Flaviviridae.

Género Virus Hospedeiros | Espécies animais Doenga Localizagdo
naturais
Febre amarela Mosquitos Humanos Febre, calafrios, Africa, América
cansaco, dor de do Sul e Central
cabeca, dor muscular
Virus da Mosquitos Ovinos, Abortos, hepatite, Africa
doenca de humanos, hemorragias,
Wesselsbron bovinos, malformacdes
caprinos, suinos, congénitas
equinos mulas,
coelhos, caes e
aves silvestres.
9 Virus do oeste Mosquitos Passaros, Encefalite, doenca Africa, Europa,
£ do Nilo humanos, febril EUA, México,
'% equinos e aves. América Central
- Virus da Mosquitos Aves aquaticas, | Encefalite (nascimento Asia
encefalite equinos e suinos de leitdes fracos)
japonesa aborto e mortalidade
neonatal
Virus da Carrapatos Ovinos, humanos, Encefalite Escocia, Irlanda
encefalomielite (Ixodes bovinos, suinos, do Norte
ovina (mal-do- ricinus) equinos e
pulo) cervideos.
Virus meningo- Mosquitos Perus Encefalite Israel e Africa do
encefalite dos Sul.
perus de Israel
Virus da - Bovinos, ovinos Infeccdo inaparente, Ocorréncia
diarreia bovina e suinos. diarreia bovina mundial
tipole?2
2 Virus da - Ovinos Aborto e Ocorréncia
k . .
S doencga da anormalidades mundial
E fronteira congénitas
Q ] - . »
Virus da peste - Suinos Alta mortalidade, Ameérica do norte,
suina classica infeccao Australia, Paises
generalizada, sinais Europeus
nervosos, aborto

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)
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Estrutura viral

Os agentes virais pertencentes a familia Flaviviridae sao esféricos (40-60 nm de
diametro), envelopados (com duas ou trés proteinas virais inseridas) e possuem o
nucleocapsideo icosaédrico. O genoma consiste em uma molécula de RNA de fita
simples e de polaridade positiva € a molecula de RNA apresenta duas regides nao-
traduzidas nas extremidades 5 e 3". Neste processo nao ocorre a sintese de RNAs
subgendmicos. As proteinas estruturais sao codificadas proximo a extremidade 5
e as proteinas ndo-estruturais sao codificadas proximo a extremidade 3.

@ Reflita

Para assequrar a inexisténcia de possiveis agentes patogénicos em uma
determinada area, propriedade ou instalacdo, deve-se proceder um
periodo de vazio sanitario, no qual ndo podera haver animais!

Ciclo replicativo

No processo inicial de adsorcdo ocorre a interacdo entre as proteinas do
envelope viral e as proteinas da membrana plasmatica da célula hospedeira. Em
seguida, inicia-se o processo de penetracdo, 0 qual ocorre pelo mecanismo
de endocitose. Em fases subsequentes ocorrerd a fusao entre o envelope e a
membrana endossomal, sob um meio de pH acido, o que auxiliara a dissociacao
entre o capsideo e 0 genoma, que ¢ liberado no citoplasma. O RNA gendmico de
polaridade positiva sera traduzido diretamente no ribossomo, dando origem a uma
proteina que sera clivada em outras proteinas, as quais dardo origem as proteinas
estruturais e ndo-estruturais. As proteinas nao-estruturais auxiliardo na clivagem
de proteinas que atuarao na replicacdo do genoma. No processo de replicagao,
sera sintetizada uma moléecula de RNA de sentido antigendmico, de polaridade
negativa. Esta molécula servira de molde para a sintese de RNAs de polaridade
positiva, que serdo utilizados para novas etapas de traducao ou, em seqguida, serdo
encapsidados (etapa denominada de morfogénese). A morfogénese ocorrera na
regido perinuclear do citoplasma, em conjunto com as membranas do complexo
de Golgi e do reticulo endoplasmatico. Em sequida, as particulas sdo lancadas no
citoplasma na forma de vacuolos. A liberagao da particula virica varia conforme
o virus e a célula hospedeira, a qual pode ndo comprometer sua integridade (a
liberacao ocorre na forma ndo-citopatica ou até a lise e destruicao da célula).

Familia Retroviridae

Os agentes virais pertencentes a familia Retroviridae estdo inclusos em
duas subfamilias: Orthoretrovirinae (géneros: Alpharetrovirus, Betaretrovirus,
Gamaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus e Lentivirus) e Spumaretrovirinae
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(género: Spumavirus). Os principais agentes virais de importancia veterinaria estao
classificados nas subfamilias Orthoretrovirinae e Spumaretrovirinae.

Quadro 2.6 | Principais agentes virais pertencentes a familia Retroviridae.

Subfamilia Género Virus Espécies animais Doenca
Alpharetrovirus Virus da Leucose Frangos, faisdes, As aves com barbela palida,
aviaria perdizes e fracas, magras e bursa de
codornas Fabricius aumentada.
Betaretrovirus Retrovirus ovino Ovinos Doenca pulmonar neoplasica.
Jaagsiekte
Gammaretrovirus | Virus da leucemia Gatos Doenca cronica,
felina imunossupressao, enterite e
neoplasia.
o Deltaretrovirus Virus da Leucose Bovinos Desenvolve linfosarcoma.
o
kS bovina
= ) i . o
3 Lentivirus Virus da Bovinos Ampla distribuicdo,
% imunodeficiéncia patogenicidade incerta.
S bovina
S ) - -
6 Virus da anemia Equinos Episddios febris recorrentes.
infecciosa equina
Virus da Gatos Infeccdo duradora, viremia
imunodeficiéncia persistente.
felina
Virus da artrite- Caprinos Infeccdo duradora, associado
encefalite caprina a poliartrite e mastite
Virus Maedi/Visna Ovinos Doenca respiratoria
dos ovinos progressiva, doenga
neuroldgica progressiva.

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005).

Estrutura viral

Os retrovirus sao esféricos, possuem diametro que varia entre 80 e 120 nm,
possuem duas moléculas de RNA de fita simples (denominadas de diploides), as quais
sao de polaridade negativa. S0 0s UNicos virus, que acometem animais, com duas
moléculas de RNA. O nucleo (core) é formado pelo genoma e proteinas (proteases
e integrases). O nucleocapsideo (core + capsideo) € recoberto por uma camada
formada a partir de copias da proteina matriz, sendo que a proteina matriz € revestida
por um envelope lipoproteico, contendo duas glicoproteinas virais (transmembrana
e de superficie). O genoma RNA possui trés genes principais (gag, pol e env) que
auxiliam na codificacao de proteinas, enzimas e proteinas do envelope.

%5‘, Assimile
A transmissdao horizontal de agentes patogénicos € proporcionada
pelo contato entre individuos decorrente do contato e convivéncia

entre os animais.
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A transmissdo iatrogénica de agentes patogénicos ocorre durante
procedimentos medicos.

Atransmissao vertical de agentes patogénicos ocorre dos progenitores
(pais) para a progénie (filhos).

Ciclo replicativo

O processo inicial de adsorcdo é mediado por receptores especificos de
cada agente viral pertencente a familia Retroviridae. As células-alvo infectam,
principalmente, as células do sistema imunologico (monaocitos, macrofagos e/ou
linfocitos). O processo de fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica é
auxiliado por proteina transmembrana, que nao € dependente da reducdo do pH, e
tal situacao ocorre na superficie da célula. Apos penetracdo, o genoma € liberado
no citoplasma (processo denominado de desnudamento) para que seja sintetizado
o DNA provirus (mecanismo denominado de transcrigao reversa). Sintetizado o
DNA provirus (fita dupla), © mesmo se desloca até o interior do nucleo, onde é
inserido no cromossomo celular com auxilio da enzima integrase. Nesta etapa,
ocorre a incorporacao definitiva de uma copia do genoma viral No Cromossomao
do hospedeiro (etapa essencial para prosseguir com a replicacdo viral). Apos
integracao, o DNA provirus € transcrito em RNAs mensageiros (RNA mensageiro
subgenédmico e RNA mensageiro com extensdo total do genoma), com auxilio da
enzima RNA polimerase Il e fatores de transcricao celular. Os RNAs subgendmicos
sdo exportados para o citoplasma para serem traduzidos em proteinas do
envelope, enquanto que os RNAs mensageiros de extensao total do genoma
serdo traduzidos em proteinas gag (group antigen) e pol (polimerase), utilizadas
para sintese de outras proteinas, que serdo encapsidadas Nnos nucleocapsideos.
Na morfogénese, 0 genoma e enzimas virais serao encapsidados juntamente com
as proteinas estruturais. A morfogénese sera completada na fase de brotamento
do nucleocapsideo com a membrana plasmatica. Em outras situacdes, os
nucleocapsideos sdo inicialmente montados no citoplasma e deslocados até a
membrana plasmatica, interagindo com a proteina da matriz e com as caudas das
glicoproteinas, resultando no brotamento e egresso da particula virica.

Pesquise mais

Leia o artigo Prevaléncia da infeccdo pelo virus da Leucose dos bovinos
em animais da raca Simental, criados no estado de Sdo Paulo. Acesse o
link. Disponivel em: <http://arsveterinaria.org.br/index.php/ars/article/
view/90/79>. Acesso: 20 maio 2016.

Familias virais de importancia em medicina veterinaria

U2

83



U2

84

Familia Coronaviridae

A familia Coronaviridae é constituida por dois géneros: Coronavirus e Torovirus.
O género Coronavirus e subdividido em trés grupos (I, Il e lll), de acordo com a sua
reatividade soroldgica, enquanto que o género Torovirus Nao possui divisao por
grupo antigénico. Os agentes virais pertencentes ao género Coronavirus causam
importantes doencas viricas em animais domeésticos, como a peritonite infecciosa
dos felinos, a bronquite infecciosa das galinhas e a gastroenterite transmissivel dos
suinos. No género Torovirus, apenas dois agentes virais estao classificados, sendo

o virus Breda que infecta bovinos e o virus Berne que infecta equinos.

Quadro 2.7 | Principais agentes virais pertencentes a familia Coronaviridae.

Género Grupo Virus Hospedeiro Doenca
| Gastroenterite Suinos Gastroenterite
transmissivel viral (TGEV)
Coronavirus Respiratorio Suinos Respiratoria, subclinica
Suino (PRCoV)
Diarreia epidémica suina Suinos Gastroenterite
(PEDV)
Peritonite infecciosa Gatos Peritonite
felina (FIPV)
Coronavirus felino (FCoV) Gatos Enterite, assintomatica
4 Coronavirus canino Caes Enterite
S (CCoV)
©
g Il Coronavirus humano Humanos Resfriado comum
) (HCoV-229E)
V)
Coronavirus bovino Bovino Gastroenterite
(BCoV)
Coronavirus dos perus Perus Enterite
(TCoV)
Coronavirus da hepatite Camundongos Hepatite
do camundongo (MHV)
Coronavirus humano Humanos Resfriado comum
(HCoV-OC43)
] Bronquite infecciosa das Galinhas Traqueobronquite,
galinhas (IBV) nefrite
- Torovirus bovino (BToV) Bovino Subclinica
Virus Breda (BRV) Bovino Gastroenterite
wn
g Torovirus equinos (EToV) Equinos Subclinica
o - -
é Virus Berne (BEV) Equinos Gastroenterite
Torovirus humano (HToV) Humanos Gastroenterite
Torovirus suino (PToV) Suinos Subclinica

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)
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Estrutura viral

Os agentes virais pertencentes a familia Coronaviridae sao envelopados,
pleomorficos e seu diametro varia entre 80 e 120 nm. As proteinas S presentes
na superficie, conferem a particula virica uma aparéncia similar a uma coroa, e
tém como funcao auxiliar na ligacdo do virion aos receptores celulares para que
ocorra fusdo do envelope e da membrana celular. No envelope esta presente a
proteina M, que interage com o nucleocapsideo, auxiliando na morfogénese e
brotamento dos virions. Possui a proteina hemaglutinina-esterase (HE), que auxilia
na clivagem do acido sialico e na patogenicidade dos virus em animais. Seu genoma
€ constituido por uma molécula de RNA de cadeia simples e polaridade positiva. O
RNA genbmico possui cap na extremidade 5, e a extremidade 3" € poliadenilada,
sendo que as proteinas ndo-estruturais serao codificadas proximo a extremidade 5’
e as proteinas estruturais proximo a extremidade 3.

[ Vocabutario

Hospedeiro: espécie animal que abriga e permite a multiplicacao de
um agente bioldgico.

Hospedeiro natural ou reservatério: espéecie animal na qual um
determinado agente € mantido na natureza.

Vetor bioldgico: inseto que participa biologicamente da transmissao
de um agente infeccioso (desenvolve alguma fase do seu ciclo no
organismo do vetor para posterior transmissao).

Ciclo replicativo

Na etapa de adsorcdo, a glicoproteina S presente no envelope viral auxiliara
na ligagao dos receptores da membrana celular. Poréem, alguns agentes virais
pertencentes a familia Coronaviridae utilizam a aminopeptidase N (metaloprotease)
como receptor. Em sequida, a penetracdo pode ocorrer pelo mecanismo de
endocitose ou pela fusdo do envelope com a membrana da vesicula endocitica,
sob um meio de pH acido. Logo apos a penetracdo, inicia-se O processo de
desnudamento para liberagédo do genoma no citoplasma. La, o gene 1, presente
no genoma, € traduzido em uma poliproteina, que sera utilizada para sintese de
enzimas, como a replicase viral, envolvida com a replicacdo da molécula de RNA.
A enzima polimerase viral utiliza o RNA gendmico para sintese de uma copia de
RNA de sentido negativo, a qual sera utilizada como molde para sintese de RNA
de extensdo gendmica e copias de RNA mensageiros subgendomicos. O RNA de
extensdo gendmica sera utilizado na nova particula virica, e os RNAs subgendmicos
serdo utilizados para a sintese de proteinas estruturais e nao-estruturais. Em
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seguida, as proteinas serao processadas e utilizadas nas fases subsequentes do
processo de replicacao. De modo geral, a replicacao do RNA gendbmico ocorre
de forma continua, com auxilio de um RNA de polaridade negativa, entretanto, em
alguns casos, a sintese do RNA gendmico tem ocorrido de forma descontinua,
com o auxilio de uma sequéncia lider. O processo de morfogénese inicia-se com
a associacao de proteinas N e genoma viral para a formacdo do nucleocapsideo,
o qual ird interagir com a proteina M nas membranas do reticulo endoplasmatico
e no complexo de Golgi, constituindo um novo envoltorio (outras proteinas
participaram do processo E e M). Em seguida, o virion se desloca até a membrana
plasmatica e, por exocitose, ocorre 0 egresso da particula virica para © meio
extracelular.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise mais sobre as doencas e os sinais clinicos da familia:
Togaviridae, Flaviviridae, Retroviridae e Coronaviridae. Utilize o material
deapoio: QUINN, P. J. Microbiologia veterinaria e doencas infecciosas.
Porto Alegre: Artmed, 2005. HIRSH, D. C; ZEE, Y. C. Microbiologia
veterinaria. Rio de Janeiro: EGK, 2003.

Sem medo de errar

Mediante os conteudos abordados nesta se¢ao, vamos resolver as questdes da
situagao-problema. Vamos la!

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamos recapitular os
principais pontos da situacdo-problema. Conforme o laudo técnico, as amostras
biologicas pertenciam a um gato jovem, com aproximadamente 2 anos de idade,
sendo que a doenca provocou o obito do animal. O medico veterinario indicou
a suspeita de um agente viral, com base no historico de persisténcia da doenca,
sinais clinicos e achados da necropsia. O técnico procedeu com a analise dos
materiais bioldgicos, utilizando a técnica de PCR em tempo real, com intuito de
detectar e identificar o agente viral para proceder uma resolu¢do do caso clinico.

Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, vamos responder as questdes do caso clinico:

e Qual o possivel agente patologico suspeito que acometeu o gato?
O agente patologico suspeito € o virus da Peritonite infecciosa felina.

» Classifique 0 agente patologico em familia, subfamilia, género, espécie e
sorotipo.
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O agente patologico suspeito pertence a familia Coronaviridae; género
Coronavirus; Grupo | e espécie virus da peritonite infecciosa felina.

e Descreva a estrutura viral dos virus pertencentes a familia do agente viral
que acometeu o gato.

O agente virial pertence a familia Coronaviridae é envelopado, pleomorfico e
possui um diametro que varia entre 80 e 120 nm. Em sua superficie esta presente a
proteina S, o que confere a particula virica uma aparéncia similar a uma coroa, que
tem como funcao auxiliar na ligacdo do virion aos receptores celulares para que
ocorra fusdo do envelope e da membrana celular. O envelope contém a proteina
M, gue interage com o nucleocapsideo, auxiliando na morfogénese e brotamento
dos virions. Possui a proteina hemaglutinina-esterase (HE), que auxilia na clivagem
do acido sidlico e na patogenicidade dos virus em animais. Seu genoma é
constituido por uma molécula de RNA de cadeia simples e polaridade positiva. O
RNA gendmico possui cap na extremidade 5', e a extremidade 3’ ¢ poliadenilada,
sendo que as proteinas nao-estruturais serao codificadas proximo a extremidade 5’
e as proteinas estruturais proximo a extremidade 3.

Avancando na pratica

Leucose Enzodtica Bovina

Recentemente, o médico veterinario de uma cooperativa foi solicitado para
fazer um atendimento clinico em uma propriedade leiteira. O proprietario relatou
gue duas vacas, com aproximadamente 5 anos de idade, apresentavam perda
peso, reducao do consumo e debilidade generalizada, sendo necessario, inclusive,
retirar as vacas de sua linha de producao. Durante o exame clinico, o veterinario
constatou que o0s animais apresentavam sintomas de fraqueza, anorexia, aumento
dos linfonodos superficiais (suspeita de massa tumoral) e auséncia de febre.
Uma das vacas apresentava exoftalmia unilateral. Em seguida, ele procedeu com
a coleta de sangue e material biologico coletado na regido ocular para biopsia,
encaminhando-a para analise. As amostras foram identificadas individualmente,
acondicionadas em recipientes apropriados e encaminhadas para analise
laboratorial. Com base nos achados clinicos, o médico veterinario suspeitou de
um agente viral. Desta forma, solicitou um exame para a sua detecg¢ao

Descricao da situagao-problema

Em continuidade com o relato de caso, o técnico laboratorial recebeu o
material bioldgico com um laudo técnico emitido pelo veterinario. De acordo
com o laudo técnico, os achados clinicos (aumento dos linfonodos, suspeita
de massa tumoral e exoftalmia unilateral) indicam a suspeita de um agente viral
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pertencente a familia Retroviridae. Com base nas informacdes e no tipo de material
bioldgico, o técnico laboratorial elegeu 0 método de diagnostico ELISA, direto
para a deteccao do agente viral. Os exames evidenciaram resultado positivo para o
virus da Leucose Enzoodtica Bovina. Mediante as informacdes apresentadas e com
auxilio dos conteudos abordados nesta secdo, responda a seguinte questdo para
compreender melhor o caso clinico:

e Expligue o ciclo replicativo dos agentes pertencentes a familia Retroviridae.
Resolucédo da situacdo-problema
e Expligue o ciclo replicativo dos agentes pertencentes a familia Retroviridae.

O ciclo replicativo inicia-se com o processo de adsorcao, que € mediado por
receptores especificos presentes em cada agente viral. As principais células-alvo
infectadas sdo as células do sistema imunoldgico (monocitos, macrofagos e/
ou linfocitos). Em seguida, ocorre o processo de fusdo entre o envelope viral e a
membrana plasmatica, tal processo € auxiliado por uma proteina transmembrana,
que nao e dependente da reducao do pH. Apos a penetracao, o genoma ¢ liberado
no citoplasma (processo denominado de desnudamento) para que seja sintetizado
o DNA provirus (mecanismo denominado de transcricao reversa). Sintetizado o
DNA provirus (fita dupla), o mesmo desloca-se até o interior do nucleo, onde ¢é
inserido no cromossomo celular, com auxilio da enzima integrase. Nesta etapa,
ocorre a incorporacao definitiva de uma copia do genoma viral No Cromossomao
do hospedeiro (etapa essencial para prosseguir com a replicacdo viral). Apos
integracao, o DNA provirus é transcrito em RNAs mensageiros (RNA mensageiro
subgendmico e RNA mensageiro com extensao total do genoma), com auxilio da
enzima RNA polimerase Il e fatores de transcri¢cao celular. Os RNAs subgendmicos
sao exportados para o citoplasma para serem traduzidos em proteinas do envelope,
enquanto que os RNAs mensageiros de extensdo total do genoma serdo traduzidos
em proteinas gag (group antigen) e pol (polimerase), utilizadas para sintese de
outras proteinas, que também poderao ser encapsidadas nos nucleocapsideos.
Na morfogénese, 0 genoma e enzimas virais serao encapsidados juntamente com
as proteinas estruturais. A morfogénese sera completada na fase de brotamento
do nucleocapsideo com a membrana plasmatica. Em outras situacdes, 0s
nucleocapsideos sdo inicialmente montados no citoplasma e deslocados até a
membrana plasmatica, interagindo com a proteina da matriz e com as caudas das
glicoproteinas, resultando no brotamento e egresso da particula virica.
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Faca valer a pena

1. A familia Togaviridae contém, aproximadamente, trinta
espécies virais distribuidas em dois géneros, denominados de

e . Os agentes virais pertencentes ao
género abrigam varios patdégenos que acometem
e animais, 0os quais sao transmitidos principalmente

por vetores

Assinale a alternativa correta que completa as lacunas:
a) Alfavirus, Rubivirus, Alfavirus, humanos, artropodes.
b) Rubivirus, Alfavirus, Rubivirus, artropodes, humanos.

)
c) Flavivirus, Pestivirus, Flavivirus, humanos, artropodes.
d) Pestivirus, Flavivirus, Pestivirus, artropodes, humanos.
)

e) Hepacivirus, Pestivirus, Hepacivirus, humanos, artropodes.

2. Diversas doencas em animais domeésticos (aves e equinos) e
silvestres (aves e mamiferos) tém sido associadas com os agentes virais
pertencentes a familia Togaviridae. Com relacdao aos agentes virais
pertencentes a familia Togaviridae € correto afirmar:

|. Os virus ndo sao envelopados e possuem conformidade esférica ou
pleomorficos.

II. O seu genoma € constituido por uma molécula de DNA de fita
simples.

[Il. O RNA é linear e de polaridade positiva.

IV. Na organizacao estrutural do genoma, a extremidade 5 possui uma
estrutura cap e a extremidade 3" é poliadenilada.

V. Sequéncias nao-traduzidas sdao encontradas nas extremidades
do genoma, as quais sao utilizadas para transcricao e replicacao do
genoma.

Assinale a afirmativa correta:
a) Apenas as afirmativas |, Il e V estdo corretas.
b) Apenas as afirmativas Il, lll e IV estdo corretas.

)
c) Apenas as afirmativas |V e V estdo corretas.
d) Apenas as afirmativas Ill, IV e V estdo corretas.
)

e) Apenas as afirmativas Il, Ill e V estdo corretas.
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3. No ciclo replicativo dos agentes virais pertencentes a familia
Togaviridae, o processo de penetracdo ocorre com auxilio de
receptores denominados de E1 e/ou E2, sequido de internalizacao
das particulas viricas, sendo que todo o processo € mediado pelo
mecanismo de endocitose. Em seguida, ocorre a fusao do envelope
viral com a membrana dos endossomos, em meio de pH baixo (5 a
6). Em funcdo do processo de fusdo ocorrer em pH baixo, estes virus
acabam sendo classificados como:

Assinale a alternativa correta:

a) Virus RNA de polaridade negativa.

b) Virus de pH-dependentes.

c) Virus DNA de polaridade positiva.

d) Virus RNA de polaridade positiva.
)

e) Virus DNA de polaridade negativa.
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Secao 2.3

Classificagao viral lll

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secao, estudaremos as estruturas bioldgicas, o ciclo replicativo e
conheceremos as principais doencas causadas pelos agentes pertencentes as
familias: Herpesviridae, Adenoviridae, Papillomaviridae, Poxviridae e Parvoviridae.
Para auxiliar na compreensao dos conteudos abordados, vamaos acrescentar novas
informacdes a situagao-problema apresentada no Convite ao estudo, dessa forma,
vocé participara indiretamente da resolucdo do caso.

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario
recebeu amostras para diagnostico laboratorial. O médico veterinario encaminhou
um laudo técnico anexo as amostras, contendo informac¢des detalhadas do
atendimento clinico e indicando a suspeita de um agente viral. De acordo com o
laudo técnico, as amostras foram coletadas de um equino com aproximadamente
3,5 anos de idade. Na anamnese, o proprietario relatou que o animal se recusava
a cobrir as eguas. Em sequida, o veterinario realizou o exame clinico da genitalia
do cavalo, constatando a presenca de papulas vermelhas, vesiculas e inicio de
formacao de ulcera. Mediante as informacdes levantadas, o profissional suspeitou
gue o animal estava sendo acometido por um agente viral. Em seguida, o veterinario
coletou amostras na genitalia do animal. De acordo com o técnico laboratorial, as
amostras recebidas continham material bioldgico da genitalia do animal. Mediante
as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados nesta secao,
responda as questdes para a resolugao do caso clinico:

» Qual o possivel agente patologico?

» Classifique o agente patologico em familia, subfamilia, género, espécie e
sorotipo.

» Descreva a estrutura do agente viral.
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Nao pode faltar

Nesta secao abordaremos os meétodos diretos de diagnostico envolvendo a
deteccdo de antigenos e acidos nucleicos dos agentes virais. Vamos iniciar os
estudos!

Familia Herpesviridae

Afamilia Herpesviridae possuitrés subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae
e Gammaherpesvirinae. Os agentes virais de importancia veterinaria estao
classificados nas subfamilias Alohaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae. A subfamilia
Alphaherpesvirinae possui quatro géneros, Varicellovirus, Simplexvirus, Mardivirus e
lltovirus, enquanto que os agentes virais pertencentes a subfamilia Gammaherpesvirinae
nao sao classificados em género, assim, o Herpesvirus ovino tipo 1 (OvHV-1) e o

Herpesvirus suino tipo 2 (SuHV-2) ndo possuem subfamilia ou género.

Quadro 2.8 | Principais agentes virais pertencentes a familia Herpesviridae

Subfamilia Género Virus Doenca
Varicellovirus Herpesvirus bovino tipo 1 Rinotragqueite infecciosa bovina/
(BoHV-1) vulvovaginite pustular infecciosa/
balanopostite pustular infecciosa,
abortos.
Simplexvirus Herpesvirus bovino tipo 2 Mamilite herpética bovina
(BoHV-2)
Herpesvirus bovino tipo 5 Encefalite herpética bovina
(BoHV-5)
Herpesvirus canino tipo 1 Infeccdo herpética em caes
(CaHV-1)
o Herpesvirus caprino tipo Infeccao herpética em caprinos
£ 1(CpHV-1)
>
4 Herpesvirus equino tipo Aborto herpético equino
S 1 (EHV-1)
<
& Herpesvirus equino tipo Exantema coital equino
S 3 (EHV-3)
<
Herpesvirus equino tipo Rinopneumonite viral equina
4 (EHV-4)
Herpesvirus felino tipo 1 Rinotraqueite viral dos felinos
(FeHV-1)
Herpesvirus suino tipo 1 Doenga de Aujeszky ou pseudoraiva
(SuHV-1)
Mardivirus Herpesvirus galideo tipo Doenca de Marek
2 (GaHV-2)
Iltovirus Herpesvirus galideo tipo Doenca de Marek
3 (GaHV-3)
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Herpesvirus galideo tipo 1 Laringotraqueite viral infecciosa
(GaHV-1)
@ Herpesvirus alcelaphine Febre catarral maligna
_E tipo 1 (AlHV-1)
> Herpesvirus bovino tipo 4 Sinais respiratorios, abortos
8 (BoHV-4)
]
S Herpesvirus ovino tipo 2 Febre catarral maligna associada a
S (OVHV-2) ovinos
g
8 Herpesvirus ovino tipo 1 | Adenomatose pulmonar associada a
(OvHV-1) Herpesvirus
Herpesvirus suino tipo 2 Citomegalovirus de suinos
(SuHV-2)

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)

Estrutura viral

Os agentes virais pertencentes a familia Herpesviridae séo envelopados, possuem
simetria icosaédrica, com didmetro variando entre 120 e 300 nm. O genoma ¢
constituido por uma molécula de DNA linear de fita dupla e sua replicacao ocorre no
nucleo da célula hospedeira. Os genes sao transcritos, com o auxilio da maquinaria
celular (RNA polimerase e fatores de transcricao), em RNAs mensageiros, os quais
possuem cap na extremidade 5" e tém a extremidade 3’ poliadenilada.

%5‘% Assimile

O genoma das familias Herpesviridae, Adenoviridae, Papillomaviridae,
Poxviridae e  Parvoviridae  sao  constituidos pelo  acido
desoxirribonucleico.

Ciclo replicativo

O ciclo replicativo da subfamilia Alphaherpesvirinae pode ocorrer como uma
infeccdo aguda ou produtiva, e como uma infeccao latente. Inicialmente, no processo
de adsorcdo ocorre uma interagao entre glicoproteinas C e D, presentes na particula
virica, e as moléculas de glicosaminoglicanos (sulfato de heparina), presentes na
membrana celular da célula hospedeira. Em seguida, ocorre a fusdo do envelope com
a membrana plasmatica (evento que ocorre na superficie celular), sem internalizagcao
por endocitose ou acidificacao dos endossomos. Posterior a fusao, algumas proteinas
do tegumento se dissociam do nucleocapsideo no citoplasma e outras se deslocam
até o nucleo celular. Proximo a ele, © nucleocapsideo associa-se aos poros nucleares
para liberacao do genoma no interior do nucleo. Logo em seguida, a transcricao do
genoma inicia-se com auxilio da DNA polimerase Il e de fatores celulares e virais.
A transcricdo ocorre de forma sequencial, produzindo primeiramente os genes alfa
(transcricdo imediata), sequidos dos genes beta (iniciais) e gama (tardios). Os produtos
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dos genes alfa produzirao proteinas ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 e ICP47; a partir dos
genes beta incluem-se as enzimas timidina quinase, ribonucleotideo redutase,
proteinas de ligacao ao DNA, helicase e DNA polimerase viral. Os genes tardios
produzirdo as proteinas estruturais do nucleo: capsideo e envelope. A replicacao do
genoma ¢é dependente de proteinas codificadas, fatores celulares, DNA polimerase,
DNA ligase e topoisomerase Il. Inicialmente, uma molécula de DNA ¢ sintetizada
na forma circularizada, posteriormente, ocorre uma replicacdo bidirecional e, por
fim, ocorre a alteracao para um mecanismo de circulo rolante. Apos a sintese das
proteinas estruturais (proteinas tardias), o processo de montagem do nucleocapsideo
inicia-se no citoplasma e é finalizado no nucleo. As proteinas estruturais sao
transportadas para o interior do nucleo, onde ocorre a montagem do capsideo com
o DNA gendmico no seu interior. Apds o encapsidamento do genoma, ocorre o
processo de brotamento na membrana nuclear interna, com auxilio de proteinas
do tegumento e glicoproteinas virais. Esse processo € descrito de duas formas: na
primeira forma, o nucleocapsideo pode adquirir 0 envelope por brotamento, por
meio da membrana nuclear interna, e, em seguida, perde a membrana, liberando o
capsideo para o citoplasma; na segunda forma, o nucleocapsideo € encaminhado
diretamente para ao complexo de Golgi, onde ira adquirir o envelope. Por fim, as
particulas viricas serdo transportadas em vesiculas até a superficie celular, na qual
ocorre O egresso por exocitose para © meio extracelular.

Familia Adenoviridae

A familia Adenoviridae € composta por quatro géneros, Mastadenovirus,
Avianadenovirus, Atadenovirus e Siadenovirus, abrangendo uma gama de agentes
virais que podem acometer animais e seres humanos. Os agentes virais da familia
Adenoviridae sao classificados pela organizacdo gendmica e pela similaridade do
gene gue codifica a proteina hexon dos virions.

Quadro 2.9 | Principais agentes virais de interesse veterinario pertencentes a familia
Adenoviridae

Género Virus Hospedeiro Doenca
Mastadenovirus | Adenovirus bovino (BAdV-A, Bovinos Infeccdo subclinica ou doenga respiratoria
BAdV-B e BAdV-C) leve
Adenovirus canino (CAdV-1 Caes CAdV-1: Hepatite infecciosa; CAdV-2:
e CAdV-2) Traqueobronquite infecciosa (tosse dos canis)
Adenovirus equino (EAdV-A Equinos Infeccdo subclinica ou doenga respiratdria
e EAdV-B) leve. Broncopneumonia e doenca
generalizada com imunodeficiéncia
Adenovirus ovino (OAdV-A, Ovinos Infeccdo subclinica ou doenga respiratoria
OAdV-B e OAdV-C) leve
Adenovirus suino (PAdV-A, Suinos Infecgdo subclinica ou doenca respiratoria
PAdV-B e PAdV-C) leve
Adenovirus caprino Caprinos Infeccdo subclinica ou doenca respiratoria
(GAdV-A) leve
(continua)
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Avianadenovirus | Adenovirus aviario (FAdV-A, Galinhas Hepatite, doenca respiratoria
FAdV-B, FAdV-C, FAdV-D e
FAdV-E)
Adenovirus de Gansos Gansos Isolado de figado e intestino
(GoAdV)
Atadenovirus Adenovirus bovino Bovinos Infeccdo assintomatica ou doenga
(BAdV-D e BAdV-E) respiratoria
Adenovirus de patos A Galinhas Hepatite em patos e sindrome da queda
(DAdV-A) DAdV-A de postura
Adenovirus ovino D Ovinos Infeccdo assintomatica ou doenga OAV-D
(OAV-D) respiratdria leve
Siadenovirus Adenovirus de perus A Faisdes Enterite hemorragica em perus e TAdV-A
(TAdV-A) pancreatite

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005).

Estrutura viral

Os agentes virais pertencentes a familia Herpesviridae ndo possuem envelope,
sao hexagonais e icosaedricos, com diametro aproximado de 80 nm. Possuem um
prolongamento proteico na superficie do capsideo, o qual é denominado de fibra. Seu
genoma ¢ constituido por uma molécula de DNA linear de fita dupla e sua replicacao
ocorre no nucleo da célula hospedeira. O genoma possui 11 regides (cinco iniciais,
duas intermediarias e uma tardia) de transcricdo, as quais codificaram proteinas nao-
estruturais (iniciais) e estruturais (tardias).

@ Reflita

No manejo sanitario, a vacinagao dos animais € um dos principais
procedimentos para propiciar protecao contra agentes patogénicos. As
vacinagdes devem ser de acordo com © cronograma para atender as
necessidades do rebanho.

Ciclo replicativo

No processo inicial de adsorcao, as fibras de pentons ligam-se com os receptores
especificos presentes na membrana celular (integrinas). Diferentes receptores estao
presentes na membrana celular, 0s quais podem ser denominados de adenovirus
Coxsackie (CAR) e vitronectina. Em seguida, a particula virica € internalizada por
endocitose, mediada pela proteina clatrina. A vesicula com a particula virica € deslocada
ate o nucleo, sendo que no decorrer do percurso © meio intravesicular € acidificado.
O processo de acidificacao auxiliard na desintegracdo do capsideo e liberagao dos
demais componentes. Proximo dos poros presentes na membrana do nucleo, o
genoma ¢ transferido para o interior nuclear. Com auxilio da enzima RNA polimerase
Il e fatores celulares, inicia-se o processo de transcricao. Na transcricdo de genes, de
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acordo com a regiao do genoma, serdo produzidos produtos que controlam o ciclo
celular para estabelecer um ambiente favoravel (regido E1A), produtos envolvidos na
replicacao do DNA viral (regiao E2) e fatores de viruléncia (regidao E3). A replicacao do
DNA ocorre de forma continua e em duas etapas: na primeira etapa, uma das cadeias
€ replicada em uma moléecula de fita dupla, enquanto a outra cadeia € circularizada;
na segunda etapa, a cadeia circularizada ¢ linearizada e o processo de replicagao €
finalizado quando as duas cadeias de DNA sdo replicadas. Finalizada a replicacao do
DNA e a transcricao dos genes inicias e intermediarios, a expressao génica passa a
transcrever os genes tardios No ribossomo, os quais produzirdo as proteinas estruturais
que serdo transferidas para o nucleo onde ocorrera a montagem da particula virica. Em
sequida, ocorrera o acumulo das particulas viricas no interior do nucleo e o egresso
ocorrera por lise celular, apos a morte celular.

Familia Papillomaviridae

A familia Papillomaviridae foi originada a partir do desmembramento da
familia Papovaviridae, cujo nome € derivado das iniciais de seus trés membros:
Papillomavirus, Polyomavirus e Simian Vacuolating Agent — SV40. Essa separacao
ocorreu No ano 2000 e foi feita pelo Comité Internacional para Taxonomia de
Virus. A familia Papillomaviridae é caracterizada pela presenca de lesGes tumorais
benignas e malignas nos epitélios cutaneos e mucosos. Com base nas propriedades
filogenéticas, a familia Papillomaviridae € composta por dezesseis géneros. Os
papilomavirus tém sido descritos em diferentes especies animais, Como aves,
animais domeésticos e silvestres, além de acometerem os seres humanos.

Quadro 2.10 | Principais agentes virais de interesse veterinario pertencentes a familia
Papillomaviridae

Género Espécie Patologia

Deltapapillomavirus Papilomavirus do alce europeu;
Papilomavirus do cervo; Papilomavirus

ovino 1; Papilomavirus bovino 1 e 2

Les®es fibropapilomatosas em
ungulados

LesGes cutaneas em bovinos,
fioropapilomas nos tetos (‘gréos de
arroz")

Epsilonpapillomavirus Papilomavirus bovino 5

Zetapapillomavirus Papilomavirus equino 1 LesBes cutaneas em equinos

Etapapillomavirus Papilomavirus do Chaffinch Lesdes cutaneas em aves

Thetapapillomavirus

Papilomavirus dos papagaios

Lesdes cutaneas em aves

Kappapapillomavirus

Papilomavirus dos coelhos cauda-de-
algodao; Papilomavirus oral dos coelhos

LesBes cutaneas e de mucosas em
coelhos

Lambdapapillomavirus

Papilomavirus oral canino; Papilomavirus
felino

Papilomavirus animal que causa
lesdes cutaneas e de mucosas

Xipapillomavirus

Papilomavirus bovino 3

Papilomavirus que induz verdadeiros
papilomas no hospedeiro, causando
lesdes cutaneas e de mucosas

Pipapillomavirus

Papilomavirus oral dos hamsters

Lesdes mucosas em hamsters

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)

96

Familias virais de importancia em medicina veterinaria




Estrutura viral

Os agentes virais pertencentes a familia Papillomaviridae ndo sao constituidos
de envelope, sdo pequenos, possuem simetria icosaédrica e com diametro
aproximado entre 52 e 55 nm. O genoma e complexo, constituido por uma molécula
de DNA de fita dupla circular. Nao ha diferencas na organizagao gendmica entre os
géneros pertencentes a familia Papillomaviridae.

Ciclo replicativo

O processo de adsorcao € mediado por uma molécula sem identidade
conhecida. Em seguida, a particula virica penetra por endocitose e se desloca até
O nucleo da célula hospedeira. Durante o processo de deslocamento, a particula
virica passa pelo processo de desnudamento e, em seguida, © genoma ¢ liberado e
introduzido no nucleo celular por meio dos poros presentes na membrana nuclear.
No nucleo, a expressao génica ocorre aproximadamente apos quatro semanas. A
expressao génica dos Papilomavirus € complexa em funcdo da participacao de
varios componentes e formas de transcricdo. De modo geral, as oncoproteinas
virais interferem no ciclo celular, sendo que o genoma do papilomavirus €
mantido nas células tumorais. A replicacao viral ocorre de acordo com as fases
de diferenciagao celular, assim, o DNA passa a ser replicado em conjunto com
o ciclo de divisao celular e a sintese de copias do DNA viral torna-se constante e
descontrolada. O processo de morfogénese e maturagcao ainda ocorre no nucleo
celular, as proteinas tardias sao expressas, ocorrendo a morfogénese do capsideo,
mesmo na auséncia do DNA viral. Com auxilio de uma proteina codificada, a
queratina intracelular € desestabilizada e as particulas viricas serao liberadas para o
meio extracelular.

Familia Poxviridae

Os agentes virais pertencentes a familia Poxviridae estao inclusos em duas
subfamilias: Entomopoxvirinae, que infectam insetos, e Chordopoxvirinae, que
infectam animais vertebrados. A subfamilia Chordopoxvirinae contém oito
géneros: Orthopoxvirus, Capripoxvirus, Suipoxvirus, Leporipoxvirus, AvVipoxvirus,
Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus e Parapoxvirus.
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Quadro 2.11 | Principais agentes virais de interesse veterinario pertencentes a familia

Poxviridae
Género Virus Espécies Informagdes
animais
Orthopoxvirus Virus da vaccinia Bovinos, Causa infecgdes. Usado como vetor viral
suinos, coelhos recombinante para a vacina da raiva
e equinos
Virus da variola Roedores, Roedores sdo reservatorios. A infecgdo causa
bovina gatos e bovinos lesdes na pele e raras lesdes nos tetos em
bovinos
Virus da variola dos Camelos Provoca infecgdo sistémica com lesdes tipicas
camelos de pox. Infecdo severa em camelos jovens
Virus Uasin Gishu Varios, equinos Provoca lesdes de pele semelhantes as dos
papilomas
Virus da variola dos Esquilos, Presente no Oeste e Centro da Africa
macacos humanos e
macacos
Virus da ectromelia Camundongos Presente na Europa
Capripoxvirus Virus da variola dos Ovinos Transmissivel para humanos. Provoca lesdes
ovinos proliferativas no focinho e labios
Virus da variola dos Caprinos Transmissivel para humanos. Provoca lesdes
caprinos proliferativas no focinho e labios
Virus da doenca da Bovinos e Presente na Africa e Asia
pele nodulosa bufalos
Suipoxvirus Virus da variola dos Suinos Transmissdo pelo piolho do suino. Provoca
suinos uma doenca de pele moderada
Avipoxvirus Virus da variola Frangos e perus | Transmitida por artropodes. Provoca lesdes
(bouba) avidria na cabeca e na membrana da mucosa oral
Leporipoxvirus Virus do mixoma Coelhos Provoca uma doenga branda
Molluscipoxvirus | Virus do molluscum Humanos Presente em todo mundo
contagiosum
Yatapoxvirus Virus yabapox e virus Macacos e Presente no oeste da Africa
tanpox humanos
Parapoxvirus Virus da Bovinos Provoca lesdes nos tetos de vacas leiteiras.
pseudovariola bovina Em humanos, causa nodulo do ordenhador
Virus da estomatite Bovinos Transmissivel para humanos. Provoca lesdes
papular bovina papulares no focinho e na cavidade oral
Virus orf (ectima Ovinos e Provoca lesdes proliferativas no focinho e
contagioso) Caprinos nos labios
Virus Ausdik Camelos Presente na Africa e Asia
Parapoxvirus das Baleias e Presente em todo mundo
baleias humanos

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)
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Estrutura viral

Os agentes virais da familia Poxviridae possuem envelope, apresentam uma
simetria complexa, sendo gue alguns contém formato de tijolo, com diametro entre
220 e 450 nm x 140 e 260 nm, e outros formatos ovoides, com diametro entre
250 e 300 nm x 160 e 190 nm. O genoma ¢é constituido por uma molécula de DNA
linear de fita dupla. Durante o brotamento, a particula virica adquire um envelope
complementar, sendo que as gue Ndo adquirem o envelope sao Menos infecciosas.
As particulas viricas que ndao adguiriram o envelope complementar sao liberadas para
0 meio extracelular mediante a lise celular.

D Exemplificando

Alinfeccao latente ¢ caracterizada pela presenca do genoma do agente
no hospedeiro, com uma expressao génica ausente ou limitada e sem
produc¢ao de um agente infeccioso.

A infeccdo persistente ou cronica refere-se a um processo infeccioso
que persiste por um longo tempo.

A infecgdo sistémica refere-se a um processo de infeccdo que foi
disseminado por via sanguinea a varios 6rgaos e tecidos.

Ciclo replicativo

No processo de adsorcao, as particulas viricas se ligam nos receptores de
superficie da membrana celular e penetram por fusao do envelope com a membrana
plasmatica. Apos penetracao por endocitose, a particula virica libera 0 genoma viral
no citoplasma, em sequida, produtos sao codificados para que ocorra a transcricao
de proteinas estruturais e nao-estruturais, que auxiliardo na replicacdo do genoma. O
processo de expressao génica compreende-se em trés etapas: transcricdo de genes
iniciais, intermediarios e tardios. Com o auxilio da enzima RNA polimerase e outros
fatores celulares, o processo de transcricao € iniciado. No citoplasma, a replicagao
ocorrera em locais determinados, os quais sao denominados de viroplasmas. A
replicacdao da molécula de DNA inicia-se a partir das extremidades do genoma,
resultando na produg¢ao de milhares de copias do genoma viral. Na replicagao inicial,
0s produtos dos genes iniciais ligam-se aos promotores de genes intermediarios
e tardios, iniciando a codificacao de proteinas. Os produtos intermediarios estao
envolvidos com a transcricdo dos genes tardios, enquanto que os genes tardios
irao sintetizar proteinas estruturais, que auxiliardo no processo de morfogénese. As
particulas viricas com envelope irdo adquiri-lo em um processo que ocorrera no
complexo de Golgi. Desta forma, as particulas viricas envelopadas serdo liberadas
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para 0 meio extracelular pelo mecanismo de brotamento. Para as particulas viricas
nao-envelopadas o processo de egressao ocorrera guando houver a lise celular.

Pesquise mais

Leia o artigo sobre Analise filogenética de papilomavirus bovino associado
com lesGes cutaneas em rebanhos do Estado do Parana.

Acesse o link. Disponivelem: <http://revistas.bvs-vet.org.br/pesqvetbras/
article/viewFile/13966/14831>. Acesso: 26 maio 2016.

Familia Parvoviridae

A familia Parvoviridae € constituida por duas subfamilias, a Parvovirinae e a
Densovirinae. Os agentes virais pertencentes a subfamilia Parvovirinae infectam
animais vertebrados, enquanto que os agentes virais da subfamilia Densovirinae
infectam os insetos. A subfamilia Parvovirinae possui Cinco géneros de importancia

veterinaria.

Quadro 2.12 | Principais agentes virais de interesse veterinario pertencentes a familia
Parvoviridae (subfamilia Parvovirinae)

Género Virus Hospedeiro Manifestagdes clinicas
Parvovirus Parvovirus de galinha Galinhas Subclinica
(chpv)
Virus da Gatos Doenca entérica e sistémica altamente
panleucopenia felina contagiosa. Apresenta depressao, vomito
(FPLV) e diarreia. Causa panleucopenia, enterite,
hipoplasia cerebelar
Parvovirus canino Caes Doenca entérica altamente contagiosa,
(CPV) com depressao, vomito, disenteria e
imunossupressdo. Causa leucopenia, miocardite,
enterite
Virus da enterite das Martas (M. Panleucopenia, enterite
martas (MEV) Vision)
Parvovirus dos maos- Mao-pelada Panleucopenia, enterite
peladas (RPV) (racoon)
Virus minuto dos Camundongos Deformidades congénitas
camundongos (MMV
ou MVM)
Parvovirus suino (PPV) Suinos Principal causa de natimortos, fetos
mumificados, Infertilidade e aborto.
Dependovirus | Parvovirus de gansos Gansos Doenga altamente contagiosa. Causa hepatite,
(GPV) miocardite e miosite
Parvovirus de patos Patos Hepatite e miocardite
Muscovy (MDPV)
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Bocavirus Parvovirus bovino Bovinos Surtos esporadicos de diarreia. Doenga
(BPV) subclinica
Virus minuto canino Caes Difuséo ampla do virus. Causa diarreia
(cnmv)
Amdovirus Aleutian mink disease Martas Encefalopatia
virus (AMDV)

Fonte: adaptado de Flores (2012) e Quinn (2005)

Estrutura viral

Os virus pertencentes a familia Parvoviridae ndo possuem envelope, sdo
icosaedricos e com tamanho variando entre 18 e 26 nm. A superficie dos virus
apresenta depressdes, protuberancias e estruturas cilindricas circundadas por
depressdes, as quais sao importantes no processo de adsorcao da particula
virica. O genoma € constituido por uma molécula de DNA de fita simples linear. A
replicagdo do genoma ocorre no nucleo celular com formagado de corpusculos de
inclusdo intracelulares.

é‘g" Assimile
Pandemia: refere-se a uma epidemia de proporcdes continentais ou
mundiais.

Paraendémica: refere-se a uma doenca de ocorréncia esporadica ou
rara.

Letalidade: refere-se a uma medida da mortalidade entre os animais
gue desenvolvem uma determinada doenca.

Ciclo replicativo

Ocicloreplicativoinicia-secomoprocessodeadsorcaoecomoreconhecimento
e ligacdo dos receptores (TfR, sialoglicoproteinas, carboidratos, sulfato de heparina,
integrina) virais na membrana celular da célula hospedeira. A penetracdo da
particula virica € mediada por endocitose, em seguida, a particula € deslocada até as
proximidades do nucleo da célula. Nos endossomos, as particulas passam por um
processo de acidificacao, que promove alteracdes na conformacao do capsideo.
Essas interacdes compreendem-se em exposicdo da regido animo-terminal da
VP1, clivagem da regiao amino-terminal da VP2 e desnudamento do genoma. A
regiao amino-terminal da VP1 € determinante na localizacao na membrana nuclear
e na introducao do DNA e proteinas para o nucleo celular. No nucleo, inicia-se a
sintese de DNA complementar, a qual ira sintetizar uma molécula de DNA de fita
dupla, com auxilio da enzima DNA polimerase e fatores celulares. A molécula de
DNA de fita dupla sera utilizada como molde pela RNA polimerase Il na sintese de
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RNAs mensageiros. Em seguida, ocorrera a expressao das proteinas NS1 e NS2. A
NS1 auxiliard na expressao das proteinas estruturais (VP1, VP2 e VP3) e na fase final
da replicacao do DNA (funcdes de helicase e endonuclease). A replicacao inicia-se
apos o ingresso do genoma no nucleo celular por um mecanismo descrito como
circulo rolante modificado. Nesse processo, ocorrera a sintese de cadeias de DNA
complementares, as quais servirdo de molde para serem utilizadas no processo de
transcricdo para a producdo de quatro copias do genoma viral (duas de polaridade
negativa e duas positivas), com auxilio da endonuclease (NS1). Na morfogénese, a
molécula de DNA (polaridade negativa ou positiva) sera encapsidada, sendo que, de
modo geral, a molécula de DNA de polaridade negativa € eleita para encapsidacao.
A maturacao ocorre no nucleo celular e 0 egresso das particulas viricas ocorre por
lise celular.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise mais sobre as doencas e os sinais clinicos da familia:
Herpesviridae, Adenoviridae, Papillomaviridae, Poxviridae e Parvoviridae.
Utilize o material de apoio: QUINN, P. J. Microbiologia veterinaria e
doencas infecciosas. Porto Alegre: Artmed, 2005. HIRSH, D. C; ZEE, Y.
C. Microbiologia veterinaria. Rio de Janeiro: EGK, 2003.

Sem medo de errar

Mediante os conteudos abordados nesta se¢cao, vamos resolver as questdes da
situagao-problema. Vamos la!

Para compreender melhor a situacdo apresentada, vamos recapitular os
principais pontos da situacdo-problema. Conforme o laudo técnico, as amostras
biologicas pertenciam a um equino com aproximadamente 3,5 anos de idade, que
estava recusando-se a cobrir as eguas. O medico veterinario indicou a suspeita
de um agente viral com base nas lesdes apresentadas pelo animal. O técnico
procedeu com a analise do material biologico, utilizando microscopia eletrénica e
isolamento do virus na cultura dos tecidos.

Mediante as informacdes apresentadas, e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, vamos responder as questdes do caso clinico:

e Qual o possivel agente patologico?
Herpesvirus equino tipo 3, causador do exantema coital equino.

« Classifigue o agente patoldgico em familia, subfamilia, género, espécie e
sorotipo.
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Familia Herpesviridae; Subfamilia Alphaherpesvirinae; Espécie Herpesvirus
equino; sorotipo 3 (EHV-3).

e Descreva a estrutura do agente viral.

Os agentes virais pertencentes a familia Herpesviridae sdo envelopados,
possuem simetria icosaedrica e com diametro que varia entre 120 e 300 nm.
Seu genoma é constituido por uma molécula de DNA linear de fita dupla e sua
replicacdo ocorre no nucleo da célula hospedeira.

Avancgando na pratica

Bouba aviaria ou Difteria aviaria

Recentemente, o médico veterinario da Cooperativa de Aves foi solicitado para
fazer um atendimento clinico em uma propriedade rural. O proprietario relatou que
alguns frangos apresentavam algumas saliéncias na forma de nodulos na crista.
Durante o exame clinico, o veterinario constatou que algumas aves apresentavam
lesdes nodulares na crista, barbela e em outras areas da pele em gue nao havia
penas. Em outras aves, foram observadas vesiculas e ulceracdes com formacao
de crostas. Também foram observadas lesdes necroticas amareladas na mucosa
da boca. Duas aves com lesdes necroticas foram sacrificadas para a realizacao da
necropsia e coleta de amostras. Na necropsia, foram observadas lesdes necroticas
no esdfago e tragueia. Com base nos achados clinicos, o medico veterinario
suspeitou de um agente viral. Desta forma, encaminhou as amaostras para serem
analisadas em laboratorio, a fim de confirmar a suspeita.

Descricao da situagcao-problema

Em continuidade com o relato de caso, o técnico laboratorial recebeu o
material bioldgico com um laudo técnico emitido pelo médico veterinario. De
acordo com o laudo técnico, os achados clinicos (leses nodulares, vesiculas,
ulceracdes e lesdes necroticas) indicam a suspeita de um agente viral pertencente
a familia Poxviridae. Com base nas informacdes e no tipo de material biologico,
O técnico laboratorial elegeu 0 método de diagnostico imunoflorescéncia para
deteccdo do agente viral. Os exames evidenciaram resultado positivo para o
virus da variola (bouba) aviaria. Mediante as informacdes apresentadas, e com
auxilio dos conteudos abordados nesta secdo, responda a seguinte questdo para
compreender melhor o caso clinico:

» Explique o ciclo replicativo dos agentes pertencentes a familia Poxviridae.
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Resolucédo da situacdo-problema
. Expligue o ciclo replicativo dos agentes pertencentes a familia Poxviridae.

No processo de adsorgao, as particulas viricas ligam-se em receptores da
superficie da membrana celular e penetram por fusdo do envelope com a
membrana plasmatica. Apos penetragao por endocitose, a particula virica libera
0 genoma viral no citoplasma, em sequida, produtos sdo codificados para que
ocorra a transcricao de proteinas estruturais e nao-estruturais, que auxiliardao na
replicacdo do genoma. O processo de expressao génica compreende-se em trés
etapas: transcricao de genes iniciais, intermediarios e tardios. Com o auxilio da
enzima RNA polimerase e outros fatores celulares, o processo de transcricdo e
iniciado. No citoplasma, a replicacdo ocorrera em locais determinados, sendo
denominados de viroplasmas. A replicacao da molécula de DNA inicia-se a partir
das extremidades do genoma, resultando na producao de milhares de copias do
genoma viral. Na replicagao inicial, os produtos dos genes iniciais ligam-se aos
promotores de genes intermediarios e tardios, iniciando a codificagdo de proteinas.
Os produtos intermediarios estdo envolvidos com a transcricao dos genes tardios,
enquanto que os genes tardios irdo sintetizar proteinas estruturais, que auxiliaram
no processo de morfogénese. As particulas viricas com envelope irdao adquiri-lo
em um processo que ocorrera no complexo de Golgi. Desta forma, as particulas
viricas envelopadas serao liberadas para o meio extracelular pelo mecanismo de
brotamento. Para as particulas viricas ndo-envelopadas, 0 processo de egressao
ocorrera quando houver a lise celular.

Faca valer a pena

1. A familia Herpesviridae possui trés subfamilias: Alphaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae, sendo que 0s agentes

virais de importancia veterinaria estao classificados nas subfamilias
e

Assinale a alternativa correta que completa as lacunas:
a) Alohaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae.

b) Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae.

c) Betaherpesvirinae e Alphaherpesvirinae.

d) Entomopoxvirinae e Chordopoxvirinae.
)

e) Entomopoxvirinae e Betaherpesvirinae.

2. Na familia Herpesviridae, os agentes virais possuem trés subfamilias:
Alphaherpesvirinae,  Betaherpesvirinae e  Gammaherpesvirinae.
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Dentre estas familias, as subfamilias Alphaherpesvirinae e
Gammaherpesvirinae apresentam agentes de importancia veterinaria.
A subfamilia Alphaherpesvirinae apresenta quatro géneros que sao

e .

Assinale alternativa que completa as lacunas corretamente:
a) Papilomavirus equino 1, Simplexvirus, Mardivirus e lltovirus.

b) Varicellovirus, Simplexvirus, Mardivirus e Virus da pseudovariola
bovina.

c) Varicellovirus, Virus da estomatite papular bovina, Mardivirus e
Iltovirus.

d) Varicellovirus, Simplexvirus, Virus da panleucopenia felina e /ltovirus.

e) Varicellovirus, Simplexvirus, Mardivirus e Iltovirus.

3. Os agentes virais pertencentes a familia Herpesviridae ndo possuem
sao hexagonais, icosaédricos, com diametro
aproximado de 80 nm. Seu genoma € constituido por uma molécula
de e sua replicacdo ocorre no nucleo da
célula hospedeira.

Assinale a alternativa correta:

a) Capsideo e DNA linear de fita dupla.
b) Envelope e DNA linear de fita dupla.
c) Envelope e DNA circular de fita dupla.
d) Capsideo e RNA linear de fita dupla.

)

e) Envelope e RNA linear de fita dupla.
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Secao 2.4

Doencas virais veterinarias

Dialogo aberto

Qla, aluno!

Nesta secdo, vamos recapitular as principais caracteristicas e agentes pertencentes
as familias virais que estudamos nas secdes anteriores (classificagao viral |, 1l e ).
Em seguida, vamos conhecer algumas doencas causadas pelos agentes virais.
Para auxiliar na compreensao do conteudo abordado, vamos acrescentar novas
informacdes na situacdo-problema apresentada no Convite ao estudo, dessa forma,
voceé participara indiretamente da resolucdo do caso. Vamos la!

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario recebeu
amostras para diagnostico laboratorial. O meédico veterinario encaminhou um
laudo técnico anexo as amostras, contendo poucas informacdes do atendimento
clinico e indicando a suspeita de um agente viral da anemia infecciosa equina. De
acordo com o laudo técnico, as amostras foram coletadas de um equino com
aproximadamente trés anos de idade. Na anamnese, o proprietario relatou que
0 animal adentrou a propriedade vizinha e permaneceu por 15 dias em contato
com outros equinos. O veterinario nao disponibilizou mais informacdes no laudo,
solicitando apenas a confirmacao da suspeita do agente viral. De acordo com
O técnico laboratorial, as amostras (sangue com anticoagulante EDTA) estavam
adequadamente armazenadas. Mediante as informacdes apresentadas, e com
auxilio dos conteudos abordados nesta secdo, responda as questdes para a
resolucao do caso clinico:

» Quais as espécies animais que o agente viral pode acometer?
» Descreva a sintomatologia da anemia infecciosa equina.

o Descrevaalesaoque ocorre noscomponentes do sangue e que desencadeia
a anemia NOs animais infectados.

e Ao final da secdo, o aluno deverd entregar um diagnostico laboratorial de
uma determinada infec¢ao viral de importancia clinica veterinaria.
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Nao pode faltar

Nesta secao vamos abordar as principais caracteristicas e agentes pertencentes
as familias virais que estudamos nas secdes anteriores. Vamaos iniciar os estudos!

@ Reflita

Entender a prevaléncia e a distribuicdo das doencas virais em animais de
producao e de companhia € de grande importancia para implementar
medidas de prevencdo, principalmente com adocao de praticas de
vacinagao.

Principais doencas de importancia na medicina veterindria cujos agentes
estdo classificados nas familias virais
Classificagdo viral |

Na classificagao viral |, vamos abordar as principais caracteristicas e agentes virais
pertencentes as familias Picornaviridae, Flaviviridae, Retroviridae e Coronaviridae.

Familia Picornaviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-RNA de fita simples, polaridade positiva,
nao-envelopados e replicam-se no citoplasma.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da febre aftosa; Virus da
rinite equina A; Virus da hepatite dos patos; Virus da encefalomiocardite; Virus da
doenca vesicular dos suinos e Enterovirus bovino.

Familia Rhabdoviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-RNA de fita simples, polaridade negativa,
envelopados e replicam-se no citoplasma.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da estomatite vesicular;
Virusdaraiva; Virus da febre efémera dos bovinos e Virus da necrose hematopoiética.

Familia Paramyxoviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-RNA de fita simples, polaridade negativa,
envelopados e replicam-se no citoplasma.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da parainfluenza bovina 3;
Virus Sendai; Virus da parainfluenza humana 1 e 3; Virus da cinomose; Virus da peste
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bovina; Virus da peste dos pequenos ruminantes; Virus da parainfluenza canina 2;
Rubulavirus suino; Virus Hendra; Virus Nipah; Virus da doenca de Newcastle ou
paramixovirus aviario 1; Virus respiratorio sincicial bovino; Virus respiratorio sincicial
ovino e Virus da rinotraqueite dos perus ou pneumovirus aviario.

%5‘? Assimile

Uma celula susceptivel € aquela que apresenta condicdes para o
desenvolvimento completo do ciclo replicativo.

Agora, vamos conhecer a distribuicdo geografica, as espécies animais
acometidas, a sintomatologia, as lesdes, o tratamento e os metodos de diagnostico
de algumas doencgas causadas por agentes virais da classe viral I. Vamos (a!

Febre Aftosa

A febre aftosa € causada por um agente viral pertencente ao género Aphtovirus,
da familia Picornaviridae. Ela esta presente no continente africano, na América do
Sul, na Asia e em algumas regides da Europa. Alguns paises, como Inglaterra, Irlanda,
Japédo, Australia, Nova Zelandia e Ameérica Central e do Norte, sdo considerados
livres da febre aftosa. O agente viral esta classificado em sete sorotipos (O, A, C,
SAT1, STA2, SAT3 e Asial), conforme a regido. Na América do Sul, estdo presentes
os sorotipos O, A e C; na Africa, estdo presentes os sorotipos SATL, 2, 3, A, O e C;
na Asia, estdo presentes os sorotipos A, O, C e Asial. O virus acomete espécies
animais de casco biungulados, como bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos, suinos,
ruminantes silvestres. Essa doenca € caracterizada por febre, salivacdo excessiva,
laminite e lesdes vesiculares nas mucosas da boca (gengiva e lingua), Nos espacos
interdigitais, No Ubere, nos tetos e na borda coronaria do casco. A presenca de
lesdes vesiculares na boca pode reduzir a ingestao de alimentos, e causar perda de
peso nos animais. No caso de lesdes vesiculares no espaco interdigital ou na borda
coronaria dos cascos, temos um quadro que favorece infeccdes secundarias € o
desenvolvimento de complicacdes podais. Sua transmissdo ocorre por contato
direto, por aerossois, fobmites e vetores. Em produtos carneos (bacon, embutidos
e presunto), o virus pode estar viavel por até 2 meses e, na carne congelada, por
até 3 meses. No estagio virémico, o virus provoca lesdes e sinais clinicos. As lesdes
apresentam formacao de vesiculas, decorrentes da lise das células infectadas,
edema celular, extravasamento de liquidos do edema, alteragdes degenerativas
e necrose do musculo cardiaco. Na musculatura cardiaca e esqueléetica, pode-
se observar estrias amareladas no sentido longitudinal e necrose do miocardio,
aspecto denominado de coracao tigrado. Nao ha tratamento e as medidas de
prevencado incluem a restricdo de importacao de animais, fomites e produtos de
origem animalde regides endémicas. Aimplementacao de programas de vacinacao
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no rebanho deve ser seguida conforme o 6rgao de fiscalizacdo. Em paises livres da
doenca, animais infectados sao colocados em quarentena e sacrificados.

Diagnostico laboratorial: Isolamento viral; Fixacao de complemento; Soro
neutralizagdo; ELISA de captura; RT-PCR e PCR em tempo real.

Doenca Vesicular dos Suinos

A doenca vesicular suina € uma enfermidade moderadamente contagiosa e
aguda. O agente viral, "virus da doenca vesicular dos suinos’, pertence ao género
Enterovirus, da familia Picornaviridae. Esse virus esta presente em areas de
suinocultura, e, além de suinos, o virus pode acometer ovinos, camundongos e
seres humanos. A sintomatologia € semelhante a da febre aftosa, do exantema
vesicular suino e da estomatite vesicular suina. Em suinos, os sinais clinicos sao
febre, lesdes vesiculares, perda de peso, laminite e dificuldade de locomocdo. As
lesdes vesiculares sdo observadas nos labios, nas narinas, na linqua, na pele, na
borda coronaria, nas laterais e nas areas interdigitais do casco. O desenvolvimento
das vesiculas ocorre, aproximadamente, entre 2 e 11 dias apos infeccdo (pico de
viremia entre 2 e 4 dias apos infeccdo e persiste até 7 dias). As lesdes vesiculares
séo indistinguiveis as da febre aftosa, e podem passar a formar ulceracdes,
principalmente nas areas do metatarso e metacarpo, €, em algumas situacoes,
0s cascos podem se desprender. No cérebro, observa-se encefalite difusa e
agrupamentos de células da neuroglia. Infec¢cdes secundarias podem ocorrer. Nao
ha tratamento, e as medidas de prevencado incluem a restricdo de importacao de
regides endémicas. Ndo ha vacinas disponiveis até © momento. Em paises livres da
doenca, animais infectados sao colocados em quarentena e sacrificados.

Diagnostico laboratorial: Isolamento viral em células de cultivo; Fixagdo do
complemento; ELISA de captura e Microscopia Eletrénica.

Raiva

O virus da raiva esta classificado no género Lyssavirus da familia Rhabdoviridae.
A raiva esta presente em grande parte das regides do mundo, com excecao das
Ilhas Britanicas, Japao, Australia, Escandinavia e Nova Zelandia. O virus acomete
mamiferos. Varias espécies animais sao importantes reservatorios da doenca,
COMO morcegos, coiotes, raposas, gambas, quatis e lobos. O virus da raiva é
neurotropico, afeta o sistema nervoso central de animais mamiferos e seres
humanos. Ele € introduzido pelas terminacdes nervosas periféricas e pode atingir
o sistema nervoso central pelo fluxo axoplasmico retrogrado. Os primeiros sinais
clinicos sao observados apos a lesao neural, que € causada pela replicacdo da
particula virica. Assim, dissemina-se, infectando varios tecidos, mesmo os nao-
nervosos, como as glandulas salivares. A presenca do agente viral na saliva
favorece a sua transmissao. O periodo de incubacao varia de 2 a 3 semanas até
6 meses. O quadro clinico € caracterizado em trés fases: fase prodromica (os
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animais ficam confusos e desorientados), fase furiosa (aumento de agressividade
e hiperexcitabilidade, tendéncia de morder) e fase silenciosa (dificuldade de
degluticao, fraqueza, salivacdo profusa e mandibula caida). Em cdes, o periodo de
incubacdo pode ir de 3 a 8 dias. Os sinais clinicos apresentam salivacdo profusa,
associada a espuma, convulsdes, dificuldade de engolir alimentos e agua, auséncia
de coordenacdo motora, paralisia dos musculos faringeos e da mandibula inferior.
Em gatos, os sinais clinicos sao semelhantes aos dos cdes. No caso de equinos,
a sintomatologia € semelhante aos achados clinicos de equinos acometidos por
tetano, que apresentam dificuldade de engolir, ataxia e paralisia muscular. Em
bovinos, ¢ observada auséncia de ruminacao, salivacdo, engasgos, tenesmo e
paralisia dos membros anteriores. Experimentalmente, em roedores, O virus €
encontrado na medula espinhal entre 24 e 72 horas apos incubacao, e entre 96 e
192 horas no cérebro. O virus também pode alcancar o sistema nervoso central,
a partir das glandulas salivares, tonsilas e corneas. O animal em estado nervoso
desenvolvera sinais clinicos em, aproximadamente, uma semana seguido de morte.
Animais e seres humanos vacinados, apresentam anticorpos neutralizantes a partir
da terceira semana apos aplicagao. O diagnostico clinico deve ser diferenciado de
outras doengas que acometem o sistema nervoso central.

Diagnostico laboratorial: Imunofluorescéncia; isolamento viral (saliva e tecido
nervoso); exame histopatologico (demonstracdo de corpusculo de Negri em
neurdnios); inoculagdo intracerebral de camundongos (desenvolve sinais clinicos
em 17 dias).

Estomatite Vesicular

O virus da estomatite vesicular esta classificado no género Vesiculovirus da
familia Rhabdoviridae. Ele pode infectar suinos, equinos, bovinos, mulas, veados
e seres humanos. A doenca esta presente na América do Sul, Central e do Norte.
Geralmente, os surtos estdo relacionados ao virus da estomatite vesicular de Indiana
e ao virus da estomatite vesicular de New Jersey. Os animais infectados pelo virus
apresentam vesiculas na mucosa da boca e da lingua, nos tetos, na borda coronaria
e no espaco interdigital do casco. A sintomatologia € semelhante aos do exantema
vesicular do suino e da febre aftosa. A transmissao ocorre, principalmente, pelo
contato direto, sendo a saliva uma importante fonte de contaminacao. Insetos,
como mosca dos estabulos, tabanideos e mosquitos, sdo considerados vetores da
doenca. A infeccdo viral causa febre, erosdes e as ulceras sdo observadas de 4 a 6
dias apos a infeccao. Em casos severos, pode ocorrer descamacao da mucosa da
lingua, associada a salivacao abundante e anorexia. No animal, o virus € encontrado
no liquido vesicular e na saliva, porem, ndo esta presente no sangue. Ndo ocorre
disseminacao do virus para outras regides do corpo. A patologia da estomatite
vesicular e caracterizada pelo desenvolvimento de vesiculas na boca, nos cascos
e nos tetos. Histologicamente, as lesdes sao caracterizadas por infiltracao celular
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inflamatoria, edema intracelular e necrose das células epiteliais. O aparecimento
e desaparecimento de lesOes é variavel, desaparecendo em uma semana €, em
alguns casos, aparecendo entre 10 e 20 dias apos as primeiras lesdes. Ndo ha
tratamento para a doenca. Na forma preventiva, estao disponiveis vacinas vivas
atenuadas e inativadas.

Diagnostico laboratorial: Isolamento do virus; titulagédo de anticorpos pelo
meétodo ELISA; microscopia eletrénica; imunoeletrénica do liquido vesicular e
coloragao de anticorpos imunofluorescente.

E- Vocabulario

Virose: refere-se a doencas causadas por virus.
Viremia: refere-se a presenca do virus no sangue.

Soropositivo: refere-se ao individuo que apresenta anticorpos
especificos de um determinado agente.

Cinomose Canina

O virus da cinomose canina esta classificada no género Morbillivirus, da
subfamilia Paramyxovirinae, pertencente a familia Paramyxoviridae. O virus esta
presente em todo o mundo, infectando uma ampla variedade de animais como
caes, raposas, lobos, coiotes, furdes, martas, gambas, quatis e pandas. O cdo é
O principal reservatorio do virus e elimina o agente viral por secre¢cdes nasais,
oculares, urina e fezes. A infeccao pode desenvolver uma variedade de sinais
clinicos (desde assintomaticos até sintomas graves), como febre bifasica, anorexia,
desidratacdo, secrecdes nasais e oculares, depressao, diarreia, vomito, leucopenia,
trombocitopenia, erupcdes cutaneas, hiperceratose dos coxins dos membros e
do focinho, espasmos musculares, sinais de envolvimento do sistema nervoso.
Animais com baixa condicdo imunitaria estao mais susceptiveis a complicacdes,
que podem levar a morte. Dois dias apos a infec¢ao, € possivel detectar o virus em
linfonodos bronguiais e tonsilas. Do sétimo ao nono dia, ocorre a disseminagao
viral para o sistema linfatico, trato respiratorio, trato gastrointestinal, sistema
endocrino, sistema urogenital e dos coxins dos membros. A partir do nono dia, o
virus atinge as células ependimais, gigantes e neuronais. Alteracdes degenerativas,
intracitoplasmaticas e corpusculos de inclusao sao observadas em células epiteliais.
Alinfeccdoviralinduz imunidade nos caes, produzindo anticorpos neutralizantes que
permanecem, aproximadamente, por um ano. Ndo ha tratamento especifico para
animais infectados. O tratamento €, basicamente, de suporte, com a utilizacdo de
antibioticos e anticonvulsivantes. Os animas que sobrevivem adquirem imunidade
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contra o agente viral. A vacinacdo preventiva (vacinas vivas ou inativadas) ¢ a
medicacdo para controle da doenca.

Diagnostico  laboratorial:  ELISA;  imunocromatograficos; isolamento e
identificacdo do agente viral; e demonstragao do antigeno viral com auxilio da
técnica de imunofluorescéncia indireta ou peroxidase.

Doenca de Newcastle

O virus da doenca de Newecastle, também conhecido como paramixovirus
aviario 1, esta classificado no género Rubulavirus, da subfamilia Paramyxovirinae,
pertencente a familia Paramyxoviridae. A doenca de Newcastle tem sido relatada
no mundo inteiro. As aves domesticas sdo consideradas 0os maiores reservatorios
do agente viral, porém, o virus tem sido isolado em perus, patos, gansos, pardais e
corvos. A transmissao ocorre por aerossois em contato com trato respiratorio da
ave. A doenca ¢ altamente infecciosa e caracterizada pela dificuldade respiratoria,
diarreia e sinais neurologicos. Seu periodo de incubacao varia entre quatro e onze
dias. As aves infectadas comecam a liberar o virus a partir do segundo para o
terceiro dia. De acordo com a viruléncia da cepa (velogénicas, mesogénicas e
lentogénicas), as aves produzem sintomatologia diferente. As cepas velogénicas
causam uma infeccgao rapida e fatal, que envolve os 6rgaos viscerais (Doyle) e
O sistema nervoso central (Beach). As cepas mesogénicas causam sintomas
respiratorios e, as vezes, neurologicos (Beaudette). As cepas lentogénicas causam
uma doenga branda ou inaparente (Hitchner). Em aves que apresentam a forma
mais grave da doenca, observa-se necrose hemorragica no trato respiratorio,
intestinal e nos orgaos viscerais. Em aves que apresentam sintomas neurologicos,
sao observados necrose das celulas gliais, hipertrofia das células endoteliais e
degeneracdo neuronal. O hospedeiro pode desenvolver anticorpos a partir do
sexto ao décimo dia, auxiliando contra o agente viral. O tratamento ¢é preventivo, e
envolve medidas como adotar um manejo sanitario adequado, evitar exposicao de
aves suscetiveis ao agente viral e vacinar as aves.

Diagnostico laboratorial: isolamento e identificacdo do virus; demonstracao do
antigeno com auxilio da imunofluorescéncia; demonstracdo de anticorpos com
auxilio dos métodos ELISA, hemaglutinacdo ou neutralizacdo.

Classificagao viral Il

Na classificacao viral I, vamos abordar as principais caracteristicas e agentes
virais pertencentes as familias Togaviridae, Flaviviridae, Retroviridae e Coronaviridae.

Familia Togaviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-RNA de fita simples, polaridade positiva
e envelopados.
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Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da encefalite equina do
Leste; Virus da encefalite equina do Oeste; Virus da encefalite equina venezuelana;
Virus Higlands J.; Virus Chikungunya; Virus Semliki Forest e Getah.

Familia Flaviviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-RNA de fita simples, polaridade
positiva, envelopados e replicam-se no citoplasma. Para a maioria dos Flavivirus, a
transmissao € mediada por artropodes.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da febre amarela; Virus
da doenca de Wesselsbron; Virus do oeste do Nilo; Virus da encefalite japonesa;
Virus da encefalomielite ovina (mal-do-pulo); Virus meningo-encefalite dos perus
de Israel; Virus da diarreia bovina tipo 1 e 2; Virus da doenga da fronteira e Virus da
peste suina classica.

Familia Retroviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-RNA de fita simples linear, polaridade
positiva e envelopados. O RNA viral é transcrito em DNA de fita dupla. O DNA de
fita dupla € inserido no genoma da célula hospedeira.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da Leucose aviaria; Retrovirus
ovino (Jaagsieke); Virus da leucemia felina; Virus da lLeucose bovina; Virus da
imunodeficiéncia bovina; Virus da anemia infecciosa equina; Virus da imunodeficiéncia
felina; Virus da artrite-encefalite caprina e Virus Maedi/Visna dos ovinos.

Familia Coronaviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-RNA de fita simples, polaridade positiva,
envelopados e sua replicacdo ocorre no citoplasma.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da gastroenterite
transmissivel viral (TGEV); Coronavirus Respiratorio Suino (PRCoV); Virus da diarreia
epidémica suina (PEDV); Virus da peritonite infecciosa felina (FIPV); Coronavirus
felino (FCoV); Coronavirus canino (CCoV); Coronavirus humano (HCoV-229E);
Coronavirus bovino (BCoV); Coronavirus dos perus (TCoV); Coronavirus da hepatite
do camundongo (MHV); Coronavirus humano (HCoV-OC43); Virus da bronquite
infecciosa das galinhas (IBV); Torovirus bovino (BToV); Virus Breda (BRV); Torovirus
equinos (EToV); Virus Berne (BEV); Torovirus humano (HToV) e Torovirus suino
(PToV).
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m Exemplificando

A vacina inativada ou morta ¢é caracterizada por um agente inativado,
inviavel e nao-replicativo.

A vacina atenuada ou viva modificada € caracterizada por um agente
viavel, porém, com patogenicidade e viruléncia reduzidas.

A vacina monovalente contem antigenos de apenas um agente,
enquanto que, a vacina multivalente contém antigenos de varios
agentes.

Agora, vamos conhecer a distribuicdo geografica, as espécies animais
acometidas, a sintomatologia, as lesdes, o tratamento e os metodos de diagnostico
de algumas doencas causadas por agentes virais da classe viral Il. Vamos (3!

Diarreia Viral Bovina

O virus da diarreia bovina estad classificado no género Pestivirus, da familia
Flaviviridae. Sua distribuicdo ¢ mundial e acomete, principalmente, bovinos (em
todas as idades), porém ovinos, caprinos e suinos também sdo susceptiveis,
alem de serem considerados reservatorios do agente viral. Os virus da diarreia
bovina estdo distribuidos em dois grupos, no grupo |, compreendem as cepas
classicas, e, no grupo I, compreendem as cepas altamente patogénicas. Animais
infectados podem apesentar diarreia, anorexia, salivagao intensa, depressao,
desidratacdo, paralisacdo da ruminacao, conjuntivite, ulceragcdes nas mucosas
da cavidade oral, congestdo, aborto e teratogénese. Em casos graves, 0s animais
podem apresentar febre e leucopenia. Em situacdes que envolve uma infeccao
persistente, o agente viral pode desenvolver doenca das mucosas. No grupo Il de
cepas altamente patogénicas, os animais infectados apresentam trombocitopenia
intensa e hemorragia. Vacas prenhes, infectadas antes dos 180 dias de gestacao,
produzem bezerros infectados persistentemente e apresentam imunossupressao.
O virus ¢ teratogénico, que pode resultar na morte do feto ou desenvolvimento de
anomalias (deformidade do sistema nervoso central, lesdes oculares e cerebelares
congénitas). Bovinos que se recuperaram da infecgdo viral, adquirem imunidade.
O tratamento ¢ preventivo, com a aplicacao de vacinas. Em bezerros, anticorpos
colostrais persistem por 4 a 6 meses. Caso a vacinacao seja inferior a 6 meses de
idade, a revacinacao deve ser realizada.

Diagnostico  laboratorial: Isolamento  viral e  imunofluorescéncia;
soroneutralizagdo com demonstracdo de anticorpos; reagdao em cadeia da
polimerase (PCR). Diagnostico diferencial para febre catarral maligna ou peste
bovina e doencas com sintomatologias semelhantes.
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Peste Suina Classica

O virus da peste suina classica esta classificado no género Pestivirus, da familia
Flaviviridae. E uma doenca altamente contagiosa e sua distribuicdo € mundial. O
virus acomete suinos domesticos e silvestres. Parasitas pulmonares de suinos sao
reservatorios do agente viral. A transmissao pode ocorrer por aerossois, fomites e
ingestao de materiais contaminados, sendo que 0s animais infectados apresentam
febre, anorexia, vomito, diarreia, descargas mucopurulentas nos olhos, ranger
dos dentes, disturbios locomotores, paralisia local e, as vezes, convulsdes.
Normalmente, os animais ficam em estado de depressdo e sonoléncia. Matrizes
infectadas acarretam em leitdes reduzidos, partos prematuros, natimortos,
tremores e ataxia cerebelar. O virus possui afinidade para tecidos hematopoiéeticos
e vasculares, causando degeneracdo de vasos sanguineos, o que resulta em focos
de hemorragia, necrose e enfartamento de orgaos internos. Observa-se, ainda,
a presenca de linfonodos aumentados e petéquias hemorragicas na superficie
serosa. Uma infeccdo secundaria pode ocorrer, causando pneumonia e enterite
ulcerativa. Animais que se recuperam da infeccao viral, adquirem imunidade
duradoura. O tratamento é preventivo, com aplicacdo de vacinas que persistem
por apenas oito meses, isso quando sao aplicadas varias doses.

Diagnostico laboratorial: Isolamento viral, imunofluorescéncia direta; testes
sorologicos; testes de neutralizacao e ELISA.

Anemia Infecciosa Equina

O virus da anemia infecciosa equina esta classificado no género Lentivirus,
da subfamilia Orthoretrovirinae, da familia Retroviridae. A doenca esta distribuida
mundialmente, com incidéncia principalmente em paises de clima quente. O virus
acomete equinos, poneis, asininos e muares. O agente viral pode ser transmitido
por insetos hematdfagos (o virus nao se replica nos insetos), por fomites (agulhas
contaminadas), e para o potro, pela lactacdo. A sintomatologia é caracterizada por
febre, anemia, anorexia, trombocitopenia, sudorese profusa e secrecao no focinho
durante 3 a 5dias. Na doenca subaguda, observa-se fraqueza, depressao do sistema
nervoso central, apatia, anemia, edema, petéquias e ataxia. Na forma cronica, a
anemia infeciosa equina € denominada de ‘febre do pantano’, os sintomas sdo
semelhantes aos da apresentacao subaguda, porém, mais brandos e dificilmente
leva a morte do animal. Os equinos podem carrear O virus sem apresentar
sintomas. O desencadeamento dos sintomas pode ocorrer apos © animal passar
por algum tipo de estresse, ou com a utilizagdo de drogas Imunossupressoras.
A replicacdo do virus resulta em hemolise das hemacias e eritrofagocitose,
causada por macrofagos, o que desencadeia a anemia. Também se observa
comprometimento do metabolismo do ferro. Lesdes como hemorragia, edema
e degeneracao sao observadas em varios orgaos, alem de necrose de tecidos
linfaticos. Ndo ha tratamento especifico, recomenda-se a terapia de suporte.
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Animais infectados (qualquer equino ou pertencente a familia equidae) devem
ser isolados e sacrificados. Potros podem nascer ausentes do agente viral, porém
devem ser isolados da égua infectada e do aleitamento materno (transmitido pelo
leite). Ndo sao utilizadas vacinas para o controle da doenca.

Diagnostico laboratorial: Teste sorologico — imunodifusdo em gel de agar;
ELISA; reacao em cadeia da polimerase (PCR); potros com até 6 meses de idade
podem apresentar resultados falso-positivo.

Classificacao viral Ill

Na classificacao viral Ill, vamos abordar as principais caracteristicas e agentes
virais das familias Herpesviridae, Adenoviridae, Papillomaviridae, Poxviridae e
Parvoviridae.

Familia Herpesviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-DNA de fita dupla, simetria icosaédrica,
envelopados e replicam-se no nucleo. Causam doencas no sistema respiratorio,
reprodutivo e nervoso.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1); Herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2); Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-
5); Herpesvirus canino tipo 1 (CaHV-1); Herpesvirus caprino tipo 1 (CpHV-1);
Herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1); Herpesvirus equino tipo 3 (EHV-3); Herpesvirus
equino tipo 4 (EHV-4): Herpesvirus felino tipo 1 (FeHV-1); Herpesvirus suino tipo 1
(SUHV-1); Herpesvirus galideo tipo 2 (GaHV-2); Herpesvirus galideo tipo 3 (GaHV-
3); Herpesvirus galideo tipo 1 (GaHV-1); Herpesvirus alcelaphine tipo 1 (AIHV-1);
Herpesvirus bovino tipo 4 (BoHV-4); Herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2); Herpesvirus
ovino tipo 1 (OvHV-1) e Herpesvirus suino tipo 2 (SuHV-2).

Familia Adenoviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-DNA de fita dupla, simetria icosaedrica,
nao-envelopados e replicam-se no nucleo. Desenvolvimento de corpusculos de
inclusao intracelulares.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Adenovirus bovino (BAdV-A,
BAdV-B e BAdV-C); Adenovirus canino (CAdV-1 e CAdV-2); Adenovirus equino
(EADV-A e EAdV-B); Adenovirus ovino (OAdV-A, OAdV-B e OAdV-C); Adenovirus
suino (PAdV-A, PAdV-B e PAdV-C); Adenovirus caprino (GAdV-A); Adenovirus aviario
(FADV-A, FAdAV-B, FAdQV-C, FAdV-D e FAdV-E); Adenovirus de Gansos (GoAdV);
Adenovirus bovino (BAdV-D e BAdV-E); Adenovirus de patos A (DAdV-A); Adenovirus
ovino D (OAV-D) e Adenovirus de perus A (TAdV-A).
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Familia Papillomaviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-DNA de fita dupla circular, simetria
icosaédrica, ndo possuem envelope e a replicagcao ocorre no nucleo. Causa
papilomas e fibropapilomas em animais domeésticos.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Papilomavirus do alce
europeu; Papilomavirus do cervo; Papilomavirus ovino 1; Papilomavirus bovino 1
e 2; Papilomavirus bovino 5; Papilomavirus equino 1; Papilomavirus do Chaffinch;
Papilomavirus dos papagaios; Papilomavirus do coelhos cauda-de-algodao;
Papilomavirus oral dos coelhos; Papilomavirus oral canino; Papilomavirus felino;
Papilomavirus bovino 3 e Papilomavirus oral dos hamsters.

Familia Poxviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-DNA, envelopados, simetria complexa e
replicam-se no citoplasma. Caracterizado por lesdes na pele dos aninais infectados.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Virus da vaccinia; Virus da
variola bovina; Virus da variola dos camelos; Virus Uasin Gishu; Virus da variola
dos macacos; Virus da ectromelia; Virus da variola dos ovinos; Virus da variola dos
caprinos; Virus da doenca da pele nodulosa; Virus da variola dos suinos; Virus da
variola (bouba) aviaria; Virus do mixoma; Virus do molluscum contagiosum; Virus
yabapox e virus tanpox; Virus da pseudovariola bovina; Virus da estomatite papular
bovina; Virus orf (ectima contagioso); Virus Ausdik e Parapoxvirus das baleias.

Pesquise mais

Leia o artigo Ectima contagioso em ovinos e caprinos no semi-arido
da Paraiba.

Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/pvb/v28n3/02 pdf>. Acesso
em: 19 jun. 2016.

Familia Parvoviridae

Caracteristicas dos agentes virais: virus-DNA de fita dupla simples, ndo-
envelopados, simetria icosaédrica e a replicagdo ocorre no nucleo celular.
Caracterizado por lesdes na pele em aninais infectados.

Principais agentes virais de interesse veterinario: Parvovirus de galinha (CHPV);
Virus da panleucopenia felina (FPLV); Parvovirus canino (CPV); Virus da enterite das
martas (MEV); Parvovirus dos méaos-peladas (RPV); Virus minuto dos camundongos
(MMV ou MVM); Parvovirus suino (PPV); Parvovirus de gansos (GPV); Parvovirus de
patos Muscovy (MDPV); Parvovirus bovino (BPV); Virus minuto canino (CNMV) e
Aleutian mink disease virus (AMDV).
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Agora, vamos conhecer a distribuicdo geografica, as espécies animais
acometidas, a sintomatologia, as lesdes, o tratamento e os metodos de diagnostico
de algumas doencgas causadas por agentes virais da classe viral lll.

Panleucopenia Felina

O virus da panleucopenia felina esta classificado no género parvovirus, da
subfamilia Parvovirinae, pertencente a familia Parvoviridae. Doenca altamente
contagiosa, com incidéncia mundial, acomete principalmente gatos, poréem pode
infectar outros animais pertencentes a familia Felidae. A infeccdo pode ocorrer
por via oral ou respiratoria. O periodo de incubacao é de aproximadamente 4 dias.
Os sintomas sao caracterizados por febre, depressdo, anorexia, vomito, morte
neonatal, anormalidades congénitas no sistema nervoso central (ataxia cerebelar),
guadro clinico que pode levar a morte do animal. A viremia permanece de 1 a 7 dias
apos infeccao do animal. Na urina, o agente viral € encontrado entre o sequndo ao
vigésimo segundo dia apos ainfeccao. Enquanto que, nas fezes, o virus esta presente
apos o vigesimo segundo dia. Lesdes macro e microscopicas sao observadas no
intestino (edema, dilatacdo, necrose do epitélio das criptas intestinais) e no timo
(reducao do tamanho). Animais infectados produzem anticorpos apos seis a sete
dias da infeccdo, os quais podem persistir por anos. Nao ha tratamento especifico
e eficaz. Na forma preventiva, vacinas estdo disponiveis comercialmente.

Diagnostico laboratorial: deteccdo de antigenos virais pelos métodos ELISA ou
hemaglutinacdo; corpusculos de inclusdo podem ser observados nas celulas das
criptas.

Parvovirose Canina

O parvovirus canino estad classificado no género parvovirus, da subfamilia
Parvovirinae, pertencente a familia Parvoviridae. A doenca esta distribuida
mundialmente. O virus infecta cdes e membros da familia Canidae (ex. lobos, raposas,
coiotes, cdes do mato). A transmissdo ocorre por meio de alimentos e da agua, os
quais foram contaminados com fezes. A doenca € caracterizada por vomito, diarreia,
anorexia, febre, depressdo, desidratacao e linfopenia. Os locais de replicacdo viral
sao: timo, tonsilas, linfonodos mesentericos, retrofaringeos e baco. A disseminagao
do agente viral ocorre a partir do sexto dia e sua excregao € detectavel a partir do
terceiro dia, com pico no sétimo dia. Lesdes sdo observadas, principalmente, no
jejuno e no ileo na forma de doenca entérica grave. No intestino delgado, pode-
se observar atrofia das vilosidades do epitélio e necrose de criptas epiteliais. Caes
infectados pelo virus podem desenvolver anticorpos de longa duracao, que podem
persistir por até 24 meses. O tratamento baseia-se na reposicao de liquidos corporeos,
correcao eletrolitica e reducdo da acidose. Na forma preventiva, a desinfeccdao do
ambiente deve ser estabelecida e associada com a vacinagao dos animais (vacinas
inativadas requerem refor¢o entre 2 e 3 semanas).
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Diagnostico laboratorial: Demonstracdo do virus ou antigenos nas fezes
utilizando microscopia eletréonica; ensaio imunoenzimatico ELISA, hemaglutinacdo
ou neutralizacdo viral.

Sem medo de errar

Mediante os conteudos abordados nesta secao, vamos resolver as questdes da
situacao-problema. Vamos (a!

Para compreender melhor a situacdo apresentada, vamos recapitular os
principais pontos da situacao-problema. Recentemente, o laboratorio de analises
clinicas do Hospital Veterinario recebeu amostras para diagnostico laboratorial. O
medico veterinario encaminhou um laudo técnico anexo as amostras, contendo
poucas informacdes do atendimento clinico e indicando a suspeita de um agente
viral da anemia infecciosa equina. De acordo com o laudo técnico, as amostras
foram coletadas de um equino, com aproximadamente trés anos de idade.
O tecnico procedeu com a analise do material bioldgico, utilizando a técnica
de imunodifusao em gel de agar (Teste de Coggins). Mediante as informacdes
apresentadas, e com auxilio dos conteudos abordados nesta secdo, vamos
responder as questdes do caso clinico:

» Quais as espécies animais que o0 agente viral pode acometer?
O virus acomete equinos, pdneis, asininos e muares.
e Descreva a sintomatologia da Anemia Infecciosa Equina.

A sintomatologia € caracterizada por febre, anemia, anorexia, trombocitopenia,
sudorese profusa e secrecao no focinho, durante 3 a 5 dias. Na doenca subaguda,
observa-se fraqueza, depressao do sistema nervoso central, apatia, anemia, edema,
petéquias e ataxia. Na forma cronica, a anemia infeciosa equina € denominada
como ‘febre do pantano’, os sintomas sao semelhantes aos da apresentacao
subaguda, porem, sdo mais brandos e dificilmente levam a morte do animal. Os
equinos podem carrear o virus sem apresentar sintomas. O desencadeamento dos
sintomas pode ocorrer apos 0 animal passar por algum tipo de estresse, ou com a
utilizacdo de drogas imunossupressoras.

» Descreva alesdo que ocorre nos componentes do sangue que desencadeia
a anemia nos animais infectados.

A replicagdo do virus resulta em hemolise das hemacias e eritrofagocitose,
causada por macrofagos, o que desencadeia a anemia. Também se observa
comprometimento do metabolismo do ferro.
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@ Faca vocé mesmo

Pesquise mais sobre as doencas dos agentes virais que nao foram
abordados nesta secao e que pertencem a classificacao I, Il e lll.
Utilize o material de apoio: QUINN, P. J. Microbiologia veterinaria e
doencas infecciosas. Porto Alegre: Artmed, 2005. HIRSH, D. C; ZEE, Y.
C. Microbiologia veterinaria. Rio de Janeiro: EGK, 2003.

Avancando na pratica

Panleucopenia Felina

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario
atendeu um proprietario de um gato, que solicitava um exame laboratorial para
diagnostico de um agente viral. De acordo com o proprietario, o seu animal ja
havia sido atendido por um medico veterinario autbnomo, o qual recomendou
um tratamento de suporte por determinado periodo. O veterinario suspeitou de
um agente viral, porém, ele ndo realizava exames laboratoriais para determinar um
diagnostico definitivo. Entdo, o veterinario plantonista da clinica procedeu com
o atendimento, constatando febre, vimito e depressao. Durante o atendimento
clinico, o animal teve vomito. Suspeitando de uma agente viral, o veterinario
procedeu com a coleta do conteudo do vomito, sangue e fezes do animal para a
realizacdo do teste de diagnostico.

Descricao da situagao-problema

Em continuidade com o relato de caso, o técnico laboratorial recebeu o
material biologico para a realizagao do teste de diagnostico. O veterinario indicou
O teste imunocromatografico para detec¢cdo do agente viral da panleucopenia
felina (FPLV). O exame laboratorial evidenciou resultado positivo para o virus. Para
compreender melhor o caso clinico, e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, responda as seguintes questdes:

e Qual o periodo de viremia do agente viral e o tempo para a sua deteccdo
na urina e nas fezes do animal infectado?

e Quais as lesdes (macro e microscopicas) observadas no intestino de animais
infectados pelo agente viral em questao?

Resolucdo da situacdo-problema

e Qual o periodo de viremia do agente viral e o tempo para a sua deteccdo
na urina e nas fezes do animal infectado?
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A viremia permanece de 1 a 7 dias apos infeccdo do animal. Na urina, o agente
viral é encontrado entre o segundo e o vigésimo segundo dia apos a infeccao,
enquanto que nas fezes o virus esta presente apos o vigesimo segundo dia.

e Quais as lesdes (macro e microscopicas) observadas no intestino de animais
infectados pelo agente viral em questao?

As lesdes macro e microscopicas sdo observadas no intestino (edema, dilatagado,
necrose do epitélio das criptas intestinais) e no timo (reducao do tamanho).

= Lembre-se

O virus da panleucopenia felina € um virus-DNA de fita dupla simples,
nao-envelopado, de simetria icosaédrica e a replicacao ocorre no
nucleo celular.

Faca valer a pena

1. A febre aftosa € causada por um agente viral pertencente ao género
Aphtovirus, da familia Picornaviridae. Com relacdo a febre aftosa, é
correto afirmar:

|. A febre aftosa € endémica e esta presente no continente africano, na
Ameérica do Sul, na Asia e em algumas regides da Europa.

Il. Na América do Sul, estdo presentes os sorotipos Asial, O, Ae C.
lIl. Na Africa, estdo presentes os sorotipos SAT1, 2, 3, A, O e C.
IV. Na Asia, estdo presentes os sorotipos A, O, C e SATL.

V. O virus acomete espécies animais de casco biungulados, como

bovinos, bubalinos ovinos, caprinos, suinos, ruminantes silvestres.

Assinale a alternativa correta:

a) Somente as afirmativas |, Il e IV sdo corretas.

b) Somente as afirmativas |, lll e V sdo corretas.

c) Somente as afirmativas Il, lll e IV sdo corretas.

d) Somente as afirmativas I, IV e V sdo corretas.
)

e) Somente as afirmativas Il, IV e V sdo corretas.

2. O agente viral "virus da doenca vesicular dos suinos” pertence ao
género da familia . Esse virus esta
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presente em areas de suinocultura, e, além de suinos, o virus pode
acometer ovinos, camundongos e seres humanos. A sintomatologia
é semelhante a da do e da

Assinale a afirmativa que completa a sequéncia correta das lacunas:

a) Enterovirus, Picornaviridae, coronavirus respiratorio suino, exantema
vesicular suino e estomatite vesicular suina.

b) Enterovirus, Picornaviridae, febre aftosa, coronavirus respiratorio
suino, exantema vesicular suino e estomatite vesicular suina e peste
suina classica.

c) Enterovirus, Picornaviridae, febre aftosa, exantema vesicular suino e
adenovirus suino.

d) Enterovirus, Picornaviridae, febre aftosa, coronavirus respiratério
suino, exantema vesicular suino e estomatite vesicular suino e
estomatite vesicular suina.

e) Enterovirus, Picornaviridae, febre aftosa, exantema vesicular suino e
estomatite vesicular suina.

3. O virus da raiva esta classificado no género Lyssavirus, da familia
Rhabdoviridae. Os primeiros sinais clinicos sao observados apos a
lesdo neural, a qual é causada pela replicacdo da particula virica. O
quadro clinico € caracterizado em trés fases:
(os animais ficam confusos e desorientados),
(aumento de agressividade e hiperexcitabilidade, tendéncia de morder)
e (dificuldade de degluticdo, fraqueza, salivacdo
profusa e mandibula caida).

Assinale a afirmativa que completa a sequéncia correta das lacunas:
a) Fase prodrémica, fase furiosa e fase silenciosa.
b) Fase furiosa, fase prodrémica e fase silenciosa.
c) Fase prodrémica, fase silenciosa e fase furiosa.
d) Fase aguda, fase prodrémica e fase silenciosa.
e) Fase silenciosa, fase prodrémica e fase furiosa.
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Unidade 3

Bacteriologia especial aplicada
a medicina veterinaria

Convite ao estudo
Ola, aluno! Seja bem-vindo a Unidade 3 deste livro didatico!

Animais de companhia e de producdo estdo sujeitos a infeccoes
causadas por bactérias que desencadeiam enfermidades, interferem no
bem-estar do animal e causam perdas econémicas. Portanto, em uma
sociedade cada vez mais exigente, conhecer as principais bactérias
que causam doencas nos animais € de fundamental importancia para
o meédico veterinario, bem como aplica-los na prevencao, controle e
tratamento das doencas infecciosas.

Competéncia geral

Conhecer os principais microrganismos de interesse em medicina
veterinaria (bactérias, fungos e virus), enfocando particularmente a
taxonomia, caracteristicas morfologicas, ecologicas, de sensibilidade,
resisténcia e identificacao laboratorial.

Competéncia técnica

Conhecer e compreender as particularidades das bactérias e processos
infecciosos de importancia clinica para a medicina veterinaria.

Objetivos

Vocé devera:

» Conhecer a morfologia das bactérias.

» Conhecer o procedimento de identificacdo das bactérias.

« Conhecer 0s agentes na classificacao das bactérias | (Familia
Enterobacteriaceae).

» Conhecer os agentes na classificacao das bactérias Il (Géneros
Bacillus, Burkholderia e Borrelia).
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Secao 3.1

Morfologia e identificagcao das bactérias

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secdo, estudaremos a morfologia e os procedimentos para identificacao
das bactérias. Para melhor compreender o conteudo abordado, vamos acrescentar
informacdes na situacdo-problema referentes ao relato de caso apresentado no
item Convite ao estudo, dessa forma, vocé participara indiretamente na resolucao
do caso.

Recentemente, o professor da disciplina de microbiologia se direcionou
ao laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario com os alunos para
realizar uma aula pratica, na qual os alunos realizaram a técnica de coloracdo de
Gram (conteudo aprendido em aula teorica). O técnico laboratorial preparou as
colonias bacterianas para serem utilizadas a partir da tecnica de cultivo em meio
de agar sangue na qual amostras de secrecdes foram coletadas de animais que
estavam sendo atendidos no Hospital Veterinario e gue apresentavam um quadro
clinico de infeccdo na pele. Com objetivo de identificar e diferenciar uma bactéria
Gram-positiva de uma Gram-negativa, os alunos procederam com a técnica e
interpretacao dos resultados.

Mediante as informacdes apresentadas na situacao e com auxilio dos conteudos
abordados nesta secao, responda as questdes para a resolucao do caso clinico:

e Com relagao as bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas, cite as
principais estruturas (externas e internas) e componentes importantes que
estdo presentes nesses microrganismaos.

» Cite as principais diferencas entre as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

» Cite as quatro etapas da técnica de coloracao Gram.
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Nao pode faltar

Prezado aluno, nesta secao comecaremos a estudar a morfologia e 0s
procedimentos para identificacao das bactérias. Vamos (a!

Introdugdo a bacteriologia

Em 1673, Anton van Leeuwenhoek observou pela primeira vez microrganismos
vivos, sendo considerado o pai da Bacteriologia e da Protozoologia. Leeuwenhoek
polia pequenas lentes de vidro e as fixava em estruturas metalicas, o que possibilitou
ampliar um objeto de 200 a 300 vezes. Ele relatava suas observacdes em cartas,
descrevendo a presenca de uma ampla variedade de criaturas vivas em diferentes
materiais observados. A associacao desses microrganismos com doencas
infecciosas foi descrita nos trabalhos de Louis Pasteur e Robert Koch, no final do
seculo XIX. Durante dois seculos de estudos, os pesquisadores Louis Pasteur e
John Tyndall comprovaram que a vida sO pode surgir a partir de vida preexistente
(teoria denominada de biogénese). Louis Pasteur contribuiu significativamente
para o desenvolvimento da microbiologia. Ele identificou formas de vida que se
desenvolviam em ambiente ausente de oxigénio, classificando 0s microrganismos
dependentes de oxigénio como “aerobios” e 0os microrganismos ndo dependentes
como ‘“anaerobios’. Em 1884, Robert Koch e colaboradores publicaram um
procedimento experimental para comprovar que um determinado microrganismo
€ a causade umadoenca infecciosa especifica. Esse procedimento ficou conhecido
como Postulados de Koch, o qual € utilizado até os dias de hoje.

@ Reflita

E importante ressaltar que nem todas as doencas sdo causadas por
microrganismaos.

Morfologia e arranjo bacteriano

As bactérias sdo microrganismaos microscopicos que variam de 0,2 a 2,0um de
diametro por2 a 8umde comprimento. As bactérias tém duas formas basicas: cocos
(esféricos) e bacilos (formato de bastdo e de espiral). Os arranjos dos cocos podem
ser descritos em diplococos, estreptococos, tétrades, sarcinas e estafilococos.
Ja os bacilos tém bacilo isolado, diplobacilos, estreptobacilos e cocobacilos. As
bactérias que apresentam formato de bastdes curvos sao denominadas de vibrides,
as que apresentam forma helicoidal sdo denominadas de espirilos (movem-se com
auxilio de filamentos axiais) e as que apresentam formato helicoidal e flexivel sdo
denominadas de espiroqueta.

As bactérias possuem estruturas externas, como glicocalice, flagelos, filamentos
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axiais, fimbrias e pili. O glicocalice € um componente importante para auxiliar as
bactérias a se fixarem no ambiente-alvo ou umas com as outras, gue sao constituidas
de polissacarideos e polipeptidios, formando uma superficie constituida de
capsula. Os flagelos tém uma estrutura helicoidal semirrigida que auxilia a célula
a se mover de acordo com a rotagao (sentido horario ou anti-horario) do corpo
basal. Os flagelos podem ser peritriqueos (presentes em toda a célula) ou polares
(presentes nos polos das células). Quando polar, eles podem ser classificados
como nonotrigueo (presenca de apenas um unico flagelo), lofotriqueo (presenca
de varios flagelos) ou anfitriqueo (presenca de flagelos em ambas extremidades).
Os flagelos sao constituidos de trés componentes basicos: filamento (constituido
pela proteina globular flagelina), gancho (porcao ligeiramente mais espessa sobre a
base do filamento) e corpo basal (ancora o flagelo a parede celular e a membrana
plasmatica). As bactérias que nao tém flagelo sao denominadas de atriqueas. Os
filamentos axiais ou endoflagelos auxiliam as bactérias a se deslocarem. As fimbrias
e pili sao apéndices (semelhantes a pelos) menores que os flagelos. Os apéndices
sdo constituidos por uma proteina denominada de pilina, cuja funcao € auxiliar na
fixacdo e transferéncia de DNA (4cido desoxirribonucleico) e na constituicao dos
biofilmes. Em relagao ao pili, estas estruturas sao mais longas que as fimbrias e a
celula bacteriana apresenta apenas uma ou duas unidades por célula bacteriana.

A parede celular das bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) € constituida
por uma camada de peptideoglicanos,denominada de mureina, com a fungao
de conferir protecao a célula. Estes peptideoglicanos sdo constituidos por
dissacarideos (monossacarideos: N-actilglicosamina e acido N-acetilmuramico),
gue estao ligados por polipeptideos. Porem, existem diferencas entre as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Bactérias Gram-positivas coram-se de violeta-
€escuro ou purpura na técnica de coloracdo de Gram; possuem varias camadas
de peptideoglicana; estdo presente nos acidos teicoicos; sdo ausentes de espaco
periplasmatico e membrana externa; nao contém conteudo lipopolissacarideo;
o conteudo de lipideos € baixo; possuem dois anéis no corpo basal; produzem
exotoxinas, possuem alta resisténcia a ruptura fisica e alta resisténcia ao
ressecamento. Ja as bactérias Gram-negativas coram-se de rosa ou vermelho na
técnica de coloracdo de Gram; possuem uma fina camada de peptideoglicana;
auséncia do acido teicoico; possuem espaco periplasmatico e membrana externa;
possuem alto conteudo lipopolissacarideo, lipideos e lipoproteinas; possuem
guatro anéis no corpo basal; produzem endotoxinas e exotoxinas; possuem baixa
resisténcia a ruptura fisica e ao ressecamento.

Entre essas estruturas internas estao a membrana plasmatica, o citoplasma,
O nucleoide, os ribossomos e outras estruturas, que desempenham papel
importante para a sobrevivéncia da bacteria. A membrana plasmatica esta presente
no interior da parede celular, que reveste o citoplasma. Sua constituicao €
basicamente de fosfolipidios e proteinas. O citoplasma esta presente no interior
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da membrana plasmatica e é constituido por, aproximadamente, 80% de agua e
outros componentes, como proteinas enzimaticas, lipideos, carboidratos e ions
inorganicos. No seu interior consta uma area nuclear, ribossomos e depositos de
reserva, denominados de inclusdes. No nucleoide esta presente a molécula de DNA
(fita dupla, continua e arranjada de forma circular), denominado de cromossomo
bacteriano. O cromossomo carrega toda informacao genética da célula
bacteriana, bem como suas funcdes celulares. Os ribossomos funcionam como
locais de sintese proteica e estao presentes no citoplasma da célula bacteriana
(procariotica). Os ribossomos contém duas subunidades de RNA, denominado de
RNA ribossémico.

Os endosporos sdo células desidratadas (ocorre principalmente nas bactérias
Gram-positivas) com paredes espessas para sobreviver em exposicdo de alta
temperatura, falta de agua, radiacdo e substancias quimicas. Seu processo de
formacao se origina com a escassez de nutrientes, sendo denominado de
esporulacdo ou esporogénese.

%P‘ Assimile

Altamente desidratados, os endosporos podem permanecer dormentes
por milhares de anos, os quais voltam a atividade biologica (denominada
de germinacado) sob um processo de lesdo fisica ou quimica sobre a
capa de proteina, assim, permite penetracdo da agua e 0 metabolismo
se inicia.

Caracteristicas tintoriais e bioquimicas das bactérias

A visualizagcao de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos é realizada
com auxilio de técnicas de coloracao. Anterior ao processo de coloracdo, os
microrganismos devem ser fixados em uma lamina de microscopio. A coloracao
de bactérias se baseia em dois tipos de corantes, os quais estdo classificados como
acidos e basicos. A diferenca entre eles € a presenca de ions positivos (corantes
basicos) e ions negativos (corantes acidos). Dentre os corantes basicos e acidos
estao o cristal violeta, o verde de malaquita, a safranina e o azul de metileno.
Dentre as técnicas de coloracdo estdo a coloracao alcool-acido resistente (corar
as células que ndo sao alcool-acidas); coloracao negativa para capsulas; coloracao
para endosporos (técnica de Schaeffer-Fulton) e coloracao de flagelos (utiliza-se
um mordente com o corante carbolfucsina).

Técnica de coloragao de Gram

Essa técnica € aplicada em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O
procedimento compreende quatro etapas: a) o esfregaco é fixado com auxilio
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de calor ou substancia quimica, em seguida, € submetido em um corante basico
(corante de violeta); b) espera-se um curto periodo de tempo (1 minuto) para,
depois, lavar o esfregaco com agua e aplicar o lugol (mordente). Apos a adicdo
do lugol, as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aparecem coradas na cor
purpura ou violeta escuro; c) em seguida, lava-se com agua e, posteriormente,
adiciona-se alcool ou alcool-acetona, o qual ira remover a coloragdo purpura
de algumas espécies bacterianas; d) entdo, o esfregaco € lavado com agua para
retirada do alcool. Por fim, o esfregaco € submetido ao corante de safranina (cor
vermelha), lavado com agua e seco ao ar, para posterior analise Nno microscopio.

Ambas as bacteérias (Gram-positivas e Gram-negativas) retém o corante cristal
de violeta e lugol, os quais vao gerar uma cor violeta escuro ou purpura. Com a
aplicagcao do alcool na etapa subsequente, as estruturas que permanecem com
a cor violeta escuro ou purpura sao classificadas como Gram-positivas e as que
perdem a cor sao classificadas como Gram-negativas. Assim, a aplicacdo do
corante safranina ira corar a bactérias Gram-negativas de rosa. As bactérias Gram-
positivas ndo sdo afetadas pelo corante safranina, em funcdo de estarem com
corante purpura e iodo.

m Exemplificando

Essa diferenciacao de coloracao das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas esta relacionada a parede celular de peptideoglicano (Gram-
positivas possuem parede mais espessa) e a presenca de uma camada
de lipopolissacarideo (presente em bactérias Gram-negativas).

Fatores de viruléncia bacteriana

A viruléncia bacteriana esta relacionada com a sua habilidade de invadir e
produzir a doenca no hospedeiro. A infeccao por bactérias pode ocorrer de forma
exdgena (transmissao direta ou indireta a partir de um animal ou do ambiente)
ou endogena (desencadeado em animais sob estresse). As vias de infecgdo no
hospedeiro podem ocorrer pelo tecido epitelial (pele), pelas membranas mucosas
(que revestem a conjuntiva, o trato gastrointestinal, urogenital e respiratorio), pelo
umbigo e canal da mama. Sendo que o trato gastrointestinal e respiratorio sdo as
principais portas de entrada.

D Exemplificando

Um ponto determinante para que ocorra a infecgao € o numero de
bactérias invasoras, o qual € determinante no desenvolvimento da
doenca. A viruléncia de um microrganismo pode ser expressa Como
DI50 (dose infectante para 50% de uma amostra de uma populacao).
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Colonizacgao e crescimento

A colonizagao se refere a replicagao da bactéria na célula hospedeira. Um fator
limitante para o crescimento bacteriano € a deficiéncia de ferro, sendo que sua maior
parte presente no organismo animal ndo esta disponivel para a bactéria, em funcao
da forma em gque o mineral se encontra ligado (lactoferrina e transferrina). Assim,
as bactérias ativam mecanismos para obter o ferro, causando lise de hemacias
com auxilio de sideroforos. As bactérias apresentam tambéem outras formas que a
auxiliam em sua fixacdo nos tecidos, esse mecanismo € denominado de aderéncia
ou adesdo. Todo esse processo € mediado por moléculas (adesinas ou ligantes) que
se ligam a receptores presentes na superficie da célula de determinados tecidos
do hospedeiro. Outros fatores podem contribuir com a viruléncia das bactérias,
dentre eles: a presenca de capsula, os componentes da parede celular, a presenca
de enzimas e variagao antigénica.

Disseminacao no hospedeiro

A disseminacdo da bactéria no organismo dependera dos mecanismos de
defesa do hospedeiro. Algumas delas permanecem no local da infeccdo primaria,
podendo ocorrer disseminacao localizada. Esta pode ser facilitada com a presenca
de lesdes no tecido do hospedeiro. A disseminacao para organismo ocorre pela
corrente sanguinea, pelo plasma ou em fagocitos. Quando ocorre septicemia,
as bactérias se multiplicam e persistem na corrente sanguinea, levando ao
desenvolvimento de doenca sistémica. Fatores que podem ser determinantes e
influenciar na infec¢cao bacteriana:

a) Fatores determinantes relacionados ao patogeno bacteriano (viruléncia;
estabilidade no meio ambiente; rota de entrada; dose infectiva; tropismo tecidual;
suscetibilidade as defesas do hospedeiro.

b) Fatores determinantes relacionados ao hospedeiro (espécie animal; raca;
idade; sexo; fatores genéticos; fatores fisiologicos; imunocompeténica).

c) Fatores modificantes (estresse ambiental; deficiéncia nutricional; lesdo
tecidual; imunossupressao; disfuncdo metabodlica; doenca intercorrente).

Da mesma forma, as bactérias podem causar lesdes teciduais com auxilio
de exotoxinas e endotoxinas. As exotoxinas podem ser produzidas por bactérias
Gram-positivas ou Gram-negativas, enquanto gue as endotoxinas estao presentes
na membrana externa das bactérias Gram-negativas, as quais sao liberadas quando
a celula e lisada.
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! Pesquise mais

Pesquise sobre Cultivo, preservacdo e inativacdo das bactérias. Consulte
o0 material de apoio:

QUINN, P. J. et al. Microbiologia veterinaria e doengas infecciosas.
Séo Paulo: Artmed Editora, 2005.

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamos recapitular os
pontos que foram analisados anteriormente. O laboratorio tem como objetivo
prestar servicos aos profissionais da area veterinaria, a fim de identificar agentes
patologicos, utilizando diferentes meétodos de diagnosticos para auxiliar na
resolucao de casos clinicos. Mediante as informacdes apresentadas na situacdo-
problema e com auxilio dos conteudos abordados nesta secdo, responda as
questdes para a resolucao do caso clinico:

e Com relacdo as bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas, cite as
principais estruturas (externas e internas) e componentes importantes que
estdo presentes nesses microrganismaos.

Dentre as estruturas externas estao: o glicocalice, os flagelos, os filamentos, as
axiais, as fimbrias, a pili e a parede celular. Dentre as estruturas internas estdo: a
membrana plasmatica, o citoplasma, o nucleoide, os ribossomos, as inclusdes e
0S endosporos.

« Cite as principais diferencas entre as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

Bactérias Gram-positivas: na técnica de reacao de Gram coram-se de violeta-
€SCuro ou purpura; possuem varias camadas de peptideoglicana; estao presentes
Nos acidos teicoicos; sao ausentes de espaco periplasmatico e membrana externa;
nao contém conteudo lipopolissacarideo; o conteudo de lipideos € baixo; possuem
dois aneis no corpo basal; produzem exotoxinas; possuem alta resisténcia a ruptura
fisica e alta resisténcia ao ressecamento.

Bactérias Gram-negativas: na técnica de reacdo de Gram coram-se de rosa
ou vermelho; possuem uma fina camada de peptideoglicana; auséncia do acido
teicoico; possuem espaco periplasmatico e membrana externa; possuem alto
conteudo lipopolissacarideo, lipideos e lipoproteinas; possuem quatro anéis no
corpo basal; produzem endotoxinas e exotoxinas, possuem baixa resisténcia a
ruptura fisica e ao ressecamento.
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» Cite as quatro etapas da técnica de coloracao Gram.

O procedimento compreende quatro etapas: a) o esfregaco € fixado com
auxilio de calor e submetido em um corante basico (corante de violeta); b) espera-
se um curto periodo de tempo e aplica-se iodo (mordente). Apos lavagem do iodo,
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aparecem coradas na cor purpura ou
violeta escuro; c) nesta etapa, o esfregaco € lavado em alcool ou alcool-acetona,
o qual ird remover a coloracdo purpura de algumas espécies bacterianas; d) entdo,
O esfregaco € lavado para ser retirado o alcool. Em seguida, ele € submetido ao
corante de safranina (cor vermelha), lavado e seco com papel, para posterior
analise no microscopio.

fr” Atencido
)

As bactérias sao microrganismos microscopicos que variam de 0,2 a
2,0pum de diametro por 2 a 8um de comprimento. As bactérias tém
duas formas basicas: cocos (esféricos) e bacilos (formato de bastao e
de espiral).

Avancgando na pratica

Carbunculo hematico
Descricdo da situacao-problema

Recentemente, o médico veterinario de uma cooperativa foi solicitado para
fazer uma visita técnica em uma propriedade rural que pertence a um dos
cooperados. O proprietario relatou ao médico veterinario que encontrou um
bovino morto no pasto na parte da manha. Durante 0 exame clinico na parte da
tarde, ele observou que a carcaca ja se encontrava em estado de inchaco, nao
encontrou sinais de picada de cobra, porém, havia sangue escuro nao coagulado
escorrendo pela boca e narinas. Suspeitando de carbunculo hematico, ele coletou
amostras de sangue e recomendou O aterramento da carcaga. De acordo com o
meédico veterinario, a necropsia nao foi realizada para evitar a esporulacao e o risco
de contaminagao ambiental prolongada. O material coletado foi acondicionado
em recipiente estéril e devidamente lacrado para evitar possivel propagacdo do
agente suspeito, denominado de Bacillus anthracis (Bacilos Gram-positivos), que
produz uma toxina complexa que causa edema (acumulo de fluido) e aumento
da permeabilidade vascular (hemorragia extensa) levando a morte do animal.
Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteldos abordados
nesta se¢ao, responda as questdes para a resolu¢ao do caso clinico:
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» Na técnica de coloracao de Gram, expligue a diferenciacao de coloracao
das bactérias Gram-positivas em comparacdo com as bactérias Gram-
negativas.

e Explique a estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas e das
bactérias Gram-negativas.

Lembre-se

A parede celular das bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) &
constituida por uma camada de peptideoglicanos (denominada de
mureina) com a funcao de conferir protecao a célula.

Resolucdo da situagcdo-problema

Em continuidade com o relato de caso, como se suspeitava de um agente
bacteriano (Bacillus anthracis), o técnico laboratorial procedeu com a técnica de
cultivo (agar-sangue e agar de MacConkey a 372C por 24 a 48 horas) e a técnica
de Gram, fixando o material em esfregacos e posterior coloracao de Gram. A
identificacdo dos isolados foram baseados na morfologia colonial, na aparéncia
microscopica dos esfregacos corados pela técnica de Gram, pela auséncia de
crescimento em agar de MacConkey. Ambos os testes confirmaram a presenca do
agente patologico, confirmando, assim, que a morte do animal foi desencadeada
pelo agente Bacillus anthracis.

» Na técnica de coloracao de Gram, explique a diferenciacao de coloracdo
das bactérias Gram-positivas em comparagdo com as bactérias Gram-
negativas.

A diferenciacdo de coloracdo das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
esta relacionada a parede celular de peptideoglicano (Gram-positivas possuem
parede mais espessa) e a presenca de uma camada de lipopolissacarideo (presente
em bactérias Gram-negativas). Com a aplicacao de corante de cristal violeta e o
iodo, forma-se um complexo maior do que a molécula que entrou, impedindo
sua saida desse complexo nas bactérias Gram-positivas (permanecendo a cor
violeta escuro ou purpura), sendo que nas bacterias Gram-negativas a aplicacao
do alcool rompe a camada de polissacarideos e o complexo de cristal violeta e
iodo e removido da célula.

e Explique a estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas e das
bactérias Gram-negativas.

Nas bactérias Gram-positivas, a parede celular consiste em muitas camadas
de peptideoglicanos. Outros componentes também estao presentes na parede
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celular, como o acido teicoico, o qual esta dividido em duas classes: acido
lipoteicoico (atravessa a camada de peptideoglicana) e o acido teicoico (ligado a
camada peptideoglicana). As bactérias Gram-negativas, ao contrario das bactérias
Gram-positivas, possuem poucas camadas de peptideoglicano, nao contém os
acidos teicoicos e apresenta uma membrana externa. Entre a membrana externa
e a membrana plasmatica esta presente o periplasma (fluido semelhante a um gel)
no qual se encontra os peptideoglicanos ligados as lipoproteinas. A membrana
externa é constituida de uma molécula complexa de lipopolissacarideos (lipideo
A, um cerne polissacaridico e polissacarideo), lipoproteinas e fosfolipidios. Esta
membrana confere protecdo a bactéria contra determinadas sustancias oriundas
do ambiente, por exemplo, penicilina, enzimas digestivas, detergentes, sais biliares
etc. Aléem de conferir protecdo, na membrana estao presentes canais de porinas
pelos quais sdo translocados os nutrientes (nucleotideos, dissacarideos, peptideos,
aminodacidos, vitamina B12 e ferro) para o interior da bactéria.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise sobre bactérias. Consulte o material de apoio:

QUINN, P. J. et al. Microbiologia veterinaria e doengas infecciosas.
Séo Paulo: Artmed Editora, 2005.

Faca valer a pena

1. Em 1973, utilizando um aparato de estrutura metalica e com
peqguenas lentes de vidro polidas (hoje conhecido como microscépio)
foi possivel ampliar de 200 a 300 vezes um objeto. Esse instrumento
permitiu, pela primeira vez, visualizar um microrganismo. Quem ¢&
considerado o pai da bacteriologia, que visualizou, pela primeira vez,
microrganismos vivos?

Assinale a alternativa correta:
a) Louis Pasteur.

b) John Tyndall.

c) Robert Koch.

d) Anton van Leeuwenhoek.
e Paul Ehrlich.

2. As bactérias sao microrganismos microscopicos que variam de 0,2 a
2,0um de diametro por 2 a 8um de comprimento. Elas possuem duas
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formas basicas:__________ (esféricos) e __________ (formato de
bastdo e de espiral). Os arranjosdos __________ podem ser descritos
em diplococos, estreptococos, tétrades, sarcinas e estafilococos.

Assinale a alternativa correta que completa a ordem das lacunas:
a) Cocos, bacilos e cocos.
b) Bacilos, cocos e glicocalice.

)
c) Glicocalice, cocos e bacilos.
d) Bacilos, glicocalice e bacilos.
)

e) Cocos, glicocalice e cocos.

3. Bactérias que apresentam formato de bastdes curvos sao
denominadasde _________ , para as que apresentam forma helicoidal
sdao denominadas de ___________ (movem-se com auxilio de
filamentos axiais) e as que apresentam formato helicoidal e flexivel sdo
denominadas de

Assinale a alternativa correta que completa a ordem das lacunas:
a) Espirilos, vibrides e espiroqueta.
b) Vibrides, espirilos e espiroqueta.

)

c) Espiroqueta, vibrides e espirilos.

d) Bacilos, espirilos e espiroqueta.
)

e) Cocos, vibrides e espirilos.
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Secao 3.2

Classificacao das bactérias |

Dialogo aberto

Qla, aluno!

Nesta secao, estudaremos a Familia Enterobacteriaceae e as principais doencas
de importancia na Medicina Veterinaria. Para melhor compreender o conteudo
abordado, vamos acrescentar informacdes a situacao-problema referente ao relato
de caso apresentado no item Convite ao estudo, dessa forma, vocé participara
indiretamente na resolucao do caso.

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario recebeu
amostras para diagnostico laboratorial. Anexo as amostras, o médico veterinario
encaminhou um laudo técnico contendo informacdes detalhadas do atendimento
clinico e indicando a suspeita do agente bacteriano Escherichia coli. De acordo
com o laudo técnico, as amostras foram coletadas de leitdes apods desmame.
Durante o exame clinico, 0 médico veterinario observou ataxia, apatia e edema de
face em alguns leitdes. Em outros, foi observado paralisia, tremores, convulsdes
e movimento de pedalagem. Mediante as informacdes levantadas, o profissional
suspeitou que um agente bacteriano acometia o animal. Em sequida, ele coletou
amostras de secrecdes com o auxilio de swab estéril para possivel identificacao do
agente patologico. De acordo com o técnico laboratorial, as amostras recebidas
continham material biologico de secrecao.

Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteldos abordados
nesta se¢ao, responda as questdes para a resolu¢ao do caso clinico:

« Comrelacdo ao agente patologico suspeito "Escherichia coli’, cite o nome
da familia bacteriana ao qual pertence.

« Cite as principais estruturas que favorecem a infeccdo no agente bacteriano
"Escherichia coli".

o« Cite os métodos de identificacdo realizados para diferenciacdo dos
membros patogénicos da familia em que se enquadra 0 agente suspeito.
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Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secao vamos comecar a estudar a morfologia e 0s
procedimentos para identificacao das bactérias. Vamos (a!

Familia Enterobacteriaceae

As enterobactérias sao classificadas como bastonetes retos e Gram-negativas.
S3o microrganismos anaerobios facultativos, ndo formam esporos, crescem em
meios ndo enriquecidos, fermentam glicose, acucares, lactose (Escherichia coli),
reduzem nitrato a nitrito, sdo oxidase-negativas, catalase-postivas e possuem
flagelos peritriqueos. Entre os produtos celulares de interesse medico veterinario
estdo as endotoxinas e os sideroforos. Os membros da familia Enterobacteriaceae
sdo indistinguiveis em seu aspecto morfologico.

A Familia Enterobacteriaceae esta distribuida em trés categorias de interesse
veterinario: patogenos principais: Escherichia (Escherichia coli), Salmonella
(Salmonella Thyphimurium, Salmonella Dublin e Salmonella Enteritidis) e Yersinia
(Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica e Yersinia pseudotuberculosis); patdgenos
oportunistas: Proteus (Proteus Mirabilis e Proteus vulgaris), Klebsiella (Klebsiella
pneumoniae), Enterobacter (Enterobacter aerogenes), Morganella (Morganella
morganii), Serratia (Serratia marcescens) e Edwardsiella (Edwardsiella tarda) e nao
patdgenos (isolados em fezes e ambiente), como Erwinia e Hafnia.

Diagnéstico: a diferenciacdo dos membros patogénicos pode ser realizada
pelos seguintes métodos: cultura (meio adgar MacConkey, agar verde-brilhante,
substrato/lactose, agar entérico de Hektoen, agar sorbitol MacConkey, agar
xilose lisina deoxicolato, meio de enriquecimento), testes bioguimicos, testes
imunologicos (sorotipagem dos antigenos O, K, H e deteccdo de produtos de
viruléncia) e PCR.

%g’ $ Assimile

Colbdnias fermentadoras de lactose cultivadas em agar MacConkey
apresentam coloracao rosa.

Coldnias ndo fermentadoras de lactose cultivadas em agar MacConkey
apresentam coloracao palida.
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Morfologia e identificagcao das bactérias
Escherichia

O género Escherichia possui varias espécies, sendo a Escherichia coli a mais
relevante na Medicina Veterinaria. Os membros de Escherichia sao fermentadores
de lactose, sua estrutura é composta de capsula (presenca de mais de 80
antigenos), membrana externa (lipideo A — importante na viruléncia), flagelos
peritriqgueos, antigenos (O, H, K, usados na sorotipagem) e adesinas (promovem
a aderéncia), componentes que favorecem a infeccdo do agente bacteriano. Em
mamiferos, apos 0 nascimento, ocorre naturalmente a colonizacao intestinal por
Escherichia coli, participando da microbiota intestinal. As linhagens patogénicas
possuem fatores (capsula, endotoxinas, enterotoxinas, sideroforos, fator citotoxico
necrosante, toxina shiga-simile e hemolisina) que auxiliam na colonizagcao das
superficies das mucosas com producado de doenca.

@ Reflita

Fatores que podem favorecer a infeccao de Escherichia coliem animais
jovens sao: imunidade insuficiente, superlotacao e higiene deficiente,
microbiota mal estabelecida, sistema imunologico imaturo, fatores
estressantes, aumento de linhagens patogénicas, entre outros.

Diagndstico: o diagnostico laboratorial se baseia na demonstracdo do agente.
As amostras incluem: leite mastitico, amostras teciduais em casos de septicemia,
fezes de animais que apresentam doenca entérica, urina e, em casos de piometra
ou metrite, coleta-se com swabs cervicais. Com relacdo a demonstracdo de
cepas produtoras de doenca edematosa, alteracdes teciduais macroscopicas e
microscopicas podem auxiliar no diagnostico. Em meio MacConkey (372C por 24 a
48 horas) as coldnias apresentam cor rosa forte. No meio dgar-sangue, as colénias
apresentam-se acinzentadas, redondas, brilhantese com odor caracteristico. O teste
bioquimico € necessario para identificar casos isolados de mastite por coliforme
ou cistite. Pode ser realizado também o teste de aglutinagcao para descriminagao
sorologica (antigenos O e H) . Linhagens de Escherichia coli enterotoxigénicas
podem ser confirmadas por metodos imunologicos (presenca de enterotoxinas).
Para enterotoxinas (intestino delgado) pode-se empregar anticorpos monoclonais.
PCR: sondas de DNA especificas para genes de enterotoxinas (termolabeis e
termestaveis).

Salmonella

As bactérias Salmonellas apresentam uma ampla variedade de sorotipos (mais de
2000), os quais ndo sao fermentadores de lactose. Presentes no solo, na dgua, em

Bacteriologia especial aplicada a medicina veterinaria

U3

143



U3

144

vegetais, na alimentacdo de animais, sendo que a infeccdo ocorrera pela ingestao
de bactérias vidveis (no ambiente, as fezes sdo a principal fonte de contaminagao).
Uma vez na mucosa intestinal, a Salmonella adere a parede com auxilio das fimbrias,
produzindo invaginacdes na membrana celular, que permitem a entrada da bactéria
(por meio das vesiculas ligadas a membrana) para se replicarem. Fatores que podem
auxiliar na colonizacdo da Salmonella, como adesinas (processo de aderéncia),
genes de invasiva (interiorizacao da bactéria), exotoxinas, enterotoxinas, sideroforos
(permite o crescimento em condi¢des de restricdo de ferro), presenca de plasmideos
e o regulador SlyA gue permite a bactéria sobreviver dentro dos macrofagos.

E Exemplificando

Fatores estressantes tém sido associados ao desenvolvimento da
infeccao por Salmonella. Entre os fatores estao: superlotacdo, prenhez,
privacao de agua, transporte, alteracOes da dieta, procedimentos
cirdrgicos e infeccdes intercorrentes.

Diagndstico: o diagnostico laboratorial se baseia na demonstracdo do agente.
Em casos de infeccao intestinal, recomenda-se como material de analise, as fezes.
Em caso de infeccao sistémica, aconselha-se a coleta de sangue (hemocultura),
baco e medula Ossea (post mortem). Inoculacdo direta: utiliza-se meio de agar
MacConkey, agar verde-brilhate ou dgar XLD (372C por até 48 horas). Inoculagcdo em
caldo enriquecido: utiliza-se meio de agar XLD ou agar VB com caldos enriquecidos
de selenito de Ferro, Rappaport ou tetrationato podem ser utilizados (372C por até
48 horas). Coldnias suspeitas observadas nos meios anteriores: utiliza-se meio de
agar TSI e caldo lisina descarboxilase. Confirmacdo soroldgica (teste biogquimico —
disponivel comercialmente): antissoro polivalente. Sorotipagem (teste bioquimico —
disponivel comercialmente): antissoro especifico "H" ou "O". Biotipagem: utilizado
para distinguir sorotipos antigenicamente semelhantes (Salmonella Pullorum e
Salmonella Gallinarum). Fototipagem: utilizado para estudos epidemioldgicos
(caracteristicas especificas). Testes soroldgicos: empregados para bovinos e ovinos
(ELISA e teste de aglutinacao). PCR: pode ser utilizado para deteccdo do agente em
alimentos, fezes e dgua.

Yersinia

O género Yersinia possui mais de 10 espécies, sendo que Yersinia pestis, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis e Yersinia ruckeri séo de interesse
medico veterinario. A Yersinia pseudotuberculosis possui mais de 10 sorotipos, dos
quais os sorotipos |, Il e Ill estdo presentes na maioria dos isolados. Ja a Yersinia
enterocolitica possui cinco bidtipos, mais de 50 sorotipos e esta presente emisolados,
principalmente os antigenos somaticos 2, 3, 5, 8 e 9. As Y. pseudotuberculosis e
Y. enterocolitica sao menos virulentas do que a Y. pestis, nao apresentando uma
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infeccdo generalizada. A infeccdo pode ser facilitada por diversos fatores que
estao presentes nessas bactérias, como: proteinas invasivas, proteinas de adesao
e a proteina GsrA (auxilia na sobrevivéncia da bactéria dentro dos macrofagos). A
Y. pestis apresenta fatores importantes como capsula e ativador de plasminogénio
(utilizado na disseminacdo), que a possibilita ser mais virulenta.

Diagndstico: o diagnostico laboratorial se baseia na demonstragao do agente.
Amostras de fezes, tecidos contaminados e nodulos linfaticos podem ser utilizados
para analise microbioldgica. Recomenda-se meios de cultura especificos (CIN)
para cultivo da Y. enterocolitica. A presenca de sais biliares no meio pode inibir o
crescimento da Y. enterocolitica (0 meio agar MacConkey possui baixo efeito
inibidor). Para amostras de tecidos, pode-se cultivar em meios de agar-sangue ou
agar MacConkey (372C por até 72 horas). Nos esfregacos de abcessos ou aspirado
de linfonodos podem ser demonstrados bacilos de coloragao bipolar (método
de Giemsa). Outros métodos de diagnostico sdo testes diretos com anticorpos
fluorescentes e teste de hemaglutinacdo passiva em amostras de soro emparelhado
(utiliza-se antigeno fracdo 1A).

Patogenos oportunistas

Os patogenos oportunistas  (Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris e
Serratia marcescens) possuem mecanismos que auxiliam em sua sobrevivéncia nos
tecidos ou 6rgdos acometidos do hospedeiro. A presenca de fatores como capsula
(auxilia na inibicdo da fagocitose), adesinas (principalmente para as bactérias que
colonizam o trato urinario), sideroforos (permite a sobrevivéncia em meio com limite
de ferro) e endotoxinas (causam efeitos toxicos) auxiliam na colonizacdo desses
microrganismos nos tecidos e orgaos. Porém, raramente a infeccdo por esses
microrganismos desencadeara uma doenca enteérica.

Diagndstico: o diagnostico laboratorial se baseia na demonstracao do agente.
Amostras sao obtidas de orgdos infectados. Utiliza-se meio agar-sangue ou agar
MacConkey para cultivo (37°C por 24 a 48 horas). A identificagdo dos isolados
se fundamenta na aparéncia das colénias e em seu crescimento em meio agar
MacConkey (bacilos Gram-negativos). Aplica-se teste bioquimico para identificacdo
presuntiva ou definitiva.

[ Vocabutario

Mordante: refere-se a substancia adicionada a uma solucdo corante
que a faz corar com mais intensidade.

Patégeno oportunista: refere-se a um microrganismo que
ordinariamente ndo causa doenca, mas pode se tornar patogénico em
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certas circunstancias.

Postulados de Koch: refere-se aos critérios utilizados para determinar o
agente etiologico de uma doenca infecciosa.

Principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria
Escherichia
As principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria sao:

a) Entérica: Escherichia coli enterotoxigénica (causa: diarreia em suinos,
bezerros e cordeiros recém-nascidos; diarreia pos-desmame em leitdes); E. coli
enteropatogénica, e E. coli enteroagregativa (causa: diarreia em leitdes, cordeiros
e filhotes de cdes); E. coli verotoxigénica (causa: doenca do edema em suinos;
enterocolite hemorragica em bezerros; diarreia pos-desmame em leitdes; sindrome
da colite hemolitico-urémica hemorragica em humanos); £. coli necrotoxigénicas
(causa: colite hemorragica em bovinos; enterite em leitdes e bezerros; diarreia em
coelhos; disenteria em equinos).

b) Septicémica: E. coli septicémicas (causa: colissepticemia em bezerros, leitdes,
filhotes de caes e aves domeésticas; boca aguada em cordeiros; artrite; meningite).

c) Nao entérica: E. coli uropatogénicas (causa: cistite em cadelas); E. coli
oportunista (causa: mastite por coliforme em vacas e porcas; piometra em cadelas
e cervideos; metrite; onfalite em cordeiros e pintos).

Salmonella

As principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria sao: Salmonella
Tiphimurium (causa: enterocolite e septicemia em varias espécies animais;
intoxicacdo alimentar em humanos); Salmonella Dublin (causa: condicdes adversas
da doenca em bovinos; enterocolite e septicemia em ovinos, equinos e caes);
Salmonella Choleraesuis (causa: enterocolite e septicemia em suinos); Salmonella
Pullorum (causa: pulorose — diarreia branca bacilar em pintos); Salmonella
Gallinarum (causa: tifo aviario em aves adultas); Salmonella Arizonae (causa:
infecgao do paracolon em perus); Salmonella Enteritidis (causa: doenca subclinica
em aves domeésticas; doenca clinica em mamiferos; intoxicacao alimentar em
humanos); Salmonella Brandenburg (causa: aborto em ovinos).

Yersinia

As principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria sao: Yersinia
enterocolitica (causa: infeccdes entéricas e enterites (ocasionalmente) em suinos,
animais domesticos e silvestres; abortos em cabras); Yersinia pseudotuberculosis
(causa: enterite (animais jovens), infeccdes subclinicas (animais velhos), linfadenite
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mesentérica em cervideos, ovinos, caprinos, bovinos, bufalos e suinos; abortos
esporadicos em bovinos, ovinos, caprinos; necrose hepatica focal e septicemia
em cobaias e animais de laboratorio; enterocolite e linfadenite mesentérica em
passaros de gaiola); Yersinia pestis (causa: peste silvestre em roedores; peste felina
em gatos; peste bubdnica em humanos); e Yersinia ruckeri (causa: inflamagao
perioral em peixes).

Patégenos oportunistas

As principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria sao: Klebsiella
pneumoniae (causa: mastite por coliformes em vacas; pneumonia em bezerros
e potros; endometrite em éguas; infeccdes no trato urinario de cdes); Proteus
mirabilis e Proteus vulgaris (causa: infec¢cao no trato urinario de caes e equinos;
otite externa em caes); Enterobacter aerogenes (causa: mastite por coliforme
em vacas e porcas); Edwardsiella tarda (causa: diarreia e infecgOes em feridas); e
Serratia marcescens (causa: mastite bovina (raro); septicemia em frangos).

! Pesquise mais

Leia mais sobre esse tema no sequinte artigo:

ANDREATTI FILHO, Raphael Lucio. et al. Sorovares de Salmonella
isoladosde materiais avicolas no periodo de 1994 a 1999. Revista de
educacaocontinuada em medicina veterinaria e zootecnia, Sdo Paulo,
v. 4, n. 3, p. 90-101,2001. Disponivel em: <http://revistas.bvs-vet.org.br/
recmvz/article/view/3310/2515>. Acesso em: 14 jul. 2016.

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situagao apresentada, vamos recapitular os pontos
gue foram analisados anteriormente na situacao-problema.

O laboratorio tem como objetivo prestar servicos aos profissionais da area
veterinaria, a fim de identificar agentes patologicos utilizando diferentes metodos
de diagnosticos para auxiliar na resolugcao de casos clinicos.

Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteldos abordados
nesta se¢ao, responda as questdes para a resolu¢ao do caso clinico:

« Comrelacdo ao agente patologico suspeito "Escherichia coli’, cite o nome
da familia bacteriana a qual ele pertence.

O agente patologico suspeito “Escherichia coli” pertence a familia
Enterobacteriaceae.
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« Cite as principais estruturas que favorecem a infeccao no agente bacteriano
"Escherichia coli".

Sua estrutura € composta de capsula (presenca de mais de 80 antigenos),
membrana externa (lipideo A — importante na viruléncia), flagelos peritriqueos,
antigenos (O, H, K usados na sorotipagem) e adesinas (promove a aderéncia) que
favorecem a infec¢ao do agente bacteriano.

« Cite os meétodos de identificacdo realizados para diferenciacdo dos
membros patogénicos da familia em que se enquadra 0 agente suspeito.

A diferenciagao dos membros patogénicos pode ser realizada pelos seguintes
métodos: formacao da lactose em dgar MacConkey; reacdes em meios seletivos/
indicadores; morfologia das coldnias; reacdes no agar TSI (triple sugar iron);
testes bioquimicos adicionais; testes bioquimicos comerciais e sorotipagem de
Escherichia coli, espécies de Salmonella e de Yersinia.

fr" Atencao
Y

Entre os fatores predisponentes a infec¢do por Escherichia coli estdo:
superlotacao, higiene deficiente, imunidade insuficiente, sistema
imunologico imaturo, aumento de linhagens patogénicas, microbiota
mal estabelecida e fatores estressantes.

Avancando na pratica

Mastite em vacas leiteiras
Descricao da situagao-problema

Recentemente, o médico veterinario de uma cooperativa foi solicitado para
uma visita técnica em uma propriedade rural que pertence a um dos cooperados.
O proprietario relatou que uma das vacas apresentava sensibilidade dolorosa
durante a ordenha. Durante o exame clinico, o medico veterinario observou
depressao, sensibilidade dolorosa, aumento de temperatura regional e um quadro
febril. Suspeitando de mastite, ele coletou amostras de leite e de secre¢des do
teto da glandula mamaria (utilizando swab esterilizado). O material coletado foi
acondicionado em recipiente estéril (para evitar a contaminacdo ambiental),
lacrado e identificado. Em sequida, o profissional encaminhou as amostras para
analise laboratorial para identificar o agente infeccioso.

Mediante as informacdes apresentadas e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secao, responda as questdes para a resolucao do caso clinico:
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« Cite os fatores que predispde a infeccao pelo agente bacteriano suspeito
Escherichia coli.

« Classifigue o agente bacteriano suspeito em entérico, septicémico ou ndo
entérico e cite as linhagens em cada categoria.

Lembre-se

A parede celular das bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) €
constituida por uma camada de peptideoglicanos (denominada de
mureina) com a funcado de conferir protecdo a célula.

Resolucédo da situacdo-problema

Em continuidade com o relato de caso, como se suspeitava de um agente
bacteriano, o técnico laboratorial procedeu com a técnica de cultivo (dgar
MacConkey, a 372C por 24 a 48 horas), fixagdo do material em esfregagos e posterior
coloracao de Gram. Na técnica de cultivo, as colénias apresentaram coloracao
rosa (em virtude da producao de acido a partir da lactose) e morfologicamente
nao havia coldnias mucoides. Na técnica de coloracdo de Gram, as bactérias
apresentaram coloracdo rosa (a aplicagao do corante safranina ira corar as bactérias
Gram-negativas na coloracao rosa). Por fim, as amostras foram submetidas a um
teste bioquimico. Os resultados dos testes realizados evidenciaram a presenca de
E. coli no material biologico analisado.

« Cite os fatores que predispdem a infeccao pelo agente bacteriano suspeito
Escherichia coli.

Entre os fatores predisponentes a infeccdo por Escherichia coli estdo:
imunidade insuficiente, superlotacdo, higiene deficiente, sistema imunologico
imaturo, aumento de linhagens patogénicas, microbiota mal estabelecida, fatores
estressantes, entre outros.

« Classifigue 0 agente bacteriano suspeito em entérico, septicémico ou Nao
entérico e cite as linhagens em cada categoria.

O agente bacteriano suspeito E. coli causador de mastite esta classificado
como nao entérico. As linhagens bacterianas classificadas como entéricas sao:
E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica, E. coli enteroagregativa, E. coli
verotoxigénica e E. coli necrotoxigénicas. As linhagens bacterianas classificadas
como septicémicas sao: E. coli septicémicas. As linhagens bacterianas classificadas
como nao entéricas sdo: E£. coli uropatogénicas e E. coli oportunista.

Bacteriologia especial aplicada a medicina veterinaria

U3

149



@ Faca vocé mesmo

Pesquise sobre patogenos oportunistas da Familia Enterobacteriaceae.
Consulte o material de apoio:

QUINN, P. J. et al. Microbiologia veterinaria e doencas infecciosas.
Sao Paulo: Artmed Editora, 2005.

Faca valer a pena

1. A familia Enterobacteriaceae possui 46 géneros e 263 espécies e
subespécies de bactérias. Os membros dessa familia sao classificados
como:

Assinale a alternativa correta:
a) Gram-positivos.

b) Gram-negativos.

¢) Bacilos.

d)

e) Microrganismos ausentes de flagelos peritriqueos.

Microrganismos aerobios.

2. A familia Enterobacteriaceae esta distribuida em trés categorias de
interesse veterinario: patdgenos principais (causam doencas entéricas
e sistémicas), patdgenos oportunistas (causam doenca clinica) e ndo
patdgenos (isoladas em fezes e ambiente). Indique um dos géneros
classificados como nao patogenos.

Assinale a alternativa correta:
a) Escherichia.

b) Salmonella.
c) Yersinia.

d)

e) Proteus.

Erwinia.

3.Duranteumabateriadeexamesmicrobioldgicos, otécnicolaboratorial
isolou membros da familia Enterobacteriaceae em amostras de fezes
de leitdes. Entretanto, a técnica utilizada ndo possibilitou identificar

Bacteriologia especial aplicada a medicina veterinaria



especificamente o agente patogénico. De acordo com o técnico, os
membros da familia Enterobacteriaceae sao indistinguiveis com base
na morfologia. Para auxilia-lo, indiqgue uma técnica adequada para
identificar antigenos presentes no microrganismo €, assim, obter mais
informacdes para identificar o agente patogénico.

Assinale a alternativa correta:
a) Cultivo em meio agar MacConkey.
b) Cultivo em meio agar verde-brilhante.

d
e) Cultivo em meio agar sangue.

)

c) Testes imunoldgicos.
) Cultivo em meio agar sorbitol MacConkey.
)
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Secao 3.3

Classificacao das bactérias Il

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secao estudaremos os géneros Bacillus, Burkholderia, Borrelia e
as principais doencas de importéncia na Medicina Veterinaria. Para melhor
compreender o conteudo abordado, vamos acrescentar informacdes na situacao-
problema referente ao relato de caso apresentado no item Convite ao Estudo,
dessa forma, vocé participara indiretamente na resolu¢cao do caso.

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario recebeu
amostras para diagnostico laboratorial. Anexo as amostras, 0 medico veterinario
encaminhou um laudo tecnico contendo informacdes detalhadas do atendimento
clinico e indicando a suspeita de um agente bacteriano pertencente ao género
Bacillus. De acordo com o laudo técnico, as amostras foram coletadas de uma
carcaca de bovino em estado inicial de decomposicdo. Durante o exame clinico, o
medico veterinario observou a carcaca inchada, presenca de sangue escuro e nao
coagulado escorrido pela boca, narinas e anus. Mediante as informagdes levantadas,
o profissional suspeitou gue um agente bacteriano acometia o animal. Em seguida, ele
coletou amostras de sangue periférico e de secrecdes para uma possivelidentificacao
do agente patologico. De acordo com o técnico laboratorial, as amostras (sangue e
secrecOes) estavam identificadas e acondicionadas adequadamente.

Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, responda as questdes para a resolucao do caso clinico:

e Com relacdo ao género Bacillus do agente patologico suspeito, cite
as espécies bacterianas de interesse veterinario e suas doengas ou
consequéncias da infeccao.

» Cite as principais caracteristicas dos agentes bacterianos pertencentes ao
género Bacillus.

» Descreva o diagnostico para agentes bacterianos pertencentes aoc género
Bacillus.
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Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secao, vamos conhecer os géneros Bacillus,
Burkholderia, Borrelia e as principais doeng¢as de importdncia na Medicina
Veterinaria. Vamos (a!

Bacillus

Estes microrganismos sdo classificados como Gram-positivos, anaerobios
facultativos e aerobios, crescem em meios nao enriquecidos e sao bastonetes
imoveis que produzem esporos. Distribuidos amplamente no meio ambiente, os
endosporos podem sobreviver por mais de 50 anos no solo. Fatores de viruléncia
incluem: capsula (capacita a forma vegetativa, de modo a evitar a fagocitose); a
toxina do edema (Edtx) causa lesdes hemorragicas em multiplos orgaos e suprime
a agregacao plaguetaria induzida pela trombina e a coagulacao; a toxina letal (Letx)
possui dois fatores: PA (Antigeno Protetor), responsavel pela ligagdo de LeTx as
‘células-alvo” e o LF (Fator Letal), que € responsavel por sua atividade toxica; outros
produtos, como AtxA e AcpA (sao produzidos em resposta aos fatores ambientais),
o InhA (inibidor imune A), o MprF (fator de resisténcia a multiplos peptideos),
Oxido nitrico sintase (que protege a germinacao de esporos da producdo de oxido
nitrico pelos macrofagos das células hospedeiras), séo importantes na viruléncia e
sobrevivéncia da bactéria. Solos ricos em calcio e nitrato, com pH variando de 5,0 a
8,0 e temperaturas de 15,52C, sdo fatores favoraveis para que ocorra a esporulacdo
e proliferacao bacteriana. A infeccdo ocorre pela ingestdo de alimentos e agua,
exposicao de feridas e picadas de artropodes contaminados.

%" Assimile

A formacado de endosporos é o fator mais importante na persisténcia e
na disseminagao do Bacillus anthracis.

Diagnostico: carcacas de animais infectados apresentam inchaco, nao exibem
rigor mortis e apresentam sangue escuro e nao coagulado escorrido pela boca,
narinas e anus. Ndo se recomenda abrir a carcaca de animais infectados, a fim de
evitar contaminacdo ambiental. E preciso coletar amostras de sangue periférico
em bovinos e fluido peritoneal de suinos. Esse material pode ser cultivado em
agar-sangue e agar MacConkey (37°2C por 24 a 48 horas). Para identificacdo
dos isolados, 0s seguintes critérios podem ser seguidos: morfologia da coldnia;
avaliacdo pela técnica de coloracdo de Gram; e auséncia de crescimento no meio
agar MacConkey. Também podem ser realizados testes bioguimicos e teste de
Ascoli (para deteccao de antigenos de Bacillus anthracis em materiais COmo couro).
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E Exemplificando

Em casos suspeitos de carbunculo hematico, o medico veterinario
deve informar imediatamente o Servico Veterinario Oficial. Em regides
endémicas, € aconselhavel a vacinacdo anual, principalmente em
bovinos e ovinos. Em regides ndo endémicas, apos o surto da doenca,
deve-se proibir a movimentacao de animais.

Burkholderia

Neste género, duas espécies sdao de interesse veterinario, a Burkholderia
pseudomallei e a Burkholderia mallei. A espécie Burkholderia pseudomallei e
aerobica, possui flagelo movel, € um bastonete Gram-negativo e possui capsula
constituida de carboidratos. As coldonias apresentam mucoides, que vao de lisas
a opacas e rugosas (tornando-se marrom-amareladas), crescem em temperatura
de 42°C, sao oxidase-positiva, possuem odor de mofo, catalase-positiva, glicose-
positiva, lactose-positiva, sacarose-positiva, indol-negativa, hidrolisa a ureia, reduz
nitrato em gas nitrogénio e a hidrolise ocorre em agar sangue. A parede celular €
composta por lipopolissacarideos (lipideo A, antigeno O e receptores Toll-like) e
proteinas. Produtos celulares (adesina, capsula, parede celular e outros produtos)
auxiliam sua aderéncia, sobrevivéncia e determina a viruléncia da bactéria.

A espécie Burkholderia mallei é aerdbica, ndo possui flagelo (ndo € movel),
€ um bastonete Gram-negativo e possui capsula constituida de carboidratos. As
colénias apresentam-se de brancas e lisas a marrom e granulares, nao possuem
odor caracteristico, nao crescem a 422C, ndo sao moveis, possuem acao oxidase
variavel (oxidase-negativa, glicose-positiva, lactose-negativa e sacarose-negativa),
catalase-positiva, indol-negativa, catabolizam a glicose por meio de reagao de
oxidacao, hidrolisam a ureia e reduzem nitrato sem producdo de gas. A parede
celular é composta de lipopolissacarideos (lipideo A, antigeno O e receptores Toll-
like) e proteinas. Produtos celulares (capsula, parede celular e produtos diversos)
auxiliam sua aderéncia, sobrevivéncia e determinante na viruléncia da bactéria.

Diagnostico: as amostras devem ser manipuladas em capela de biosseguranca.
Coleta-se descarga de tecidos afetados, abcessos e sangue. Burkholderia mallei
cresce em meios contendo 1% de glicerol e em meio agar MacConkey (372C por
dois a trés dias). Burkholderia pseudomallei cresce em meios com agar-sangue e
agar MacConkey (372C por 24 a 48 horas). Para identificacdo dos isolados, observa-
se a morfologia da coldnia, odor e caracteristicas bioquimicas. Para diferenciacdo
da Burkholderia pseudomallei e Burkholderia mallei, observa-se caracteristicas de
motilidade, crescimento em meio com citrato, reducao de nitrato em nitrogénio
gasoso e crescimento em temperatura de 422C. Sorologicamente, a doenca do
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mormo ¢ diagnosticada com auxilio do teste de fixacdo de complemento. Para fins
de comeércio internacional de animais, aplica-se o teste de fixacdo de complemento
e o teste ELISA. O teste intradermopalpebral da maleina indica a infeccdo, ele tem
sido utilizado para identificagao de animais infectados e erradicagdo do mormo.

@ Reflita

Equinoscom caracteristicasdadoenga do mormo devem sersubmetidos
a uma lista de diagnostico diferencial: garrotilho (Streptococcus
equi), linfangite epizoodtica (Histoplasma farciminosum), melioidose
(Burkholderia pseudomallei), esporotricose (Sporothrix schenckii) e
linfangite ulcerativa (Corynebacterium pseudotuberculosis).

Borrelia

As bactérias pertencentes ao género Borrelia sdo mais longas e largas do
que as espiroguetas, sao parasitas obrigatorios, Gram-negativas, possuem um
cromossomo linear de fita dupla, plasmideos lineares e circulares, possuem uma
bainha externa que recobre fibrilas axiais (contendo de 15 a 20 endoflagelos).
Esses patdgenos sdo transmitidos por artropodes (carrapatos), 0os quais adquirem
a bactéria de animais (camundongos, ratos silvestres, porcos-espinho, lagartos
e aves) infectados. As bactérias sdo diferenciadas de outras espiroquetas pela
morfologia, pelo DNA gendmico e por caracteristicas bioquimicas.

Diagndstico: demonstracaodoagente bacteriano. Historicode exposicdoainfestacao
por carrapatos. Aplica-se microscopia de campo escuro com imunofluorescéncia
para demonstragdo do microrganismo em tecidos e fluidos. Aplica-se o teste de
imunofluorescéncia indireta (ELISA) e testes imunoenzimatico. Aplica-se o teste de
PCR em amostras de tecido ou de fluido, utilizando Primers especificos de DNA. Para
o isolamento em cultivo, utiliza-se material coletado da orelha obtido por biopsia com
punch de caes e camundongos, o meio agar BSKII sob temperatura de 33°C.

[ Vocabutario

Microrganismo aerodbico: refere-se aos microrganismos que requerem
oxigénio (O,) para seu crescimento.

Microrganismo anaerodbico: refere-se aos microrganismos que nao
requerem oxigénio (O,) para seu crescimento.

Microrganismo anaerdbico facultativo: refere-se aos microrganismos
gue podem crescer na presenga ou na auséncia de oxigénio molécula
(O,).

2
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Principais doencgas de importancia na Medicina Veterinaria
Bacillus

As principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria sdo: Bacillus anthracis
(Bovinos e ovinos: antraz agudo causa septicemia, superagudo € fatal; Suinos: antraz
subagudo causa edema na regido da faringe; Equinos: antraz subagudo causa edema
localizado, pode ocorrer septicemia associada com colica e enterite; Humanos:
apresenta a forma cutanea (infecdo com pus semelhante a um furunculo), pulmonar
(semelhante a uma gripe, sequido de problemas respiratorios graves) e intestinal (febre,
diarreia e vdémitos com presenca de sangue); Bacillus cereus (Bovinos: causa mastite,
porém ¢ raro; Humanos: causa intoxicacdo alimentar e infeccdes nos olhos); Bacillus
licheniformis (Bovinos e ovinos: causa abortos esporadicos); Bacillus larvae (Abelhas:
causa a doenca de crias americanas).

Burkholderia

As principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria sdo: Burkholderia
mallei (Equinos (humanos e carnivoros sao suscetiveis): causa a doenca do mormo);
e Burkholderia pseudomallei (Varias espécies de animais (bovinos, suinos, caes, gatos,
macacos, roedores, camelos, passaros, peixes, etc.) e infeccdo ocasional (humanos sao
suscetiveis): causa a doenca de Melioidose).

Pesquise mais

Leia mais sobre o tema no seguinte artigo:

ZAPPA, Vanessa; LEOPOLDINO, Danielly Cristina de Castro;
OLIVEIRA,Richard Guimaraes de; Mormo em equinos. Revista Cientifica
Eletronica de Medicina Veterinaria, Sao Paulo, ano 7, n. 12, jan. 2009.
Disponivel —em:  <http://www.faef.revista.inf.br/imagens_arquivos/
arquivos_destaque/nx84WKidH1wD4Os_2013-6-21-11-56-24 .pdf>.
Acesso em: 20 jul. 2016.

Borrelia

As principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria sdo: Borrelia anserina
(Borreliose avidria: acomete aves, causa processo febril, depressdo, perda de peso e
anemia); Borrelia theileri (Borreliose bovina: acomete ruminantes e equinos, causando
quadro febril com anemia); Borrelia burgdorferilato sensu (Borreliose de Lyme: acomete
caes, equinos, bovinos, ovinos e humanos, causando febre, letargia, artrite e disturbios
cardiacos, renais e neuroldgicos); Borrelia coriaceae (Aborto enzoodtico bovino: acomete
bovinos e cervideos, causa aborto); Borrelia recurrentis (Febre recorrente: acomete
varias espécies, causa um processo febril com ciclos de febre).
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Sem medo de errar

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamaos recapitular os pontos
que foram analisados anteriormente. O laboratorio tem como objetivo prestar servicos
a0s profissionais da area veterinaria, a fim de identificar agentes patologicos, utilizando
diferentes metodos de diagnosticos para auxiliar na resolucdo de casos clinicos.
Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados nesta
secao, responda as questdes para a resolucao do caso clinico:

o Comrelacao ao género Bacillus do agente patologico suspeito, Cite as espécies
bacterianas de interesse veterinario e suas doengas ou consequéncias da
infeccao.

Bacillus anthracis (Bovinos e ovinos: antraz agudo causa septicemia, superagudo
é fatal; Suinos: antraz subagudo causa edema na regido da faringe; Equinos: antraz
subagudo causa edema localizado; pode ocorrer septicemia associada com colica
e enterite; e Humanos: apresenta a forma cutanea, pulmonar e intestinal); Bacillus
cereus (Bovinos: causa mastite, poréem € raro; Humanos: causa intoxicagdo alimentar
e infeccdes nos olhos); Bacillus licheniformis (Bovinos e ovinos: causa abortos
esporadicos); e Bacillus larvae (Abelhas: causa a doenca de crias americanas).

» Cite as principais caracteristicas dos agentes bacterianos pertencentes ao
género Bacillus.

As espécies bacterianas pertencentes ao género Bacillus sao classificadas em Gram-
positivas, anaerobias facultativas e aerobias, crescem em meios Nao enriquecidos e sao
bastonetes imoveis que produzem esporos.

e Descreva o diagnostico para agentes bacterianos pertencentes ao género
Bacillus.

As carcacgas de animais infectados apresentam-se inchadas, nao exibem rigor
mortis, pode-se observar a presenca de sangue escuro e ndo coagulado, que pode
estar escorrido pela boca, pelas narinas e anus. Nao se recomenda abrir a carcaca
de animais infectados, a fim de evitar contaminacdo ambiental. E preciso coletar
amostras de sangue periferico em bovinos e fluido peritoneal de suinos. Esse material
pode ser cultivado em agar-sangue e agar MacConkey (37°C por 24 a 48 horas). Para
identificacao dos isolados, os sequintes criterios podem ser seguidos: morfologia da
coldnia; avaliacdo pela técnica de coloracdo de Gram; e auséncia de crescimento no
meio agar MacConkey. Testes bioquimicos podem ser aplicados para identificacéo da
espécie bacteriana. O teste de Ascoli pode ser aplicado para deteccao de antigenos de
Bacillus anthracis em materiais como couro.
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@ Faca vocé mesmo

Pesquise sobre a Instrucdo normativa n® 50, de 24 de setembro de
2013, que aborda sobre as doencas de notificacao obrigatdria ao
servico veterinario oficial, composto pelas unidades do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento e pelos Orgdos Estaduais de
Defesa Sanitaria Animal. Acesse o site do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento no seguinte link: <http://sistemasweb.
agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=abrel egislac
aofFederal&chave=50674>. Acesso em: 20 jul. 2016.

fr" Atencdo
)

Bacillus sdo classificados como Gram-positivos, anaerobios facultativos
e aerobios, crescem em meios Nao enriquecidos e sao bastonetes
imoveis que produzem esporos.

Avancando na pratica

Mormo
Descricdo da situacao-problema

Recentemente, o laboratdrio de analises clinicas do Hospital Veterinario
recebeu amostras para diagnostico laboratorial. Anexo as amostras, o medico
veterinario encaminhou um laudo técnico contendo informacdes detalhadas do
atendimento clinico e indicando a suspeita de um agente bacteriano pertencente
ao género Bacillus. De acordo com o laudo técnico, as amostras foram coletadas
de uma carcaca de bovino em estado inicial de decomposicao. Durante o
exame clinico, o medico veterinario observou a carcaca inchada, presenca de
sangue escuro e ndao coagulado escorrido pela boca, narinas e anus. Mediante
as informacgdes levantadas, o profissional suspeitou que um agente bacteriano
acometia o animal. Em seguida, ele coletou amostras de sangue periférico e de
secre¢des para uma possivel identificacdo do agente patologico. De acordo com
o técnico laboratorial, as amostras (sangue e secrecdes) estavam identificadas e
acondicionadas adequadamente.

Mediante as informac¢des apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, responda as questdes para a resolu¢cao do caso clinico:

e Com relacdo ao género Bacillus do agente patologico suspeito, cite
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as espécies bacterianas de interesse veterinario e suas doencas ou
conseqguéncias da infeccao.

« Cite as principais caracteristicas dos agentes bacterianos pertencentes ao
género Bacillus.

= Lembre-se

O teste da maleina € um método eficaz para a confirmacao da suspeita
na triagem de animais que estiveram em contato com a bactéria. A
maleina ¢ injetada intradermicamente abaixo da palpebra inferior, o
resultado sera positivo quando ocorrer aumento do volume e descarga
ocular purulenta apos 24 horas.

Resolugdo da situacao-problema

Em continuidade com o relato de caso, como se suspeitava de um agente
bacteriano, o técnico laboratorial procedeu com a técnica de cultivo em placas
de Petri contendo &gar glicerol e agar MacConkey (submetidos a 372C e 429C por
24 a 48 horas) e teste bioguimicos. Os resultados evidenciaram coldnias brancas e
lisas, auséncia de hemolise e odor, além de que ndo houve crescimento na placa
gue foi submetida a 42°C. O teste bioguimico foi positivo para glicose e negativo
para oxidase, lactose e sacarose. Os resultados evidenciaram positivo para o agente
bacteriano Burkholderia mallei, causador da doenca do mormo.

e Com relagdao ao género Burkholderia, cite as espécies bacterianas de
interesse veterinario e suas doencas ou consequéncias da infeccao.

Burkholderia mallei: Equinos (humanos e carnivoros sao suscetiveis): causa
a doenca do mormo; Burkholderia pseudomallei: Varias espécies de animais
(humanos sao suscetiveis): causa a doenca de melioidose.

o Cite os procedimentos e técnicas de diagnostico para deteccdo dos agentes
bacterianos pertencentes aoc género Burkholderia.

As amostras devem ser manipuladas em capela de biosseguranca. Como
material de analise, coleta-se descarga de tecidos afetados, abcessos e sangue.
A Burkholderia mallei cresce em meios contendo 1% de glicerol e em meio agar
MacConkey (37°C por dois a trés dias). Ja a Burkholderia pseudomallei cresce
em meios com agar-sangue e agar MacConkey (372C por 24 a 48 horas).
Para identificacao dos isolados, observa-se a morfologia da coldnia, odor e
caracteristicas bioguimicas. Para diferenciacdo da Burkholderia pseudomallei e
Burkholderia mallei, deve-se observar caracteristicas de motilidade, crescimento
em meio com citrato, redug¢ao de nitrato em nitrogénio gasoso e crescimento em
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temperatura de 42°2C. Sorologicamente, a doenc¢a do mormo € diagnosticada com
auxilio do teste de fixacdo de complemento. Para fins de comércio internacional
de animais, aplica-se o teste de fixacdo de complemento e o teste ELISA. O teste
intradermopalpebral da maleina indica a infeccdo, o qual tem sido utilizado para
erradicagao do mormo.

Faca valer a pena

1. O género Bacillus apresenta mais de 50 espécies, dentre as quais, 0s
agentes de interesse veterinario sao:

Assinale a alternativa correta:

a) Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis e Bacillus
larvae.

b) Bacillus anthracis, Burkholderia mallei, Bacillus licheniformis e
Bacillus larvae.

c) Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis e
Burkholderia pseudomallei.

d) Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Burkholderia mallei e Bacillus
larvae.

e) Bacillus anthracis, Burkholderia pseudomallei, Bacillus licheniformis
e Bacillus larvae.

2. Distribuidos amplamente no meio ambiente, as espécies de Bacillus
produzem endosporos, favorecendo sua sobrevivéncia no solo por
mais de 50 anos. A presenca de fatores de viruléncia como a capsula
e a toxina do edema sdo importantes na viruléncia e sobrevivéncia da
bactéria. Com relacdo as caracteristicas do género Bacillus, é correto
afirmar:

Assinale a alternativa correta:

a) Sado agentes virais.

b) Sdo microrganismos Gram-positivos.
c) Nao produzem esporos.
d) Sdo bastonetes imoveis.
)

e) Sdo microrganismo anaerobios estritos.

3. A doenca esta presente no mundo inteiro, sendo que os animais
ruminantes sdo mais suscetiveis, enquanto que suinos e equinos
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sdo moderadamente suscetiveis. Presentes no ambiente, esses
microrganismos produzem endosporos altamente resistentes, o
que € favoravel para sua disseminacao. Com relacdo aos agentes
pertencentes ao género Bacillus, é correto afirmar:

|. Sdo microrganismos Gram-negativos, anaerobios facultativos e
aerobios e crescem em meios nao enriquecidos.

Il. A presenca de capsula causa lesdes hemorragicas em multiplos
orgaos e suprime a agregacao plaquetaria induzida pela trombina e
coagulagao.

lll. As carcacas de animais infectados apresentam inchaco, nao exibem
rigor mortis e presenca de sangue escuro e nao coagulado escorrido
pela boca, narinas e anus.

IV. Nao se recomenda abrir a carcaca de animais infectados, a fim de
evitar contaminagao ambiental.

V. A formacao de enddsporos € o fator mais importante na persisténcia
e na disseminacao do Bacillus anthracis.

Assinale a alternativa correta:

a) Somente as afirmativas Il, IV e V sdao corretas.

b) Somente as afirmativas |, Il e IV sdo corretas.

c) Somente as afirmativas Il, lll e V séo corretas.
d) Somente as afirmativas |, lll e IV sdo corretas.
)

e) Somente as afirmativas Ill, IV e V sdo corretas.

Bacteriologia especial aplicada a medicina veterinaria



Secao 3.4

Classificacao das bactérias ll|

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secdo estudaremos o0s géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Listeria, Clostridium, Mycobacterium, Mycoplasma, Leptospira,
Brucella, Pasteurella e Pseudomonas e as principais doencas de importancia na
Medicina Veterinaria.

Para melhor compreender o conteudo abordado, vamos acrescentar
informacdes na situacdo-problema referente ao relato de caso apresentado no
item Convite ao Estudo, dessa forma, vocé participara indiretamente na resolugao
do caso.

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do Hospital Veterinario recebeu
amostras para diagnostico laboratorial. Anexo as amostras, o medico veterinario
encaminhou um laudo técnico contendo informacdes detalhadas do atendimento
clinico e indicando a suspeita de um agente bacteriano pertencente ao género
Brucella. De acordo com o laudo técnico, o proprietario relatou a ocorréncia de
um aborto apos o quinto més de gestacao do animal. Durante o exame clinico,
0 médico veterinario nao observou sinais clinicos evidentes. Em seguida, foram
coletadas amostras de sangue do animal que abortou e de vacas em lactagao
para serem analisadas em laboratorio. De acordo com o técnico laboratorial, as
amostras (sangue) estavam identificadas e acondicionadas adequadamente.

Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados
nesta se¢ao, responda as questdes para a resolu¢ao do caso clinico:

» Cite as principais espécies do género Brucella.

» Descreva as caracteristicas dos microrganismos pertencentes ao género
Brucella.

» Cite dois métodos sorologicos utilizados no diagnostico da brucelose.
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Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secao, vamos comegar a estudar 0s géneros
Staphylococcus,  Streptococcus, — Corynebacterium,  Listeria, — Clostridium,
Mycobacterium, Mycoplasma, Leptospira, Brucella, Pasteurella e Pseudomonas e
as principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria. Vamos (!

Género Staphylococcus

Os microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus sao Gram-
positivos, imoveis, anaerobicos facultativos, com oxidase-negativa e catalase-
positiva. A principal diferenciagcdo entre as espécies desse género € a partir da
sintese da coagulase. Essa diferenciacao € importante para a caracterizagao
de espécies que apresentam infeccdo (coagulase-negativa) e sao toxigénicas
(coagulase-positiva). Nao sdo formadores de esporos, porém sobrevivem em
objetos inanimados e ambientes inOspitos por longo periodo de tempo.

Diagnostico: arranjos de estafilococos podem ser observados em esfregacos
com pus, quando corados apropriadamente. Isolamento bacteriano em meio
agar-sangue, agar-sangue seletivo e agar MacConkey (372C por 24 a 48 horas).
Como critério de identificacdo, observa-se: caracteristicas da coldnia, presenca
ou auséncia de hemolise, auséncia de crescimento no meio agar MacConkey,
producao de catalase, coagulase e perfil bioguimico.

{3‘;" Assimile

Os estafilococos sao bactérias piogénicas que causam lesdes
supurativas em animais infectados.

Género Streptococcus

Os microrganismos pertencentes ao género Streptococcus sdo classificados
como cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, imoveis e com catalase-
negativa. A diferenciacao entre as espéecies do género Streptococcus € baseada
no tipo de hemolise, no agrupamento de Lancefield e em testes bioguimicos.
Os estreptococos produtores de alfa-hemolise sao menos patogénicos do que
agueles beta-hemoliticos.

Diagnostico: amostras contendo agentes suspeitos devem ser rapidamente
cultivados, pois as espécies sao altamente suscetiveis a dessecacao. Isolamento
bacteriano em meio de cultura; esfregaco; reacao em cadeia da polimerase;
testes da catalase; agrupamento Lancefield e testes bioquimicos. Como critério de
identificacdo, observa-se: colénias pequenas e translucidas (algumas mucoides),
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hemolise em agar-sangue, cadeias de cocos Gram-positivos, auséncia de
crescimento em agar MacConkey (excecdo da E. Faecalis) e catalase-negativa.

Género Corynebacterium

Os microrganismos pertencentes ao género Corynebacterium estdo
classificados como  Gram-positivos e sdo morfologicamente corineformes.
Esses microrganismos nao produzem esporos, sao catalase-positiva, oxidase-
negativa, anaerobia facultativa, sdo imoveis e necessitam de meios enriquecidos
para O seu crescimento. A diferenciacdo das corinebactérias ¢ baseada na
morfologia, aparéncia da coldnia, reacdes bioquimicas e pelo teste de hemolise
(Corynebacterium pseudotuberculosis). Esses microrganismos sao em sua maioria
oportunista, com excecdo do Corynebacterium bovis.

Diagnostico: utiliza-se amostras de tecidos afetados, pus, exsudato e urina.
Isolamento bacteriano em meio de cultura. Como critério de identificacdo, observa-
se: presenca ou auséncia de hemolise, caracteristicas das coldnias e pleomorfismo
corineforme. Testes bioquimicos e especificos (Corynebacterium renale) e teste
de intensificacao da hemolise (Corynebacterium pseudotuberculosis).

Género Listeria

Os microrganismos pertencentes ao género Listeria estdao classificados como
bacilos Gram-positivos, crescem em meios ndo enriguecidos e em temperatura
variavel de 4 a 45°C. Esses microrganismos sao moveis, anaerobios facultativos,
com catalase-positiva e oxidase-negativa. A diferenciacdo entre as espécies e
baseada na hemolise em agar-sangue, no teste de CAMP e a producdo de acido
a partir de acucares. Kits bioquimicos e fagotipagem podem ser utilizados para
diferenciacao das espécies bacterianas.

Diagndstico: amostras dependem da forma da doenca: a) sinais neurologicos:
fluido cerebrospinal e tecidos da medula; b) aborto: cotilédones, descargas
uterinas e conteudo abomasal do feto; c) septicemia: figado ou baco. Testes e
meétodos: isolamento bacteriano; imunofluorescéncia; exame histopatologico;
teste da catalase e teste de CAMP. Como critérios de identificacao, observa-se:
colonias pequenas, lisas e planas de coloracdao azul-esverdeada; catalase-positiva;
CAMP-positivo; e isolados incubados em caldo apresentam motilidade rotativa.

Género Clostridium

Os microrganismos pertencentes ao género Clostridium sao bacilos (retos
ou levemente curvos) Gram-positivos e requerem meios enriquecidos para o
crescimento. Possuem flagelos peritriqueos, sao moveis (exceto Clostridium
perfringens), com catalase-negativa, oxidase-negativa, produzem enddsporos
e a maioria das espécies patogénicas sao anaerodbias estritas (algumas sdo
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aerotolerantes). A diferenciacdo entre as espécies pode ser baseada no tamanho,
forma e localizagcdo dos enddsporos; cromatografia gas-liquido (identificacdo de
acidos organicos); testes bioquimicos e métodos de neutralizacdo das toxinas.

Diagndstico: a) Tétano: sinais clinicos, diferenciagcdo de intoxicagao por
estricnina, esfregacos de lesdes corados pelo método de Gram, cultivo em
anaerobiose a partir de tecido necrotico de feridas e demonstracdo de neurotoxina
circulante; b) Botulismo: sinais clinicos, historico de acesso a alimentos
contaminados, demonstracao da toxina no soro de animais infectados e deteccdo
de genes que codificam a toxina do Clostridium botulinum pelo método de reacao
em cadeia da polimerase; testes de neutralizacao de toxinas e identificagcdo de
toxinas em restos de alimentos; ¢) Clostridios histotdxicos: técnicas de anticorpos
fluorescentes, cultivo em agar-sangue para Clostridium perfringens (tipo A), teste
de CAMP-positivo e reacdo de nagler; d) Clostridios enteropatogénicos: sinais
clinicos, achados post-mortem, esfregacos diretos da mucosa ou de conteudo do
intestino delgado, teste de neutralizacao de toxinas (inoculacao de camundongos
ou cobaias), ELISA para detectar toxinas e glicosuria (rim polposo).

Género Mycobacterium

Os microrganismos pertencentes ao género Mycobacterium sao classificados
como bacilos (acidos resistentes) Gram-positivos, aerobios, imoveis e nao
formadores de esporos. Embora sejam classificados como Gram-positivos, a
presenca do acido micolico e de lipideos na parede celular impedem a entrada de
corantespelatécnicade Gram. Paradiferenciacao das espéecies bacterianas € preciso
se ater as caracteristicas culturais, testes bioquimicos, analises cromatograficas,
técnicas moleculares, inoculacdo em animais e a técnica de coloracao de Ziehl-
Neelsen.

Diagndstico: a) Tuberculose bovina: prova da tuberculina intradérmica (teste
cervical intradérmico unico e o teste cervical intradérmico comparativo); teste
com base no sangue (ensaio interferon-gama e ELISA para deteccdo de anticorpos
circulantes); isolamento de Mycobacterium bovis (descontaminacdo de outras
espécies) em meios a base de ovos ou de agar enriquecidos com soro ou sangue
(mais de 12 semanas podem ser necessarias para o crescimento); critérios de
identificacédo (aparéncia, taxa de crescimento, temperatura, pigmentacéo das
colénias, coloracao Ziehl-Neelsen-positivas, técnicas bioquimicas, analiticas
e moleculares); b) Tuberculose em frangos e outras espécies: amostras para
microscopia direta (raspagens, biopsia do reto por pun¢ado), cultura (fezes), testes
sorologicos (soro), post-mortem (tecidos infectados e linfonodos regionais),
esfregacos corados pela técnica de Ziehl-Neelsen e PCR. Critérios de identificagdo
(coldnias menores que 1mm e coldnias Ziehl-Neelsen-positivas).
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@ Reflita

A tuberculose em bovinos € causada pelo Mycobacterium bovis, sua
transmissdao ocorre principalmente por aerossois gerados por animais
infectados.

Género Mycoplasma

Os microrganismos pertencentes ao género Mycoplasma sdo pleomorficos,
anaerobios facultativos, ndo se coram pelo método de Gram e requerem meios
enriquecidos para o seu crescimento. Esses microrganismos possuem uma tripla
camada de membrana externa flexivel, porém nao possuem uma parede celular
rigida. A diferenciacdo entre eles € baseada pela especificidade ao hospedeiro,
requerimentos para colesterol, morfologia da coldnia, por reacdes bioquimicas e
metodos sorologicos.

Diagnodstico: as amostras para exame laboratorial incluem raspados da
mucosa, exsudato tragueal, aspirados, tecido pulmonar, leite de mastite e fluidos
das articulacdes, as quais devem ser entregues sob refrigeracdo em um periodo
de 48 horas. Testes e metodos: reacdo em cadeia da polimerase; imunologicos;
sorologicos (teste de fixacdo do complemento, testes de aglutinacao rapida,
testes de inibicdo da hemaglutinagéo); isolamento bacteriano (10% de CO,,
atmosfera umida, 379C por 14 dias). Critérios de identificagdo: microcoldnias no
formato de ovo frito, requerimentos de colesterol para crescimento, tamanho das
microcoldnias, perfil bioquimico etc.

[ Vvocabutario

Bactéria Gram-negativa: refere-se a bactéria que perde a cor do cristal
violeta na descoloracao por alcool; ela se cora de vermelho apos
tratamento com safranina.

Bactéria gram-positiva: refere-se a bactéria que retém a cor do cristal
violeta apos descoloracao por alcool; ela se cora de purpura-escuro.

Sorovar: refere-se a uma variagdo dentro de uma espécie, também
denominado de sorotipo.

Género Leptospira

Os microrganismos pertencentes ao género Leptospira possuem morfologia
espiralada com extremidades no formato de gancho, sdo Gram-negativos (porém
ndo se coram bem com corantes convencionais), sao moveis, possuem flagelo
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ligado a parede celular em cada extremidade do microrganismo, possui membrana
externa, parede celular e a maioria requer meios especializados. A visualizagao é
auxiliada com microscopio de campo escuro. A diferenciacdo entre as espécies
pode ser mediada por analises sorologicas, atualmente, também ocorre pela
homologia no DNA.

Diagnostico: Em amostras de urina fresca € possivel identificar o microrganismao
com o auxilio de microscopia de campo escuro. No sangue, pode-se identificar
O microrganismo nos sete primeiros dias e na urina, nas duas semanas apos a
infeccado inicial. O isolamento bacteriano requer meios especializados, utiliza-
se meio-base EMJH com 1% de albumina de soro bovino e Tween 80. Para
identificacao de isolados, € analisado o perfil de DNA e a sorologia. Em tecidos
(rins, figado e pulm®es), téem sido utilizado métodos de anticorpos fluorescentes e
testes sorologicos (teste de aglutinagcdo microscopica).

Género Brucella

Os microrganismos pertencentes ao género Brucella sdo cocobacilos Gram-
negativos e imoveis. Esses microrganismos sao aerobios, capnofilicas, catalse-
positiva, oxidase-positiva (excecdo da Brucella ovis e da Brucella neotomae),
uréase-positiva (excecdo Brucella ovis). A diferenciacdo entre as espécies
de Brucella € baseada pelas caracteristicas das coldnias, testes bioguimicos,
inibicao de crescimento por corantes, requerimentos especificos em culturas e,
para identificacao definitiva, aplica-se a técnica de aglutinacdo com soro mono
especifico.

Diagndstico: o diagnostico se baseia em testes sorologicos, isolamento e
identificacdo do microrganismo. Amostras de cotiledones, abomaso fetal e secrecao
uterina podem ser utilizados em esfregacos corados pelo método Ziehl-Neelsen-
modificado. Isolamento e identificacdo de Brucella abortus € confirmatorio.
Critérios de identificacdo: aparéncia das coldnias, microrganismos pela técnica de
Ziehl-Neelsen-modificado-positivo, atividade uréase, biotipagem e aglutinacdo de
células bacterianas com antissoro; testes intradérmicos (Brucelina); diagnostico
soroldgico (rosa-de-bengala, soroaglutinagcao lenta com 2-mercaptoetanol); ensaio
de imunoadsorcdo enzimatica; ensaio homogéneo de fluorescéncia polarizada;
fixacdo de complemento e métodos moleculares (PCR).

ﬁ Exemplificando

A brucelose bovina € causada pela bacteria Brucella abortus, a
transmissdo ocorre principalmente pela ingestdo do microrganismo,
poréem a infeccdo pode ocorrer pelo contato venéreo, inalacao,
penetracdo em lesdes presentes na pele ou por transmissao

Bacteriologia especial aplicada a medicina veterinaria



transplacentaria. A brucelose bovina causa aborto, orquite e pode ser
excretada pelo leite.

Género Pasteurella

Os microrganismos pertencentes ao género Pasteurella sdo pequenos bacilos
Gram-negativos, anaerobios facultativos, imoveis, sdo oxidase-positivos, a maioria
das espécies sao catalase-postiva e crescem em meios nao-enriquecidos.
A diferenciacao entre as espécies se baseia nas caracteristicas coloniais, no
crescimento das colénias, em reacdes bioguimicas, sorotipagem e biotipagem.

Diagnostico: esfregacos podem ser corados pelo méetodo de Giemsa ou pelo
de Leishman. Para o isolamento bacteriano utiliza-se 0 meio agar-sangue e agar
MacConkey. Para selecao da Pasteurella multocida pode-se utilizar neomicina,
bacitracina e actidiona. Como critério de identificacdo, observa-se as caracteristicas
coloniais, crescimento em agar MacConkey, teste positivo para oxidase e perfil
bioquimico.

Género Pseudomonas

Os microrganismos pertencentes ao género Pseudomonas sao bastonetes
Gram-negativos, aerobios, possuem parede celular circundada por uma capsula,
possuem flagelos polares e séo moveis. A diferenciacao entre as espécies € baseada
nas caracteristicas bioquimicas das colénias, na temperatura de crescimento (422C),
producao de oxidase, positivo para oxidagao de glicose, negativo para oxidagao
de lactose e sacarose e muitas espécies produzem pigmentos em meios sem
corantes — agar-nutriente. Pigmentos produzidos por Pseudomonas aeruginosa:
piocianina (verde-azulado), pioverdina (amarelo-esverdeado), piorubina (vermelho)
e piomelanina (marrom-escuro).

Diagnostico: para isolamento bacteriano, utiliza-se agar-sangue e agar
MacConkey. Como critério de identificacdo incluem a morfologia da coldnia,
odor caracteristico (semelhante a uva), producado de piocianina (azul-esverdeado),
lactose-negativa, colébnias descoradas em meio agar MacConkey, perfil bioquimico
e oxidase-positivo.

Principais doencas de importancia na Medicina Veterinaria
Género Staphylococcus

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condicdes
clinicas: Staphylococcus aureus (bovinos: mastite e impetigo no Ubere; ovinos:
mastite, piemia pelo carrapato, foliculite benigna e dermatite; caprinos: mastite
e dermatite; suinos: botriomicose da glandula mamaria e impetigo na glandula
mamaria; equinos: cordao esquirroso e mastite; cdes e gatos: condicdes
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supurativas; aves domesticas: artrite e septicemia em perus, pododermatite
ulcerativa e onfalite em aves recém-eclodidas); Staphylococcus intermedius (cées:
pioderma, endometrite, cistite, otite externa e condi¢cdes supurativas; gatos: diversas
complicagcdes piogénicas; bovinos: raramente mastite); Staphylococcus hyicus
(suinos: epidermite exsudativa, artrite; bovinos: raramente mastite): Staphylococcus
aureus, subespécie anaerobius (ovinos: linfadenite); Staphylococcus schleiferi
subespécie coagulans (caes: otite externa).

Género Streptococcus

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condi¢des
clinicas: Streptococcus pyogenes (humanos: febre escarlate, infecdes na garganta
e febre reumatica); Streptococcus agalactiae (bovinos, ovinos e caprinos: mastite
crénica; humanos e cades: septicemia neonatal); Streptococcus dysgalactiae
(bovinos: mastite aguda; cordeiros: poliartrite); Streptococcus equisimilis (equinos:
abscessos, endometrite e mastite; suinos, bovinos, caes e passaros: condicdes
supurativas); Streptococcus equi (equinos: garrotilho, purpura hemorragica
e condicdes supurativas); Streptococcus zooepidemicus (equinos: mastite,
pneumonia e infeccdes no umbigo; bovinos, cordeiros, suinos e aves domesticas:
condi¢gbes supurativas e septicemia); Enterococcus faecalis (diversas especies
animais: condicdes supurativas); Streptococcus suis (suinos: septicemia, meningite,
artrite ebroncopneumonia; bovinos, ovinos, equinos e gatos: condicdes supurativas;
humanos: septicemia e meningite); Streptococcus porcinus (suinos: linfadenite
submandibular); Streptococcus canis (animais carnivoros: septicemia neonatal,
condi¢bes supurativas e sindrome do choque toxico); Streptococcus uberis
(bovinos: mastite); e Streptococcus pneumoniae (porcos da india: pneumonia;
humanos e primatas: pneumonia, septicemia e meningite).

Género Corynebacterium

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condicdes
clinicas: Corynebacterium bovis (bovinos: mastite subclinica); Corynebacterium
kutscheri (roedores de laboratorio: abscessos superficiais, focos caseopurulentos
no figado, pulmdo e nos linfonodos); Corynebacterium pseudotuberculosis (biotipo
redutor de nitrato em ovinos e caprinos: linfadenite caseosa; biotipo ndo redutor
de nitrato, equinos e bovinos: linfangite ulcerativa e abscessos); Corynebacterium
renale tipo | (bovinos, ovinos e caprinos: cistite, pielonefrite e balanopostite
ulcerativa); Corynebacterium pilosum tipo Il (bovinos: cistite e pielonefrite);
Corynebacterium cystitidis tipo Ill (bovinos: cistite grave e, raramente, pielonefrite);
Corynebacterium ulcerans (bovinos: mastite).

Género Listeria

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condi¢cdes
clinicas: Listeria monocytogenes (ovinos, bovinos e caprinos: encefalite na forma
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nervosa, aborto, septicemia e endoftalmite na forma ocular; caes, gatos e equinos:
aborto, septicemia e encefalite; suinos: aborto, septicemia e encefalite; bovinos:
raramente causa mastite; passaros: septicemia); Listeria ivanovii (ovinos e bovinos:
aborto); e Listeria innocua (ovinos: raramente ocorre meningoencefalite).

Género Clostridium

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condicdes
clinicas: Clostridium tetani (varias espécies: um tipo antigénico, causa o tétano
e espasmos musculares); Clostridium botulinum (varias espécies: oito toxinas
classificadas em "tipo de A a G, causa o botulismo e paralisia flacida); Clostridium
chauvoei (bovinos e ovinos: carbunculo sintomatico); Clostridium septicum
(bovinos, suinos e ovinos: edema maligno; ovinos: abomasite e febre carbuncular);
Clostridium novyi Tipo A (carneiros jovens: cabeca inchada e infecgdes em feridas);
Clostridium perfringens tipo A (frangos: enterite necrotica; suinos: enterocolite
necrosante e gangrena gasosa; caninos: gastrenterite hemorragica), tipo B
(cordeiros: disenteria; bezerros e potros: enterite hemorrdgica); tipo C (ovinos
adultos: enterotoxemia “struck”; caprinos e bovinos: morte subita; frangos: enterite
necrotica; suinos recém-nascidos: enterite hemorragica); tipo D (ovinos: doenca
do rim polposo; bezerros, caprinos adultos e cabritos: enterotoxemia); tipo E
(bezerros: enterite hemorragica; coelhos: enterite); Clostridium sodellii (bovinos,
ovinos e equinos: miosite; cordeiros: abomasite); Clostridium novyi tipo B (ovinos:
hepatite necrotica infecciosa ‘doenca negra”; bovinos: ocasionalmente, hepatite
necrotica infecciosa); e Clostridium haemolyticum (bovinos: hemoglobinuria
bacilar; ovinos: ocasionalmente, ocorre hemoglobinuria bacilar).

Género Mycobacterium

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condicdes
clinicas: Mycobacterium tuberculosis (principalmente humanos e primatas em
cativeiro e, ocasionalmente, cdes, gatos, psitacideos e canarios: causa tuberculose);
Mycobacterium bovis (principalmente bovinos e, ocasionalmente, veados,
gambas, texugos, humanos, gatos e outras espécies de mamiferos: tuberculose);
Mycobacterium avium (principalmente espécies aviarias (exceto psitacideos)
e, ocasionalmente, suinos e bovinos: tuberculose (bovinos infectados com o
Mycobacterium avium apresentam sensibilidade a tuberculina); Mycobacterium
microti  (principalmente ratos silvestres e, ocasionalmente, mamiferos:
tuberculose); Mycobacterium marinum (principalmente peixes e, ocasionalmente,
humanos, mamiferos aquaticos e anfibios: tuberculose); Mycobacterium
leprae (principalmente humanos e, ocasionalmente, tatus e chimpanzés:
lepra); Mycobacterium lepramurium (principalmente ratos e camundongos
e, ocasionalmente, gatos: lepra murina e lepra felina); Mycobacterium avium e
subespeécie paratuberculosis (principalmente bovinos, ovinos, caprinos, veados e,
ocasionalmente, demais ruminantes: paratuberculose ou doenca de Johne).
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! Pesquise mais

Leia mais sobre o tema no seguinte artigo:

RUGGIERO, A. P. et al. Tuberculose bovina: alternativas para o
diagnostico. Arquivos do Instituto Biolégico, Sdo Paulo, v. 74, n. 1, p.
55-65, jan./mar. 2007. Disponivel em: <http://www.biologico.sp.gov.
br/docs/arg/v74_1/ruggiero.pdf>. Acesso em: 20 jul. 2016.

Género Mycoplasma

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condi¢cdes
clinicas:  Mycoplasma mycoides (bovinos: pleuropneumonia contagiosa);
Mycoplasma bovis (bovinos: mastite, pneumonia e artrite); Mycoplasma agalactia
(ovinos e caprinos: agalactia contagiosa); Mycoplasma capricolum subespécie
capripneumoniae  (caprinos:  pleuropneumonia contagiosa); Mycoplasma
capricolum subespécie capricolum (ovinos e caprinos: septicemia, mastite,
poliartrite e pneumonia); Mycoplasma mycoides subespécie mycoides (caprinos e
ovinos: pleuropneumonia, mastite, septicemia e poliartrite); Mycoplasma mycoides
subespécie capri (caprinos: septicemia, pleuropneumonia, artrite e mastite);
Mycoplasma hyopneumoniae (suinos: pneumonia enzootica); Mycoplasma
hyorhinis (suinos jovens: poliserosite); Mycoplasma gallisepticum (frangos e perus:
doenca respiratoria crénica e sinusite infecciosa); Mycoplasma synoviae (aves
domeésticas: sinovite infecciosa); e Mycoplasma meleagridis (perus: aerossaculite,
deformidades 6sseas, eclosdo e reducdo na taxa de crescimento).

Género Leptospira

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condicdes
clinicas: Leptospira borgpetersenii sorovar hardjo e Leptospira interrogans
sorovar hardjo (bovinos e ovinos: abortos, natimortos e agalactia; humanos:
gripe semelhante a influenza e, ocasionalmente, doenca hepatica ou renal);
Leptospira borgpetersenii sorovar tarassovi (suinos: faléncia reprodutiva, abortos
e natimortos); Leptospira interrogans sorovar bratislava (suinos, equinos e caes:
abortos, natimortos e falha reprodutiva); Leptospira interrogans sorovar canicola
(cées e suinos: doenca renal cronica em animais adultos, abortos, natimortos,
nefrite aguda em filnotes e doenca renal em suinos jovens); Leptospira interrogans
sorovar grippotyphosa (bovinos, suinos e cdes: abortos e doenga septicémica em
animais jovens): Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae (bovinos,
oVvinos, suinos, cdes e humanos: doenga septicémica aguda em animais jovens,
abortos, hepatite com ictericia e doenca hemorragica superaguda); Leptospira
interrogans sorovar pomona (bovinos e ovinos: doenca hemolitica aguda em
animais jovens e abortos; suinos: septicemia em leitdes, faléncia reprodutiva e
abortos; e equinos: abortos e oftalmia periddica).
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Género Brucella

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condicdes
clinicas: Brucella abortus (principalmente em bovinos: aborto e orquite;
ocasionalmente em ovinos, caprinos e suinos: aborto; equinos: bursite; humanos:
febre intermitente e doenca sistémica); Brucella melitensis (principalmente em
caprinos e ovinos: aborto, orquite e artrite; ocasionalmente em bovinos: aborto
e brucelas no leite; humanos: febre de Malta e doenca sistémica grave); Brucella
susis (principalmente em suinos: aborto, artrite, orquite, infertilidade e espondilite;
ocasionalmente em humanos: febre intermitente e doencga sistémica); Brucella
ovis (principalmente ovinos: epididimite e aborto); e Brucella canis (principalmente
em cdes: epididimite, aborto, discoespondilite e esterilidade em machos;
ocasionalmente em humanos: doenca sistémica moderada).

Género Pasteurella

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condigdes clinicas:
Pasteurella multocida tipo A (bovinos: pasteurelose pulmonar bovina, conhecida
como febre do transporte, associada ao complexo de pneumonia enzoodtica de
bezerros e, raramente, mastite; ovinos: mastite e pneumonia; suinos: rinite atrofica
e pneumonia; aves domesticas: colera aviaria; coelhos: espirros e corrimento nasal;
demais espécies animais: pneumonia apos estresse); tipo B (bovinos e bufalos:
septicemia hemorragica); tipo D (suinos: rinite atrofica e pneumonia); tipo E (bovinos
e bufalos: septicemia hemorragica); Pasteurella haemolytica biotipo A (bovinos:
pasteurelose pulmonar bovina, conhecida como febre do transporte; ovinos:
septicemia em animais jovens, pneumonia e mastite gangrenosa); Pasteurella
trehalosi ou Pasteurella haemolytica biotipo T (ovinos: septicemia).

Género Pseudomonas

Os principais microrganismos de importancia veterinaria e suas condicdes
clinicas: Pseudomonas aeruginosa (bovinos: mastite, pneumonia, metrite,
dermatite e enterite em bezerros; suinos: infeccdes respiratorias e otite; equinos:
pneumonia, infeccdes no trato genital, ceratite ulcerativa; ovinos: podriddo da 13,
mastite, pneumonia e otite media; caes e gatos: cistite, otite externa, pneumonia e
ceratite ulcerativa; mustelideos: septicemia e pneumonia hemorragica; chinchilas:
pneumonia e septicemia; répteis em cativeiro: estomatite necrotica).

@ Faca vocé mesmo

Pesquise mais sobre a patogenia e sinais clinicos das doencas que
estudamos nesta se¢cdo. Consulte os materiais de apoio:
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FLORES, E. F. Virologia veterinaria: virologia geral e doencas viricas. 2.
ed. Santa Maria: UFSM, 2012.

Quinn, P. J. et. al. Microbiologia veterinaria e doengas infecciosas.
Porto Alegre: Artmed Editora, 2005.

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situacdo apresentada, vamos recapitular os
pontos que foram analisados anteriormente na situacao-problema. O laboratorio
tem como objetivo prestar servicos aos profissionais da area veterinaria, a fim de
identificar agentes patologicos utilizando diferentes méetodos de diagnosticos para
auxiliar na resolugao de casos clinicos.

Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, responda as questdes para a resolucao do caso clinico:

» Cite as principais espécies do género Brucella.

Os principais microrganismos do género Brucella sdo: Brucella abortus, Brucella
melitensis, Brucella suis, Brucella ovis, Brucella canis e Brucella neotomae.

o Descreva as caracteristicas dos microrganismos pertencentes ao género
Brucella.

Os microrganismos pertencentes ao género Brucella sao cocobacilos Gram-
negativos e imaoveis. Esses microrganismos sao aerobios, capnofilicas, catalse-
positiva, oxidase-positiva (excecao de Brucella ovis e de Brucella neotomae) e
uréase-positiva (excecao Brucella ovis).

» Cite dois métodos sorologicos utilizados no diagnostico da brucelose.

Dois metodos de diagnostico sorologico sdo: rosa-de-bengala e soroaglutinacao
lenta com 2-mercaptoetanol.

fr” Atencido
)

Os microrganismos pertencentes aoc género Brucella sdo cocobacilos
Gram-negativos e imoveis. Esses microrganismos sao aerobios,
capnofilicas, catalse-positiva, oxidase-positiva (excecdo da Brucella
ovis e da Brucella neotomae), uréase-positiva (excecao Brucella ovis).
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Avancando na pratica

Tuberculose em bovinos
Descricao da situagao-problema

Recentemente, um médico veterinario foi solicitado para realizar o atendimento
clinico em uma propriedade leiteira. O proprietario solicitou que ele realizasse a prova
da tuberculina intradérmica de quatro vacas leiteiras que estava adquirindo. Durante
0 exame clinico dos animais, 0 médico veterinario Nndo constatou sinais clinicos
caracteristicos da doenca. Os animais foram submetidos ao teste de tuberculinizacao
cervical simples. Os resultados foram negativo para trés animais e inconclusivo para
um animal. Em seguida, o profissional submeteu os animais ao teste intradermico
cervical comparativo, o qual resultou em positivo. Por isso, ele informou ao Servico
Oficial Veterinario a existéncia de um animal positivo para tuberculose. Em sequida,
amostras de sangue foram coletadas e encaminhadas para analise em laboratorios
credenciados pelo Servico Oficial Veterinario.

Mediante as informacdes apresentadas e com auxilio dos conteudos abordados
nesta secao, responda as questdes para auxiliar na resolu¢ao do caso clinico.

e Qual é a espécie bacteriana que esta causando a tuberculose nos bovinos
leiteiros?

e Qual é o procedimento para diferenciacao de espécies bacterianas
pertencentes ao género Mycobacterium?

 Quais sao as caracteristicas das espécies bacterianas pertencentes ao
género Mycobacterium?

« Cite os testes realizados para a identificagdo de animais.

e« Quais sdo as caracteristicas dos meios utilizados para o cultivo do
microrganismo causador da tuberculose bovina?

Lembre-se

Com relacdo aos microrganismos do género Mycobacterium, embora
sejam classificados como Gram-positivos, a presenca do acido micolico
e de lipideos na parede celular impedem a entrada de corantes pela
técnica de Gram.
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Resolucao da situacdo-problema

Em continuidade com o relato de caso, o Servico Oficial Veterinario ja havia
indicado positivo para o animal e procedeu com as medidas em conformidade com
a Lei. No laboratorio, o técnico procedeu com a técnica adequada para 0 agente
suspeito. As amostras foram descontaminadas para permitir o crescimento do
Mycobacterium bovis. Em sequida, a amostra foi cultivada em meio agar enriquecido
com sangue em tubo inclinado a 372C. A presenca do agente bacteriano se
confirmou com 27 dias de incubacdo. Os resultados evidenciaram a presenca da
bactéria Mycobacterium bovis.

e Qual é a espécie bacteriana que estd causando a tuberculose nos bovinos
leiteiros?

O agente causador da tuberculose em bovinos € a bacteria Mycobacterium bovis.

e Qual é o procedimento para diferenciacao de espécies bacterianas
pertencentes ao género Mycobacterium?

A diferenciacdo das especies bacterianas se baseia nas caracteristicas culturais,
testes bioquimicos, analises cromatograficas, técnicas moleculares, inoculagao em
animais e a técnica de coloracado de Ziehl-Neelsen.

» Quais sdo as caracteristicas das espécies bacterianas pertencentes ao género
Mycobacterium?

Os microrganismos pertencentes ao género Mycobacterium sao classificados
como bacilos (acidos resistentes) Gram-positivos, aerobios, imoveis e ndo formadores
de esporos.

o Cite os testes realizados para identificacdo de animais.

Prova da tuberculina intradérmica (teste intradérmico cervical uUnico e teste
intradérmico cervical comparativo).

e Quais sdo as caracteristicas dos meios utilizados para o cultivo do
microrganismo causador da tuberculose bovina?

O isolamento do Mycobacterium bovis (descontaminacdo de outras espécies)
dever ser realizado em meios a base de ovos ou de agar enriguecidos com soro ou
sangue (mais de 12 semanas podem ser necessarias para o crescimento).
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Faca valer a pena

1. Os microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus
acometem uma ampla variedade de animais, causando desde infeccdes
localizadas, como mastite em bovinos e otite externa em caes, até
quadros de septicemia. Com relacdao as caracteristicas dos agentes
bacterianos pertencentes ao género Staphylococcus, € correto afirmar.

Assinale a alternativa correta:

a) Sdo microrganismos Gram-positivos.

b) S&do microrganismos moveis.

c) Sao microrganismos anaerobios estritos.

d) Sdo microrganismos oxidase-positiva e catalase negativa.

e) A principal diferenciacao entre as espécies do género € a sintese de
coagulase.

2. Bovinos leiteiros estao sujeitos a infeccdes nas glandulas mamarias,
como a infeccdo denominada mastite. Esse processo infeccioso causa
grandes prejuizos a producao de leite e ao produtor, podendo ocorrer o
descarte do animal infectado, caso nao haja um tratamento adequado.
O género Streptococcus possui dois microrganismos causadores da
mastite: a bactéria Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis.
Com relacao as caracteristicas dos microrganismos pertencentes ao
género Streptococcus, € correto afirmar:

Assinale a alternativa correta:

a) Sao microrganismos que possuem estruturas de bacilus.

b) SGdo microrganismos anaerdbios estritos.

c) Nao causam hemolise em meio agar-sangue.

d) Ndo crescem em meio agar MacConkey.
)

e) Sao microrganismos Gram-negativos.

3. Os microrganismos pertencentes ao género Corynebacterium
causam infeccdes em bovinos (mastite subclinica), ovinos e caprinos
(linfadenite caseosa), roedores (abcessos e focos caseopurulentos no
figado, pulmao e linfonodos) e equinos (abcessos e linfangite ulcerativa).
Com relacdo as caracteristicas dos microrganismos pertencentes ao
género Corynebacterium, é correto afirmar:

|. Sd0 microrganismos Gram-negativos.
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Il. Morfologicamente sdo classificados como corineformes.
[Il. S&o microrganismos produtores de esporos.

IV. S&o microrganismos de catalase-positiva.

V. Sdo microrganismos de oxidase-negativa.

Assinale a alternativa correta:

a) Somente as afirmativas Il, IV e V sdo corretas.

b) Somente as afirmativas |, Il e IV sdo corretas.

c) Somente as afirmativas Il, Ill e V sdo corretas.
d)

e) Somente as afirmativas Ill, IV e V sdo corretas.

Somente as afirmativas |, lll e IV sdo corretas.
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Unidade 4

Micologia geral e especial
aplicada a medicina veterinaria

Convite ao estudo
Ola, aluno! Seja bem-vindo a Unidade 4 de estudos deste livro didatico!

Animais de companhia e de producdo estdo sujeitos a infeccoes
causadas por fungos. Os agentes fungicos produzem infeccdes
superficiais, cutaneas ou subcutaneas na pele, nos cabelos ou nas
unhas, sem necessariamente ocasionar danos a saude animal. Animais
imunossuprimidos estdo mais sujeitos a infeccdes profundas ou
sistémicas causadas por fungos patogénicos ou oportunistas, que podem
comprometer a saude do animal. Portanto, conhecer os fungos e as
suas caracteristicas morfologicas € de fundamental importancia para o
meédico veterinario em uma sociedade cada vez mais exigente, podendo,
dessa forma, aplicar os conhecimentos na prevencao, no controle e no
tratamento de doencas fungicas.

Competéncia geral

Conhecer os principais microrganismos de interesse em medicina
veterinaria (bactérias, fungos e virus), enfocando particularmente a
taxonomia, ou seja, as caracteristicas morfologicas, ecologicas, de
sensibilidade, de resisténcia e de identificacdo laboratorial.

Competéncia técnica

Conhecer e compreender as particularidades dos fungos e dos
processos infecciosos (por fungos) de importancia clinica para a
veterinaria.

Objetivos
Entre os objetivos desta unidade, o aluno devera:
» Conhecer a morfologia dos fungos.

» Conhecer o procedimento de identificacdo dos fungos.
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e |dentificar fungos filamentosos.
« Conhecer as principais doengas fungicas de interesse veterinario.
» Conhecer a fisiologia e a identificacdo de micotoxinas.

Para auxiliar o conteudo das competéncias que serdo atribuidas nesta
unidade, no paragrafo subsequente, apresentaremos uma situacao da
realidade profissional de um atendimento clinico realizado por um médico
veterinario. Nessa situacao, aproximaremos os conteudos teodricos da
pratica proposta nesta unidade. Leia, com atencao, o atendimento clinico
realizado pelo medico veterinario:

O hospital veterinario (HV) da universidade possui uma alta rotina de
atendimento clinico, cirurgico e de analises laboratoriais, atendendo
animais de companhia e de producao. Diariamente, o HV de pequenos
animais atende, em média, de 10 a 15 animais (caes, gatos, passaros e
animais silvestres), enquanto que o HV de grandes portes atende a uma
media de quatro animais (equinos, bovinos, ovinos e suinos). O HV de
grandes animais conta com uma equipe de atendimento a campo, que
presta servicos clinicos, cirurgicos e de coleta de material para analises
laboratoriais na propriedade rural. Para dar suporte a rotina de atendimento
clinico, o HV possui um laboratoério de analises clinicas (LAC), que realiza
diferentes analises laboratoriais e que tambeém presta servicos para outras
clinicas veterinarias. O LAC disponibiliza diversos equipamentos para a
identificacdo de agentes patogénicos, com o objetivo de proporcionar um
diagnostico preciso e rapido. De acordo com o tecnico, a demonstracao
de agentes fungicos € mediada por exames microscopicos, de cultura
(isolamento e identificacao) e histopatologico. Mediante a prestacao de
servicos do LAC, vamos acompanhar as diferentes analises laboratoriais e
0S seus respectivos casos clinicos.

Vamos comegar os estudos?

Maos a obra e boa sorte!
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Secao4.l

Morfologia e identificacao dos fungos

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secao, estudaremos a morfologia e os procedimentos para a identificacao
dos fungos. Para melhor compreender o conteudo abordado, vamos acrescentar
informacdes a situacao-problema referente ao relato apresentado no item Convite
ao estudo. Dessa forma, vocé participara indiretamente da resolucao do caso:

Recentemente, o hospital veterinario de pequenos animais realizou o
atendimento clinico de um cdo com aproximadamente 2 anos e meio de idade,
gue apresentava uma infeccao auricular havia 10 dias. Apesar disso, o proprietario
relatou que o animal estava em dia com as vacinas. Durante o exame clinico,
O médico veterinario confirmou a existéncia do quadro infeccioso, observando
hipersecrecao das glandulas ceruminosas (producdo excessiva e retencdo de
cera), exsudato inflamatorio e restos necroticos acumulados no canal do ouvido.
Também, foi observada uma dermatite seborreica na pele do animal. De acordo
com o medico veterinario, nesse caso, 0 quadro de infeccdo podia ser decorrente
de uma infeccdo bacteriana ou fungica e estar associada com a imunossSuUpPressao.
Em seguida, foram coletadas amostras do exsudato do canal auditivo e realizada
raspagem de pele para analise laboratorial.

Mediante as informacdes apresentadas na situacao da realidade profissional, e
com auxilio dos conteudos abordados nesta secao, responda aos enunciados, a
seguir, para a resolucdo do caso clinico:

« Comrelacdo aos agentes fungicos, descreva suas principais caracteristicas.

e Descreva a estrutura da célula fungica.

Micologia geral e especial aplicada a medicina veterinaria
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Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secdo, comegaremos a estudar a morfologia e os
procedimentos para identificacao dos fungos. Vamos 3!

Introducgao aos estudos dos fungos

A micologia € um ramo da microbiologia que estuda os fungos, 0s quais sdo
microrganismos celulares eucarioticos que estao classificados no reino Fungi. Nele,
estdo classificadas as leveduras (unicelulares), os bolores ou mofos (pluricelulares)
e 0s cogumelos (espécies macroscopicas). Os fungos sdo classificados
separadamente dos animais, das bactérias e das plantas, em funcao da presenca
de quitina e glucanos em sua parede celular. Apesar de estarem relacionados
com o desenvolvimento de doengas, os fungos possuem um papel importante na
decomposicdo de residuos organicos (plantas e animais mortos) e na ciclagem de
nutrientes. Para manter as fungdes vitais, os fungos absorvem a matéria organica
dissolvida atraves da membrana plasmatica e se reproduzem a partir de esporos ou
fragmentos de hifas. Alem de participarem na decomposicao de matéria organica,
0s fungos possuem outras funcdes importantes, como na producao de alimentos
(na fabricacdo de pdes ou no processo de fermentacao de cerveja e vinhos),
na confeccdo de medicamentos (na producdo de antibidticos) e na fabricacdo
de produtos quimicos (na fabricacdo de detergentes). Entretanto, os fungos
patogénicos e oportunistas podem causar infecgdes em animais € humanos. Os
fungos sao causadores de infeccdes superficiais, cutdneas ou subcutaneas na pele,
nos cabelos ou nas unhas, sem necessariamente ocasionar danos a saude animal.
Animais imunossuprimidos estao sujeitos a infeccdes profundas ou sistémicas
causadas por fungos patogénicos ou oportunistas, que podem comprometer sua
saude.

@ Reflita

Os fungos sdo microrganismos eucariotas, sendo, as leveduras,
unicelulares, e os fungos filamentosos, pluricelulares.

Caracterizacdo morfoldgica e fisioldgica da coldnia e da célula fungica

Os fungos sdo microrganismos eucariotas, nao-fotossintéticos, uni e
pluricelulares, quimioheterotroficos (que obtém nutrientes por absorcdo), sao
aerobios (sendo, muitos, aerobios estritos), possuem uma parede celular constituida
de quitina e polissacarideos e crescem em um ambiente de pH variando de 5,5 a 6.

Os fungos que apresentam esporos sao denominados de telemorficos. Os
esporos podem apresentar flagelos (zoosporos) ou ndo. Os zodsporos apresentam
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o grupo filogenético denominado de quitridiomicetos (fungos ancestrais que vivem
em meio aquatico e solos umidos). Os esporos ausentes de flagelos apresentam
o grupo filogenético zigomicetos (hifas cenociticas). Ainda nos esporos ausentes
de flagelos, ha outras duas divisbes denominadas de ascosporos, em que esta
presente o grupo filogenético ascomicetos (hifas septadas), e os basidiosporos, em
que esta presente o grupo filogenético basidiomicetos (hifas septadas). Os fungos
deuteromicetos nao sao considerados um grupo filogenetico fungico. Os fungos
classificados como deuteromicetos sao aqueles que N3O Possuem um pProcesso
de reproducao conhecido.

Morfologicamente, os fungos filamentosos se apresentam na forma de hifas
ramificadas (fungos pluricelulares) e as leveduras se apresentam na forma oval ou
esférica (fungos unicelulares). A estrutura da célula fungica é composta de parede
celular, membrana plasmatica, citoplasma, nucleo e capsula. A parede celular ¢
constituida de componentes como glucanas, mananas, quitina, proteinas e lipidios,
gue conferem rigidez a célula fungica. A membrana plasmatica esta associada
ao citoplasma, sendo composta por duas camadas de fosfolipidios, recobertas
por proteinas. Nessa membrana, contém esterdis em forma de ergosterol. No
citoplasma, encontram-se as inclusdes de glicogénio, mitocdndrias, vacuolos
de alimentos, gordura, condrioma, ribossomos e reticulo endoplasmatico,
gue participam da sintese e do metabolismo energético. No nucleo, estao as
moléculas de DNA, RNA, juntamente com outras proteinas. E importante ressaltar
gue os fungos podem apresentar mais de um nucleo, onde ocorrera a producao
do RNA ribossomal. Alguns fungos podem apresentar uma capsula constituida
de mucopolissacarideos, sendo importante para a patogénese do fungo, com a
fung¢ao de inibir a fagocitose.

é{# Assimile

A classificacdo taxondmica dos fungos € realizada pelas caracteristicas
morfologicas, e os fungos sao agrupados de acordo com as
caracteristicas comuns.

Identificacdo e caracterizagcao dos micélios

A identificagao dos fungos € baseada no estagio sexual e nas caracteristicas
morfologicas das espécies fungicas. De modo geral, eles sdo caracterizados em
leveduras (unicelular, em forma ovoide ou esférica), bolores ou mofos (pluricelular,
em forma de hifas ramificadas), que sao fungos microscopicos, e 0s cogumelos,
gue sao considerados macroscopicos.

Os fungos que apresentam a forma de hifas ramificadas séo denominados de
fungos filamentosos e sdo pluricelulares. As hifas podem ser septadas (divide a hifa
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em unidades semelhantes a uma célula) ou cenociticas (ausente de septos). As
hifas crescem por alongamento das extremidades a partir dos esporos, processo
denominado de esporulacdo. Em condi¢cdes ideais para o crescimento, as hifas
desenvolvem uma massa filamentosa que € denominada de micélio (visivel a olho
nu). A regiao da hifa que obtém o nutriente para o seu crescimento € denominada
de hifa vegetativa (micélio vegetativo) e a regido da hifa que esta envolvida com
a reproducdo é denominada de hifa reprodutiva ou aérea (micélio reprodutivo).
Alguns fungos (principalmente os patogénicos) podem apresentar as duas formas
de crescimento (hifas ramificadas e oval ou esférica), sendo denominados de
dimorficos. Outros fungos que produzem formas adicionais a essas duas sdo
denominados de polimorficos.

D Exemplificando

Nos niveis taxondmicos, os sufixos empregados sdo: divisédo (sufixo
mycota); classe (mycetes); ordem (ales). familia (aceae); género e
espécie (ndo ha uma em especifico). Exemplo: reino: Fungi; divisdo:
Ascomycota; classe: Hymenomycetes; ordem: Tremellales; familia:
Filobasidiaceae; género: Filobasidiella; espécie: Neoformans.

Conidios e tipo de reproducao das células fungicas

Normalmente, os fungos produzem esporos assexuais. Os esporos assexuais
produzem dois tipos de esporos: 0s conidiosporos ou conidios e © esporangiosporo.
Os conidios sao formados nas extremidades dos conidioforos. Os conidios
formados a partir de uma hifa septada sdo denominados de artroconidios. Enquanto
que os conidios sao formados a partir da célula parental, sendo denominados
de blastoconidios. Os conidios formados pelo arredondamento e alargamento
no interior de um segmento da hifa sdo denominados de clamidoconidios. O
esporangiosporo é formado no interior de um esporangio (bolsa) localizado na
hifa aérea, denominando-se esporangioforo. Os esporos sexuais produzem os
filos ascosporos, basidiosporos e zigosporos. Os ascoOsporos se originam mediante
a fusdo do nucleo de duas células, que podem ser similares ou diferentes. Os
basidiosporos sao formados por meiose nos basidios. Enquanto que os zigdosporos
sdo decorrentes da fusao de nucleos de duas células similares, caracterizando-se
pela presenca de um esporo no interior de uma parede espessa.

O ciclo reprodutivo dos fungos leveduriformes pode ocorrer na forma sexuada
e assexuada. Na forma assexuada, a reproducdo pode ocorrer por cissiparidade
(divisdo direta) ou por brotamento (gemulacao). No processo de reproducdo por
cissiparidade, as leveduras dividem o nucleo por amitose, que gera células idénticas.
No processo de reproducao por gemulacao, a reproducao pode gerar mais de 24
células-filhas por cada brotamento, sendo formadas células de tamanho desigual.
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Nesse processo, a célula parental desenvolve uma protuberancia na superficie
externa da célula. Durante o desenvolvimento da protuberancia (broto), o nucleo
da célula parental se divide e migra para o broto. Em sequida, a parede celular
€ sintetizada e o broto é desmembrado da célula parental. Os brotos que nao
se separam da célula parental sdo denominados de pseudo-hifas e permanecem
conectadas com as células parentais.

I:. Vocabulario

Clamiddésporo: estrutura constituida de reserva nutritiva, com
membrana espessa que resiste aos fatores externos.

Demacio ou demaciadceo: fungo negro que tem pigmento melanoide
em sua parede celular.

Hialino: ndo apresenta cor, translucido, assume a cor do corante
utilizado.

Em fungos filamentosos, a formacao de esporos pode ocorrer na forma
assexuada e sexuada. A reproducao assexuada € caracterizada por duas fases,
a mitose e, subsequentemente, a divisdo celular, enquanto que a reproducao
sexuada € caracterizada em trés fases, ou seja, a plasmogamia, a cariogamia € a
meiose. Na fase plasmogamia, o nucleo haploide de uma célula doadora penetra
no citoplasma da célula receptora. Na fase cariogamia, os nucleos se fundem para
constituir um nucleo zigoto diploide. Na fase de meiose, o nucleo diploide origina
um nucleo haploide (esporos sexuais). Os esporos sao formados a partir das hifas
aéreas, que podem ser assexuais (geneticamente idénticos a célula parental) ou
sexuais (que apresentam caracteristicas de ambas as linhagens parentais).

! Pesquise mais

Leia o artigo referenciado a seqguir:

ALMEIDA, M. S. et al. Isolamento microbiologico do canal auditivo de
cdes saudaveis e com otite externa na regido metropolitana de Recife,
Pernambuco. Pesquisa Veterinaria Brasileira, Rio de Janeiro, v. 36, n. 1,
p. 29-32, jan. 2016. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/S0100-
736X2016000100005>. Acesso em: 19 ago. 2016.
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Sem medo de errar

Para compreender melhor a situagao apresentada, vamos recapitular os pontos
que foram analisados anteriormente. O hospital veterinario possui um laboratorio
de analises clinicas, que tem como objetivo dar suporte aos atendimentos clinicos
realizados no HV e prestar servicos aos profissionais da area veterinaria externa, a fim
de identificar agentes patologicos, utilizando diferentes métodos de diagnosticos.

Mediante as informacdes apresentadas na situagcao-problema, e com o auxilio
dos conteudos abordados nesta secdo, responda aos enunciados, a sequir, para a
resolucao do caso clinico:

« Com relacdo aos agentes fungicos, descreva suas principais caracteristicas.

Os fungos sdo microrganismos eucariotas, nao-fotossintéticos, uni e
pluricelulares, quimioheterotroficos (que obtém nutrientes por absorcao), possuem
uma parede celular constituida de quitina e polissacarideos e crescem em um
ambiente de pH variando de 5 a 6.

e Descreva a estrutura da célula fungica.

A estrutura da célula fungica € composta por parede celular, membrana
plasmatica, citoplasma, nucleo e capsula. A parede celular € constituida de
componentes como glucanas, mananas, quitina, proteinas e lipidios, que
conferem rigidez a célula fungica. A membrana plasmatica estd associada ao
citoplasma, sendo composta por duas camadas de fosfolipidios, recobertas por
proteinas. Nessa membrana, contém esterois que sao em forma de ergosterol.
No citoplasma, encontram-se as inclusdes de glicogénio, mitocondrias, vacuolos
de alimentos e gordura, condrioma, ribossomos e reticulo endoplasmatico,
que participam da sintese e do metabolismo energético. No nucleo, estdo as
moléculas de DNA, RNA, juntamente com outras proteinas. E importante ressaltar
que os fungos podem apresentar mais de um nucleo, onde ocorrerd a produg¢ao
do RNA ribossomal. Alguns fungos podem apresentar uma capsula constituida de
mucopolissacarideos, que € importante para a patogénese do fungo com a funcao
de inibir a fagocitose.

fr" Atencéo
Y

Morfologicamente, os fungos filamentosos (bolores e mofos) se
apresentam na forma de hifas ramificadas (fungos pluricelulares), e as
leveduras, na forma oval ou esférica (fungos unicelulares).
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Avancando na pratica

Criptococose felina
Descricdo da situacao-problema

Recentemente, ohospitalveterinariode pequenosanimaisrealizouoatendimento
clinico de um gato com suspeita de criptococose felina. O proprietario relatou que
O seu animal comegou a apresentar lesdes cutaneas NO pescoco e na cabeca ha
algumas semanas. O animal ndo tinha histérico de vacinacdo ou de medicagao.
Durante o exame clinico, 0 médico veterinario observou lesdes cutaneas na face,
NoO Pescoco e na cabeca. Examinando a cavidade nasal, foi observada a presenca
de granulomas em forma de polipos. Em seguida, com o auxilio de uma lamina de
bisturi esteril, foi realizada uma raspagem nos locais que apresentavam as lesdes.
O material coletado foi encaminhado para analise laboratorial.

Mediante as informacdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados, a sequir, para a resolu¢ao do
caso clinico:

» Caracterize, morfologicamente, as leveduras.

e Com relacdo aos agentes fungicos, descreva o ciclo reprodutivo das
leveduras.

-
E—l Lembre-se

Alidentificacdo dos fungos € baseada, principalmente, nas caracteristicas
morfologicas.

Resoluc¢do da situacdo-problema

Em continuidade ao relato de caso, as amostras foram submetidas a um exame
direto, de cultura e cultivo em ldamina, para isolamento e identificacdo do agente
fungico. Ambos os testes confirmaram a presenca do agente fungico Cryptococcus
neoformans.

» Caracterize morfologicamente as leveduras.
As leveduras sdo unicelulares e apresentam uma forma oval ou esférica.

« Com relacdo aos agentes fungicos, descreva o ciclo reprodutivo das
leveduras.
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A reproducao em leveduras pode ocorrer de forma assexuada ou sexuada. Na
forma assexuada, a reproducao pode ocorrer por cissiparidade (diviséo direta) ou
por brotamento (gemulacao). No processo de reproduc¢ao por cissiparidade, as
leveduras dividem o nucleo por amitose, gue gera células idénticas. No processo de
reproducdo por gemulacdo, a reproducao pode gerar mais de 24 células-filhas por
cada brotamento, sendo formadas células de tamanho desigual. Nesse processo,
a céelula parental desenvolve uma protuberancia em sua superficie externa. Com o
crescimento da protuberancia (broto), o nucleo da célula parental se divide e migra
para o broto. Em seqguida, a parede celular sintetiza, e o broto ¢ desmembrado da
célula parental. Os brotos que ndo se separam da célula parental sao denominados
de pseudo-hifas.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise sobre técnicas laboratoriais utilizadas em micologia medica.
Consulte o seguinte material de apoio:

ZAITZ, C. et. al. Compéndio de micologia médica. 2. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2012.

Faca valer a pena

1. Os fungos sdo classificados separadamente de animais, bactérias e
plantas. A classificacao € decorrente dos componentes que compdem
sua estrutura da célula fungica. Com relacdo aos fungos, marque “V*
para verdadeira e "F" para falsa:

() Os fungos filamentosos sao unicelulares.

() Os bolores e mofos sao fungos filamentosos.

() Os cogumelos sdo classificados como fungos.
() As leveduras sdo células pluricelulares.

() Os fungos decompdem em matéria organica.

Assinale a alternativa que indica a sequéncia correta da classificacdao das
afirmacdes entre verdadeiras e/ou falsas:

a)F,V,V,FeV.
b)V,F, F,VeF.
c)V,F,V,FeV.
dF V,FVeV.
e)V,V,V,FeF.
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2. Os fungos possuem funcdes importantes na producdo de
alimentos (na fabricacdo de paes, no processo de fermentacdo de
cerveja e vinhos), na confeccdo de medicamentos (na producdo de
antibioticos) e na fabricacdo de produtos quimicos (na fabricacdo
de detergentes). Entretanto, os fungos patogénicos e oportunistas
podem causar infeccdes em animais € humanos. A seguir, complete

as lacunas, descrevendo sobre eles. A € um ramo da
microbiologia que estuda os fungos. Os fungos sao microrganismos
celulares que estao classificados no .
No reino Fungi, estao presentes as (unicelulares),
0s (pluricelulares) e os

(espécies macroscopicas).
Assinale a alternativa correta que completa a ordem das lacunas:

a) Bacteriologia, eucariodticos, reino Fungi, leveduras, bolores ou mofos
e cogumelos.

b) Micologia, procarioticos, reino Fungi, leveduras, bolores ou mofos
e cogumelos.

c) Micologia, eucariodticos, reino Fungi, leveduras, bolores ou mofos e
cogumelos.

d) Bacteriologia, procariéticos, reino Fungi, bolores ou mofos, leveduras
e cogumelos.

e) Micologia, eucariodticos, reino Fungi, cogumelos, leveduras e bolores
ou mofos.

3. Varias técnicas sao utilizadas para estabelecer ou confirmar um
diagndstico fungico. Os fungos sao identificados, principalmente, com
base na morfologia da célula fungica. Com relacdo a morfologia dos
fungos, € correto afirmar:

|. Os fungos leveduriformes apresentam hifas ramificadas.

Il. Os fungos filamentosos apresentam a forma oval ou esférica.
[ll. Os fungos possuem parede celular.

IV. No citoplasma, encontram-se as inclusdes de glicogénio.

V. A membrana plasmatica contém esterois que estdao na forma de
ergosterol.

A sequir, assinale a alternativa correta:

a) Somente as afirmativas Il, IV e V sao corretas.
b) Somente as afirmativas I, Il e V sdo corretas.
c) Somente as afirmativas |, Ill e V sdo corretas.
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d) Somente as afirmativas Ill, IV e V sdo corretas.
e) Somente as afirmativas |, Il e lll sdo corretas.
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Secao 4.2

Identificacao dos fungos filamentosos

Dialogo aberto

Ola, aluno!

Nesta secdo, estudaremos a identificacao dos fungos filamentosos de
importancia na medicina veterinaria. Para melhor compreender o conteudo
abordado, acrescentaremos informacdes a situacao-problema, referente ao relato
de caso apresentado no item Convite ao estudo. Dessa forma, vocé participara
indiretamente na resolucao do caso:

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do hospital veterinario recebeu
amostras para o diagnostico de um agente fungico. Junto as amostras, o medico
veterinario encaminhou um laudo técnico, contendo informacdes detalhadas do
atendimento clinico e indicando a suspeita de um agente fungico. De acordo com o
laudo técnico, as amostras de tecido post-mortem foram coletadas de um bezerro
decorrente de um aborto. O proprietario relata que as vacas se apresentavam em
condicdes normais e estavam mantidas em pastagem, entretanto, nas ultimas
semanas, 0s animais passaram a receber feno e, dias depois, uma das vacas, que
estava no final da gestacdo, abortou. Imediatamente, ele entrou em contato com o
medico veterinario que, logo em sequida, se deslocou para a propriedade. No exame
clinico, foi confirmado um aborto no final da gestacao. Os cotilédones apresentavam-
se aumentados e 0s necroticos e o tecido placentario intercotiledonario, espesso e
rigido. Ao realizar uma incisao nos cotilédones afetados, foi observado vasculite.
Verificando a alimentacao fornecida, constatou-se que o feno estava em condicdes
inadequadas para ser fornecido aos animais, contendo mofo em grande parte do
estoque. Dessa forma, o médico veterinario descartou hipoteses de outras doencgas
reprodutivas e indicou a suspeita de uma infeccdo fungica, causando um aborto
micotico. Posteriormente, coletaram-se amostras teciduais para analise laboratorial
e secrecdes da vagina da vaca que abortou.

Mediante as informagdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados a seguir para a resolucao do
caso clinico:

« Cite os géneros pertencentes ao filo Zygomycota.
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 Descreva as caracteristicas macroscopicas das coldnias das espécies
fungicas Mortierella wolfii e Saksenaea vasiformis.

Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta se¢cao, comegaremos a identificacdo dos fungos
filamentosos de importancia na medicina veterinaria. Vamos 3!

Identificacdo por género e espécie

A diferenciacdo entre os fungos € baseada, principalmente, na estrutura
morfoldgica, porém outros procedimentos laboratoriais podem ser adotados,
como metodos moleculares, de cultivo em meio artificial, testes histopatologicos
e testes sorologicos. Morfologicamente, ha dois principais tipos de fungos de
interesse veterinario: os filamentosos, denominados de bolores ou mofos, e os
leveduriformes, denominados de leveduras.

ég‘, Assimile

Os fungos filamentosos apresentam hifas ramificadas que podem ser
septadas ou cenociticas (ausentes de septo), enquanto as leveduras
apresentam a forma oval ou esférica.

Os agentes fungicos classificados no grupo dermatofitos apresentam trés
géneros denominados de Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. Estes
fungos apresentam hifas septadas, crescem lentamente, sao aerdbios estritos e
suas coldnias sdo pigmentadas. A seqguir, algumas caracteristicas morfologicas dos
macroconidios de determinados fungos do género Microsporum: Microsporum
canis (macroconidio fusiforme, rugoso, com parede grossa e com até quinze
septos); Microsporum gypseum (macroconidio em forma de canoa, rugoso, com
parede fina e até seis septos); Microsporum nanum (macroconidio em forma
de pera ou ovoide, rugoso e com parede fina) e Trichophyton mentagrophytes
(macroconidio em forma de charuto, liso, com parede fina e até sete septos).

No género Aspergillus, os agentes fungicos sao filamentosos, aerobios,
saprofiticos, possuem hifas septadas, hialinas, conidioforos, crescem em angulo
reto, a ponta do conidioforo cresce e apresenta forma de uma vesicula recoberta
por estruturas (métula, fidlide e conidio). Seu crescimento é rapido, formando
colénias de coloragao verde-azulada, preta, marrom, amarela ou avermelhada
(anverso). As coldnias podem apresentar até 5 cm de diametro, com crescimento
entre 202C a 50°C. A coloracao do reverso, que € determinada pela pigmentacao
dos conidios, € de amarelo-claro a castanho-claro e, com o tempo, passa a
ser acinzentada. Aspergillus niger sdo granulares e apresentam coldnias pretas.
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Aspergillus flavus possuem textura felpuda e coloragdo amarelo-esverdeada.
Aspergillus terréus possuem textura granular e apresentam coloracdo marrom-
avermelhadas. A aplicacao lactonefol-azul de algodao sobre as cabecas aspergilares
permite caracterizar o tamanho, a forma das vesiculas, a posicao das fiadlides e a
cor dos conidios. Procedimentos moleculares e sorologicos podem ser adotados
na detecg¢ao de fungos Aspergillus fumigatus.

@ Reflita

Aespecie Aspergillus fumigatus e responsavel pela maioria das infeccdes
em animais.

Os fungos classificados como dimorficos apresentam-se na forma filamentosa
e leveduriforme. Entre as espécies classificadas nesse grupo, estdo os filos:
Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Histoplasma farciminosum,
Coccidioides immitis e Sporothrix schenckii:

o Os Blastomyces dermatitidis, na forma filamentosa, apresentam conidios
em forma oval ou de pera sobre conidioforos ou nas hifas septadas, e na
forma de levedura, apresentam uma forma oval com parede espessa. As
coldnias podem apresentar coloragdo branca e algodonosas, passando
para marrom com o envelhecimento da coldnia (quando incubado de
25°C a 30°C), além da formagao de conidios ovais ou em forma de pera, a
partir dos conidioforos ou das hifas. Na forma de leveduras, essas coldnias
fungicas apresentam cor de creme a castanho-claro e sdo enrugadas e
cerosas. Procedimentos moleculares, histopatologicos de tecidos afetados
e sorologicos podem auxiliar no diagnostico.

e Fungos Histoplasma capsulatum e farciminosum apresentam colénias
de coloracdo branca a amareladas, com hifas aéreas algodonosas. Em
colonias velhas, observa-se a producdao de microconidios tuberculados,
a partir de conidioforos delgados, que se assemelham a um girassol. Na
forma de leveduras, esse fungo apresenta coldnias arredondadas, mucoides
e coloracao creme. Outros procedimentos, como coloracao de Giemsa,
exame histopatologico de tecidos afetados e metodo molecular, podem
auxiliar no diagnostico do agente fungico.

« Os fungos no filo Coccidioides immitis apresentam grandes esférulas,
contendo endosporos e, na forma filamentosa, apresenta hifas septadas
com artrosporos. Em meios de cultivo, as coldnias apresentam aspecto
brilhante, coloracdo acinzentada, sao umidas e, com o tempo, tornam-
se brancas e algodonosas. Culturas suspeitas podem ser confirmadas
com testes de imunodifusdo. Outros métodos podem ser adotados para
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a identificacao fungica, com o auxilio de testes de aglutinacao, fixacao de
complemento, inoculacdo intraperitoneal em camundongos e meétodos
moleculares.

Os  Sporothrix schenckii apresentam-se na forma filamentosa e
leveduriforme. Na forma filamentosa, as hifas sao septadas com
conidioforos conicos e conidios na forma de rosetas, enquanto, na forma
de levedura, estes fungos apresentam formas pleomorficas, com formato
de charuto. Em laboratorio, as coldnias apresentam crescimento rapido,
sdo rugosas, duras e possuem coloragao branca, tornando-se de pretas
a marrons (em cultivo a 25°C). O agrupamento de conidios (forma de
pera) nos conidioforos delgados apresentam forma de roseta. Em cultivo
entre 35°C a 37°C, as coldnias apresentam cor de creme a castanho-
claro, sendo que as leveduras apresentam formato de charuto. Outros
metodos podem ser utilizados na detecgdo do agente fungico, como o
exame histopatologico de tecidos suspeitos, imunoperoxidase e técnicas
de anticorpos fluorescentes.

Os fungos pertencentes ao filo Zygomycota possuem hifas asseptadas
largas, crescem rapido, 0S esporangiosporos  sao  produzidos
assexuadamente e 0s zigosporos sao esporos sexuados. No filo
Zygomycota, duas ordens sao de interesse veterinario, os Mucorales
e 0s Entomophthorales. Desses, os Mucorales possuem seis géneros
(Absidia, Mucor, Rhizomucor, Rhizomucor, Mortierella e Saksenaea) e 0s
Entomophthorales possuem dois géneros (Basidiobolus e Conidiobolus)
de importancia veterinaria.

Os fungos de ordem Mucorales (fungos-alfinete ou fungo-do-p&o)
apresentam esporangios escuros em forma de pera (Absidia) e redondo
(Mucor, Rhizomucor e Rhizopus). Os esporangioforos sdo ramificados,
produzem filamentos rizoides, localizados nos esporangioforos (Absidia),
entre os esporangioforos (Rhizomucor), em baixo dos esporangioforos
(Rhizopus), sendo o género Mucor ausente. Uma estrutura denominada
de apofise € observada no género Absidia, ausente no género Mucor
e imperceptivel nos géneros Rhizomucor e Rhizopus. Duas espécies
principais (Mortierella wolfii e Saksenaea vasiformis) estao associadas a
doencgas em animais. As coldnias dos géneros Absidia, Mucor, Rhizomucor
e Rhizopus séo felpudas acinzentadas ou marrom-acinzentadas. No caso
das colonias da espécie Mortierella wolfii, sao aveludadas, brancas e
com contornos lobulados, enquanto que a espécie Saksenaea vasiformis
apresenta colonias de penugens brancas. Outros procedimentos podem
ser utilizados para a identificacao do agente (histopatologica, métodos de
anticorpos fluorescentes e testes sorologicos).
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e Os fungos de ordem Entomophthorales apresentam uma Unica
caracteristica, que € a producao de um unico conidio. Microscopicamente,
0s Basidiobolus possuem hifas largas asseptadas, com zigosporios redondos
e de parede espessa. Os Conidiobolus possuem conidioforos unicos com
conidios esfericos. Macroscopicamente, a diferenciacdo desses fungos
€ mediada pela morfologia da colénia: na espécie de Basidiobolus, as
coldénias sao lisas, apresentam odor de terra e coloracdo cinza-amarelada
e possuem forma plana com superficie pulverulenta e branca; para as
espécies de Conidiobolus, as coldnias apresentam cor de creme que se
tornam marrons, séo planas, lisas e com superficie pulverulenta e branca.
O exame histopatologico pode auxiliar na identificagdo do agente fungico.

E. Vocabulario

Artroconidios: esporos formados e liberados no processo de
fragmentacao das hifas.

Clamiddsporos: esporos de parede espessa que contém produtos de
armazenamento.

Esporangiosporos: esporos formados por zigomicetos.

Processamento de amostras

Os resultados laboratoriais estdo diretamente relacionados com o
acondicionamento e o processamento do material biologico a ser analisado. O
acondicionamento do material biologico que sera encaminhado ao laboratorio
deve ser adequado e o processamento da amostra condizente com O exame
eleito para a identificacdo do agente fungico. A manipulacdo de espécimes
suspeitas deve ser executada em cabines de biosseguranca para minimizar riscos
de contaminacdo ambiental e infeccdes em humanos. Entre os diversos materiais
biologicos que se pode utilizar na identificacao de agentes fungicos, estao: pele e
pelos, escarro, unhas, sangue e aspirado de medula 0ssea, urina, fezes, secrecdes
de pele ou conduto auditivo, aspirado gastrico, pus (material de abscesso), aspirado
traqueal e secrecao coletada por broncoscopia, liquor, biopsia de tecido, conteudo
de micose ocular, lesdo de nariz e seios paranasais, mucosa oral e orofaringe,
secre¢ao vaginal e liquidos corporais.

As amostras devem ser acondicionadas em recipientes estéreis, que possibilitam
avedacdo, e devem ser identificadas corretamente (espécie animal, sexo, idade, tipo
de amostra, data e local de coleta). Um laudo técnico com informacdes detalhadas
sobre o caso clinico deve acompanhar a amostra, a fim de auxiliar o técnico
na eleicdo da metodologia mais adequada para o isolamento e a identificacdo
do agente fungico. Os diversos materiais biologicos que podem ser eleitos no
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momento da coleta, como pus, fezes, urina e secrecdes, devem ser condicionadas
sob refrigeracao em caixa térmica, com o auxilio de gelo, e encaminhados para o
laboratorio, em até duas horas apos coleta. Para pus e material de abscesso, deve-
se utilizar seringa com agulha estéril. Materiais biologicos, como liquor e liquidos
cavitarios, devem ser encaminhados em recipientes lacrados, sob temperatura
ambiente, até o laboratorio, e processados com urgéncia. Outros materiais, como
sangue e puncao da medula ossea, tambéem devem ser analisados imediatamente.
No caso do sangue, deve ser assim para evitar sua coagulacao. Na coleta de pele
e pelos, a superficie deve ser descontaminada com o auxilio de alcool 70%, antes
do procedimento. Em seguida, com o auxilio de uma ldmina de bisturi estéril,
deve-se raspar as escamas cutaneas da borda das lesdes, que serdo condicionadas
em uma léamina de microscopia. Deve-se utilizar swabs estéreis umedecidos em
solucao salina para secrecdes e pele do conduto auditivo externo. Na coleta de
material oriundo de micose ocular, nao se deve proceder a coleta com swabs,
mas mediar por biopsia, aspirador ou raspagem. Tecidos oriundos de necropsia ou
biopsia devem ser coletados com instrumentos esterilizados e acondicionados em
recipientes estéreis com solu¢do salina.

No laboratorio, as amostras devem ser processadas adequadamente para
prosseguir com o metodo de diagnostico eleito. No caso de pelos, unhas e escamas
de pele, as amostras devem ser submetidas a um processo de clareamento para
a analise microscopica. No processo de clareamento, emprega-se uma solucao
aquosa constituida de KOH, a 20%. No caso de cultivo em meio artificial, as amostras
devem ser inoculadas diretamente, sem passar por nenhum processamento. Em
amostras de urina, elas podem ser centrifugadas em velocidade de 1500 a 2000
rpm, por 10 minutos, para a analise microscopica. Para o cultivo, elas sao semeadas
por esgotamento em meio de cultura. Para secrecdes, liquor e fluidos corporais,
as amostras em estado liquido devem ser centrifugadas em velocidade de 1500 a
2000 rpm, por 10 minutos, para concentra-las. No caso de coleta do material com
auxilio de swabs, deve-se colocar em solucao salina e centrifugar, para concentrar
a amostra. O material obtido apos a centrifugagao pode ser utilizado para o exame
MICroscopico ou para O cultivo em meio de cultura. As amostras de tecidos
obtidos por bidopsia ou necropsia devem ser fragmentadas para o cultivo em meio
de cultura, a fim de proporcionar maior contato. Deve-se utilizar utensilios estéreis
no processo de manipulacdo das amostras. Em amostras de escarro, a porcao
purulenta deve ser eleita para a coleta, evitando as porcdes liquefeitas. Para analise
microscopica, as amostras devem ser submetidas a solucao de KOH, a 20%, a fim
de fluidificar a amostra. No caso de cultivo em meio de cultura, as amostras nao
devem ser processadas com a solugao de KOH. No caso da utilizacdo de amostras
de sanque e aspirados da medula 0ssea, elas ndo precisam passar pelo processo de
preparacao. As amostras nao devem ser coletadas com anticoagulantes e devem
ser cultivadas imediatamente em meio de cultura.
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E Exemplificando

Na analise macroscopica de fungos filamentosos, observam-se
superficie, cor, pigmento difusivel no meio de cultura e textura.

Na analise microscopica de fungos filamentosos, observam-se
estruturas como hifa (septada ou cenocitica e hialina ou demacia),
presenca de esporos, forma e disposicao.

Exames micro e macroscopicos

Na micologia, diferentes técnicas estdao disponiveis para estabelecer ou
confirmar o diagnostico de uma infecdao causada por um agente fungico. Entre
as técnicas utilizadas, estdo 0s exames microscopicos (como exame micoldgico
direto) e macroscopicos (como cultivo em meio de cultura e ldmpada de Wood
etc), que permitem a identificacdo ou a indicagao de um agente fungico.

No exame microscopico, as amostras devem ser processadas antes de serem
visualizadas no microscopio optico, o que permite a visualizacdo do agente fungico
na amostra analisada. Com o auxilio de um microscopico oOptico, diferentes
procedimentos podem ser adotados (preparados para melhor visualizacdo),
conforme o tipo de material biologico. Entre as técnicas utilizadas, estdo o exame
microscopico com hidroxido de potassio, 0 exame microscopico com tinta
nanguim, o exame microscopico pelo metodo de Gram e 0 exame Microscopico
com coloracao panotica:

a) No exame microscopico com hidroxido de potassio (KOH), as amostras de
tecidos, unhas, pelos, pele e demais materiais biologicos espessos sao submetidas a
uma solugao de KOH, a 20%. Nessa técnica, um fragmento da amostra e colocado
em uma lamina de microscopia €, em seguida, adiciona-se uma gota de KOH, a
20%, que € submetida a um ligeiro aquecimento na chama do bico de Bunsen para
melhorar o processo de clareamento. Em seguida, deve-se esperar 20 minutos
para posterior leitura no microscopico optico nas objetivas 10x e 40x.

b) No exame microscopico com tinta nanquim, as amostras de secrecdes,
exsudatos, urina e liquor sdo submetidas a tinta nanquim. Nessa técnica, uma gota
da amostra centrifugada € colocada em uma l@mina de microscopia €, em seguida,
adiciona-se uma gota da tinta nanquim. Feito isso, coloca-se uma laminula e se
visualiza em microscopio optico com objetiva 10x e 40x. Os agentes fungicos
ficam evidentes pela coloracao do fundo negro causado pela tinta.

c) No exame microscopico pelo método de Gram, as amostras de fezes,
urina e secrecdes sao submetidas a tecnica de coloracao de Gram, que auxilia
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na descriminacdao de agentes fungicos em uma amostra suspeita. Porem, essa
técnica ndo permite identificar os agentes virais. Com o auxilio de uma lamina de
microscopia, a amostra empregada sobre a lamina é fixada com a ajuda do calor e
€ submetida ao procedimento de coloracdo da técnica de Gram. Apos concluido,
a lamina € analisada em microscopia optica.

d) No exame microscopico com coloracdo panotica, as amostras de sangue,
aspirados, secrecdes cutaneas e de medula Ossea sao submetidas ao processo
coloracao (Giemsa, Wright ou Leishman). A técnica procede-se com a preparagao
de um esfregaco com a amostra eleita, em sequida, fixa-se com metanol e, entao,
o0 esfregaco € submetido ao processo. Posteriormente, a lamina preparada ¢
analisada em microscopio optico.

No exame macroscopico, 0s aspectos morfologicos sdo  observados
visualmente com o auxilio de uma lupa, porém sem a ajuda de um Microscopio
optico. Nele, dois metodos sdao amplamente utilizados: a técnica de cultivo, que
permite identificar o agente suspeito, e a lampada de Wood, que nos fornece um
indicativo da presenca de agentes fungicos. Assim, prevalecerd o meio de cultura
como método essencial no diagnostico de agentes fungicos.

O método de cultura € uma técnica macroscopica empregada no isolamento
e na identificacao de agentes fungicos (filamentosos e leveduriformes). Nessa
tecnica, amostras de sangue, liquor, pus, urina, escarros, fragmentos de tecidos,
entre outros materiais biologicos, podem ser cultivados em meio cultura. Entre
as caracteristicas coloniais de fungos filamentosos, observa-se o tamanho, a
aparéncia, a cor do anverso e do reverso e a presenca de elevacao ou depressao na
superficie. As leveduras podem ser diferenciadas por aparéncia, tamanho e forma
das células. Normalmente, os bolores formam coldnias grandes com crescimento
e alongamento de hifas em sua periferia, enquanto as colénias de leveduras sdao
moles, lisas e redondas. A morfologia colonial de alguns fungos dermatofitos
€ caracterizada da seqguinte forma: Microsporum canis (anverso: de branco a
amarelado, com periferia laranja-claro; reverso: laranja-amarelado ou marrom-
alaranjado); Microsporum gypseum (anverso: de amarelo a castanho com bordas
brancas e fridveis; reverso: de amarelado a marrom-avermelhado); Trichophyton
equinum (anverso: inicialmente, branco e felpudo, seguido de amarelado e
pregueado; reverso: de amarelo a marrom-avermelhado escuro) e Trichophyton
mentagrophytes (anverso: de castanho-claro a amarelo e pulverulento; reverso: de
castanho-claro a marrom-escuro).

A ldmpada de Wood é uma técnica empregada para indicar a presenca de
agentes fungicos na superficie da pele e em pelos. Emite uma luz ultravioleta,
com comprimento de onda que varia de 320 a 450 nm, em que, quando em
contato com o material bioldgico, parte da onda € absorvida (onda curta) e a outra
é emitida (onda longa). A presenca da substancia pteridina na pele ou nos pelos,
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gue é produzida pelo fungo, emite fluorescéncia com a aplicacdo da lampada de
Wood, permitindo visualizar uma coloracao. A substancia pteridina é sintetizada
por fungos que infectaram pelos em fase de crescimento ativo, 0 que Nndo ocorre
em uma infecc¢do pilosa. Dermatofitos da espécie Microsporum canis apresentam
cor verde azulada. Outros dermatofitos tambem podem fluorescer, apresentando
coloracao diferente, como o T. schoenleini, que apresenta coloracdo verde-palha,
e o fungo Malassezia spp. apresenta coloracao de tom prateado. Essa técnica
disponibiliza um diagnostico rapido, porém a interpretacdo por profissionais
inexperientes pode obter um diagnostico incorreto. Assim, para confirmar o agente
fungico, € recomendado prosseguir com a técnica de cultura.

! Pesquise mais

Leia o artigo a seguir disponivel em:

CEOLIN, L. V. et al. Diagnostico macro e microscopico de aspergilose
em frangos de corte. Acta Scientiae Veterinariae, Santa Maria, v. 40,
n. 3, p. 1061, 2012. Disponivel em: <http://www.repositorio.unicamp.
br/bitstream/REPOSIP/90157/1/2-52.0-84868008219.pdf> Acesso em:
1 set. 2016.

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situacao apresentada, vamos recapitular os
pontos da situacdo-problema que foram analisados anteriormente. O laboratdrio
tem como objetivo prestar servicos aos profissionais da area veterinaria, a fim de
identificar agentes patologicos, utilizando diferentes métodos de diagnosticos
para auxiliar na resolucao de casos clinicos. De acordo com o técnico, o cultivo
da amostra recebida (tecido cotiledonar) e o exame histologico evidenciaram a
presenca de um agente fungico da espécie Mortierella wolfii, indicando que o
aborto foi micotico.

Mediante as informacdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados, a sequir, para a resolucao do
caso clinico:

o Cite os géneros pertencentes ao filo Zygomycota de acordo com a
classificacao da ordem.

Os géneros pertencentes ao filo Zygomycota estdo classificados em duas
ordens: Mucorales e Entomophthorales. Na ordem Mucorales, estao os géneros
Absidia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Mortierella e Saksenaea. Na ordem
Entomophthorales, estao os géneros Basidiobolus e Conidiobolus.
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 Descreva as caracteristicas macroscopicas das coldnias das espécies
fungicas Mortierella wolfii e Saksenaea vasiformis.

As coldnias da especie Mortierella wolfii sdo aveludadas, brancas e com
contornos lobulados, enquanto que a espécie Saksenaea vasiformis apresenta
coldénias de penugens brancas.

fr" Atencédo
Y

As espécies fungicas classificadas na ordem Mucorales estao presentes
Nno solo, na vegetacao, e 0s seus esporos podem ser aerotransportados.

Avancando na pratica

Micose das bolsas guturais
Descricao da situagao-problema

Recentemente, o medico veterinario foi solicitado para fazer uma visita técnica
em uma propriedade rural. O proprietario possui uma criacdo de equinos da raca
Puro Sangue Inglés e, de acordo com o relato dele, um de seus cavalos estava
apresentando dificuldade para engolir e descarga nasal. Durante o exame clinico do
cavalo, o médico veterinario observou disfagia, epistaxe e descarga nasal unilateral,
com aumento de volume pos-auricular. Com o auxilio de um endoscopio,
prosseguiu com o exame no trato respiratorio, onde visualizou um acumulo de
exsudato inflamatorio na bolsa gutural. De acordo com os achados clinicos, foi
indicada a suspeita de um agente fungico. Em seguida, foram coletados espécimes
de secrecdo e tecido por biopsia, para serem analisados em laboratorio.

Mediante as informagdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda ao enunciado a sequir para a resolu¢cao do caso
clinico:

e Asecrecao nasal amostrada foi submetida a uma analise microscopica com
tinta nanquim. Descreva os procedimentos desse metodo.

&
H Lembre-se

Os aspergilos sdao fungos filamentosos que habitam o solo e a matéria
organica em decomposicao.
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Resolucdo da situagcdo-problema

Em continuidade com o relato de caso, as amostras de secrecao e de tecidos
foram submetidas a analise laboratorial. Ambas foram cultivadas em meio de
cultura, a fim de verificar a possibilidade do crescimento de coldnias fungicas.
Posteriormente, foram analisados os aspectos macroscopicos das coldnias fungicas
e, em sequida, um fragmento de cada colénia foi submetido a analise microscopica.
Os resultados evidenciaram a presenca da espécie fungica Aspergillus fumigatus.

e Asecrecdo nasal amostrada foi submetida a uma analise microscopica com
tinta nanquim. Descreva os procedimentos desse metodo.

Para secrecdes, liquor e fluidos corporais, as amostras em estado liquido devem
ser centrifugadas em velocidade de 1500 a 2000 rpm, por 10 minutos, com o
objetivo de concentrar a amostra. No caso de coleta do material com o auxilio de
swabs, coloca-se em solucado salina e centrifuga-se para concentrar a amostra. No
exame microscopico com tinta nanquim, as amostras de secrecdes, exsudatos,
urina e liquor sao submetidas a tinta nanquim. Nessa técnica, uma gota da amostra
centrifugada € colocada em uma lamina de microscopia e, em seguida, adiciona-
se uma gota da tinta nanquim. Feito isso, coloca-se uma laminula e se visualiza em
microscopico optico com objetiva 10x e 40x. Os agentes fungicos ficam evidentes
pela coloracdo do fundo negro causado pela tinta.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise sobre leveduras e doencas em animais e elabore o diagnostico
laboratorial de uma determinada infeccao fungica de importancia
clinica da veterinaria. Consulte o material de apoio:

QUINN, P. J. et al. Microbiologia veterinaria e doencas infecciosas.
Artmed, 2005.

Faca valer a pena

1. Os agentes fungicos sao classificados em grupos com base em
suas caracteristicas morfoldgicas. O grupo de fungos dermatoficos
classifica-se em diferentes géneros, que apresentam hifas septadas,
sao aerobios, crescem lentamente e suas colénias sdao pigmentadas.
Com relacao aos géneros pertencentes ao grupo dermatofitos, marque
“V" para verdadeira e “F" falsa:

() O género Blastomyces esta classficados no grupo dermatofitos.
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() O género Microsporum esta classficado no grupo dermatofitos.
() O género Epidermophyton esta classficado no grupo dermatofitos.
() O género Trichophyton esta classificado no grupo dermatofitos.
()

A seguir, assinale a alternativa correta na descricdo da sequéncia de
verdadeiro e falso, em relacdo as afirmativas anteriores:

a)F,V,V,VeF.
b)V,F,F,VeV.
c)V,F,V,FeV.
)
)

O género Aspergillus esta classficado no grupo dermatofitos.

dF V FVeV.
e)V,V,V, FeF.

2. O género Blastomyces esta classificado nos fungos dimorficos, que
apresentam a forma filamentosa e leveduriforme. Com relacao a espécie
Blastomyces dermatitidis, complete o enunciado a seguir: os Blastomyces
dermatitidis, na forma apresentam conidios em forma
ovaloudeperasobre __________ ou nas ;e naforma
de levedura, apresentam uma forma _______ com parede espessa. As
coldénias podem apresentar coloracao passando para
______ com o envelhecimento da coldnia (quando incubado de 25°C a
302C), além da formacado de conidios ovais ou em forma de pera, a partir
dos conidioforos ou das hifas.

Assinale a alternativa correta que completa a ordem das lacunas:

a) Leveduriforme, conidioforos, hifas septadas, oval, branca e
algodonosas, verde.

b) Filamentosa, conidioforos, hifas septadas, oval, branca e algodonosas,
marrom.

c) Leveduriformes, conididforos, hifas septadas, oval, branca e
algodonosas, marrom.

d) Filamentosa, conidios, hifas septadas, oval, marrom e algodonosas,
branca.

e) Filamentosa, conidiéforos, hifas cenciticas, oval, branca e
algodonosas, verde.

3. Os fungos Sporothrix schenckii estao classificados como
fungos dimorficos, que pertencem ao género Sporothrix da familia
Ophiostomataceae. Com relacdo a espécie Sporothrix schenckii, é
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correto afirmar:

I. No exame laboratorial, pode-se encontrar o fungo Sporothrix
schenckii na forma de levedura.

II. No exame laboratorial, pode-se encontrar o fungo Sporothrix
schenckii na forma filamentosa.

lll. Em coldnias velhas, observa-se producao de microconidios
tuberculados a partir das hifas septadas.

IV. Na forma de leveduras, este fungo apresenta coldénias arredondadas,
mucoides e de coloracdo creme.

V. Procedimentos, como coloracao de Giemsa, exame histopatologico
de tecidos afetados e método molecular, ndo auxiliam no diagnostico
do agente fungico em funcao do fungo ser dimaorfico.

Leia e analise o texto e as afirmativas anteriores, assinalando a alternativa
correta, a seguir:

a) Somente as afirmativas Il, IV e V sdo corretas.
b) Somente as afirmativas |, Il e V sdo corretas.
c) Somente as afirmativas |, lll e V sao corretas.
d) Somente as afirmativas |, Il e IV sdo corretas.
e) Somente as afirmativas |, Il e lll sédo corretas.
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Secao 4.3

Doencas fungicas veterinarias

Dialogo aberto

QOla, aluno!

Nesta secdo, estudaremos algumas doencas fungicas de importancia na medicina
veterinaria. Para melhor compreender o conteudo abordado, acrescentaremos
informacdes a situacao-problema referente ao relato de caso apresentado no item
Convite ao estudo. Dessa forma, voceé participara indiretamente na resolucao do caso:

Recentemente, o laboratorio de analises clinicas do hospital veterinario recebeu
amostras para diagnostico de um agente fungico. Juntamente com as amostras,
o meédico veterinario encaminhou um laudo técnico, contendo informagdes
detalhadas sobre o atendimento clinico. O proprietario relatou que o animal
estava em condigbes normais e que, recentemente, comecaram a aparecer
lesdes cutaneas na face. Durante o exame clinico, 0 medico veterinario observou
lesdes cutaneas na face, na cabeca e no pescoco. Examinando a cavidade nasal,
presenciou granulomas em forma de polipos. Em seguida, foi realizada uma
biopsia de tecido e coletado exsudato para serem encaminhados para a analise
laboratorial. No laudo técnico, o meédico veterinario indicou a suspeita de um
agente fungico da espécie Cryptococcus neoformans.

Mediante as informacdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados a sequir para a resolucdo do
caso clinico:

» Entre as espécies fungicas de levedura, quais sdo as de importancia em
doengas de animais?

» Descreva as caracteristicas da infeccdo, o fator de viruléncia do agente
fungico e os aspectos clinicos de animais infectados pelo fungo
Cryptococcus neoformans.
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Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secdo, comegaremos a estudar as doencas
fungicas de importancia na medicina veterinaria. Vamos (a!

Caracterizacdo da espécie animal envolvida

Os fungos filamentosos e leveduriformes de interesse veterinario estdo
classificados em trés grandes grupos: os dermatofitos, as micoses subcutaneas
e as micoses sistémicas. Entre as diversas espécies fungicas, poucos agentes
fungicos sao considerados virulentos (patdgenos primarios) e outra minoria,
oportunistas. Os patdgenos primarios sao capazes de iniciar uma infecao fungica
em um hospedeiro que apresenta condicdes normais de saude, enquanto que 0s
agentes oportunistas causam uma infeccao fungica em individuos que apresentam
um comprometimento de suas barreiras protetoras, como lesdes na pele e nas
membranas mucosas ou falha do sistema imune. Todas as espécies animais estdo
sujeitas a infeccdes fungicas, podendo adquirir os fungos a partir do solo ou
em contato com outros animais infectados. Aproximadamente 90% dos fungos
acometem animais de companhia.

ég‘, Assimile

Os fungos filamentosos sao caracterizados por hifas ramificadas, que
podem ser septadas ou cenociticas.

Fungos dermatofitos

Os dermatofitos apresentam diversas espécies fungicas classificadas em
trés principais géneros: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, que
estao classificados como geofilicos, zoofilicos e antrofilicos. Entre os géneros
dermatofitos, o género Microsporum e Trichophyton apresentam maior
patogenicidade quando comparado com o género Epidermophyton. A seguir,
constam alguns fungos de interesse veterinario e seus respectivos hospedeiros
dos géneros Microsporum e Trichophyton:

e O género Microsporum apresenta algumas espécies fungicas de interesse
veterinario e seus respectivos hospedeiros: Microsporum canis var. canis
(gatos e caes), Microsporum canis var. distortum (caes), Microsporum
equinum (equinos), Microsporum gallinae (frangos e perus), Microsporum
gypseum (equinos, cdes, roedores), Microsporum nanum (suinos) e
Microsporum persicolor (rato silvestre).

« O género Trichophyton apresenta algumas espécies fungicas de
interesse veterinario e seus respectivos hospedeiros: Trichophyton
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equinum (equinos), Trichophyton equinum var. autotrophicum (equinos),
Trichophyton mentagrophytes var. erinacei (porco-espinho e caes),
Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes (roedores, caes,
equinos e outras espécies animais), Trichophyton mentagrophytes var.
quickeanum (camundongo), Trichophyton simii (macaco, aves domeésticas
e caes) e Trichophyton verrucosum (bovinos).

@ Reflita

Os fungos geofilicos habitam e se replicam em solo com presenca
de material gueratinoso em decomposicdo, enquanto que os fungos
zoofilico e antrofilico sdo patdgenos obrigatorios e incapazes de se
replicar no solo. Sendo assim, os animais podem se infectar com fungos
geofilicos a partir do solo e de animais infectados.

Fungos do género Aspergillus

O género Aspergillus possui uma grande quantidade de espécies fungicas,
porém apenas um numero limitado causa doenca em caes, gatos, aves, equinos
e bovinos. Entre as espécies fungicas do género Aspergillus, a espécie Aspergillus
fumigatus € o agente fungico que esta mais envolvido no processo de infeccao,
guando comparado as espécies Asperqillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
terreus, Aspergillus nidulans, Aspergillus flavipes e Aspergillus deflecteus. Entre os
animais acometidos pelas espécies do género Aspergillus, estdo: aves, equinos,
bovinos, gatos e caes.

Fungos dimérficos

As espécies fungicas, que se apresentam tanto na forma filamentosa, quanto na
forma leveduriforme, séo denominados de fungos dimorficos. Entre os géneros que
apresentam essas caracteristicas estdo os Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides
e Sporothrix. As espécies fungicas associadas a doencas em animais e humanos
sdo: Blastomyces dermatitidis (cdes e humanos); Histoplasma capsulatum (caes,
gatos e humanos); Coccidioides immitis (cdes, equinos e humanos); Histoplasma
farciminosum (equinos); e Sporothrix schenckii (equinos, gatos, cdes e humanos).

Leveduras

As leveduras estdo presentes no meio ambiente, causando infeccdes
oportunistas em animais. Entre as leveduras de importancia veterinaria, estao as
espécies Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Malassezia pachydermatis.
A espécie Candida albicans esta presente em plantas, no trato digestivo e urogenital
de animais. O Cryptococcus neoformans var. neoformans pode ser isolado em
fezes de pombos, em aves e em solos com residuos de excrementos. Outra espécie
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Cryptococcus neoformans var. gatti tem sido isolada em arvores do género
Eucalyptus. Em mamiferos e aves, a Malassezia pachydermatis esta presente em
regides da pele que possuem grande numero de glandulas sebaceas. Em cdes,
a Malassezia pachydermatis pode ser encontrada no canal auditivo externo, na
regiao anal, nos labios e na pele interdigital. As infeccdes decorrentes por Candida
albicans estdo associadas a imunossupressao, acometendo bezerros, éguas, vacas,
frangos, caes, gatos, equinos, suinos, potros e filhotes de caes e gatos. Entre as
espécies acometidas por Cryptococcus neoformans, estao: equinos, bovinos,
gatos e caes. A Malassezia pachydermatis acomete, principalmente, a espécie
canina, em casos gue envolvem imunossupressao.

Fungos zigomicetos

Os fungos pertencentes ao filo Zygomycota possuem duas ordens de interesse
veterinario (Mucorales e Entomophthorales), sendo que a ordem Mucorales possuli
seis géneros (Absidia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Mortierella e Saksenaea) e a
ordem Entomophthorales, dois géneros (Basidiobolus e Conidiobolus). A infeccao
por agentes fungicos pertencentes a ordem Mucorales causa mucormicose em
bovinos, suinos, gatos e cdes, e a infeccdo por agentes pertencentes a ordem
Entomophthorales causa entomoftoromicoses em equinos, cdes € ovinos.

Orgdo ou sistema organico comprometido e caracteristicas das lesdes:
histdrico clinico e caracterizagao da forma de reproducdo do agente

Fungos dermatofitos

Os fungos dermatofitos sao capazes de colonizar o extrato corneo (todo o
tecido que produz queratina), como pele, pelos, unhas e chifres. A severidade
das lesdes € decorrente da viruléncia do dermatofito e em funcao da resposta
imunologica do hospedeiro. Assim, animais recém-nascidos com imunidade nao
adquirida, animais em idade avancada, animais que apresentam lesdes na pele ou
animais imunossuprimidos estao mais suscetiveis a infeccao fungica.

Fatores como umidade e calor auxiliam no crescimento de hifas e na germinacao
de esporos. A infeccdo pode causar resposta inflamatoria localizada, decorrente
dos produtos metabolicos produzidos durante o crescimento das hifas. A presenca
de hifas pode causar hiperplasia epidérmica e hiperqueratose. Animais infectados
podem desenvolver uma resposta imunologica transitoria, 0 que normalmente
resulta em eliminacdo dos dermatofitos e na resolucao da lesdo, poréem pode
ocorrer reinfeccao.

e Em gatos, a dermatofitose € causada, principalmente, por Microsporum
canis. Animais infectados apresentam alopecia com lesdes circulares,
dermatite miliar, pseudomicetomas, onicomicose e, raramente, lesdes
generalizadas em animais que estao imunossuprimidos.
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e Em caes, a dermatofitose por ser causada por Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton
mentagrophytes var. erinacel. Animais infectados apresentam areas de
alopecia, pelos quebrados, escamacado e zonas inflamatorias. Em menor
incidéncia, pode-se observar foliculite e onicomicose.

« Em bovinos, a dermatofitose é causada pelo Trichophyton verrucosum. A
ocorréncia da dermatofitose em bovinos €, principalmente, nos meses de
inverno. Bovinos (terneiros, novilhas e vacas) apresentam lesdes na face,
ao redor dos olhos, no pescogo e Nos membros. Sdo observadas areas de
alopecia com formacado de crostas branco-acinzentadas.

e Em equinos, a dermatofitose € causada por Microsporum equinum e
Trichophyton equinum e Trichophyton equinum var. autotrophicum. A
localizagao das lesdes de alopecia pode indicar a via de infeccao, que pode
ser decorrente de contato direto com utensilios (regiao de encilhar) ou
pelo solo (regido do dorso). Em contato com bovinos infectados, pode-se
adquirir o dermatofito Trichophyton verrucosum.

[ Vvocabutario

Micose sistémica: refere-se a uma infeccdo fungica em tecidos
profundos.

Micose subcutanea: refere-se a uma infeccao fungica do tecido abaixo
da pele.

Micose superficial: refere-se a uma infecgao fungica localizada na
superficie de celulas epidérmicas e em foliculos pilosos.

Fungos do género Aspergillus

Presentes no solo ou em matéria organica em decomposicao, a infecgdo em
animais pode ocorrer na forma respiratoria (inalacdo dos esporos) ou na forma
sistémica, apods inalacdo (acompanhada com a imunossupresséo). Entre as
doencas causadas em animais domesticos por espécies do género Asperqillus,
estao: em aves (pneumonia incubadora, pneumonia e aerossaculite e aspergilose
generalizada); em equinos (micose nas bolsas guturais, granuloma nasal, ceratite e
aspergilose intestinal); em bovinos (aborto micotico, mastite micotica, pneumonia
micotica e aspergilose); em gatos (aspergilose sistémica); e em cdes (otite externa,
aspergilose nasal e disseminada).

e A pneumonia de incubadora de frangos jovens € causada pelo fungo
Asperqillus fumigatus, acometendo aves recém-chocadas e causando
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sonoléncia, inapeténcia, presenca de nodulos amarelados nos pulmoes e
NOS SaCos aereos.

e A aspergilose de aves adultas acomete aves domesticas, pinguins de
cativeiro, psitacideos e aves de rapina. A infeccdo ocorre pela inalacdo
de esporos presentes na cama ou em alimentos contaminados. Animais
infectados apresentam emagrecimento, dispneia, nodulos amarelados nos
pulmdes e em sacos aéreos (semelhantes a lesdes de tuberculose aviaria).

e A micose das bolsas guturais acomete equinos e € causada pelo fungo
Aspergillus fumigatus. Animais infectados apresentam epistaxe, disfagia,
hemiplegia da laringe, necrose tecidual, trombose, erosdo da parede dos
vasos sanguineos e lesdo neural.

« A aspergilose em caes, acomete animais jovens e de meia idade de racas
dolicocefalicas. Animais infectados apresentam espirros, crises de epistaxe,
descarganasalsanguinopurulenta profusa e persistente e radioluminescéncia
aumentada dos 0ssos das conchas nasais.

« O aborto micotico em vacas € decorrente da ingestdo de fenos, silagens ou
graos contaminados pelo fungo Aspergillus fumigatus. Animais infectados
apresentam placentite e aborto no final da gestagao.

Fungos dimorficos

A infeccao ocorre, principalmente, pela inalacao (via respiratoria), podendo ser
disseminada para os demais orgaos do animal. A infeccdo também pode ocorrer
através de lesGes decorrentes em tecidos dérmicos.

e As espécies fungicas, seus hospedeiros e a doencga sdo apresentados a
sequir: Blastomyces dermatitidis (em cdes e humanos, causam lesdes em
pulmdes, metastases para a pele e outros tecidos); Histoplasma capsulatum
(em cades, gatos e humanos, causam lesdes em pulmdes e metastases para
outros orgaos); Coccidioides immitis (em cées, equinos e humanos, causam
lesBes em pulmdes e metastases para 0s 0ssos); Histoplasma farciminosum
(em equinos, causam lesdes na pele, vasos linfaticos e nos linfonodos); e
Sporothrix schenckii (em equinos, gatos, caes e humanos, causam lesdes
na pele e em vasos linfaticos).

D Exemplificando

A resposta inflamatoria causada por fungos patdégenos € variada
e, dependendo de sua duragcdo, a inflamagao podera ser aguda
(caracterizada por fendmenos exsudativos, como edema, fibrina,
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presenca de leucdcitos, neutrofilos e hemacias) ou  cronica
(caracterizada por fendbmenos produtivos, como proliferacéo vascular,
deposicdo de colagenos, fibroblastos e a presenca de monocitos,
linfocitos e plasmocitos).

e A blastomicose canina acomete machos jovens de ragas esportivas por
meio de inalacdo do agente fungico. Animais infectados apresentam tosse,
dispneia e intolerancia ao exercicio. A baixa imunidade do animal pode
favorecer a disseminacao do agente fungico para a pele, os olhos e os
0ss0s. Inicialmente, pode estar limitada aos pulmdes e linfonodos.

» A histoplasmose canina e felina ocorre pela inalacdo do agente fungico.
Os macrofagos alveolares absorvem os microconidios que, na forma de
levedura, acabam se replicando. Animais infectados apresentam lesdes
granulomatosas nos pulmdes. Cdaes apresentam lesdes ulcerativas
intestinais, diarreia, emagrecimento e tosse crénica. Com menor frequéncia,
0s cdes podem apresentar claudicacdo, disfuncao neurologica, linfadenite
periférica, nodulos ulcerativos e lesdes nos olhos. Em gatos, raramente
ocorre lesdes nos intestinos, porém inclui depressao, dispneia, perda de
peso e febre.

» A coccidioidomicose equina € uma doenca pulmonar com presenca de
tosse. Outros sinais clinicos ndo especificos sdo observados, como febre
intermitente, perda de peso, dor abdominal e musculoesquelético. A dor
musculoesquelética ocorre em um terco dos animais infectados. Em casos
de aborto decorrente pela infeccao do agente Coccidioides immitis, foram
observados espessamento da placenta, lesdes no corddo umbilical e a
presenca de nodulos nos pulmodes do feto.

« A esporotricose felina causa lesdes nodulares na cabecga, na cauda e nas
extremidades dos membros. Ao longo do curso da doenca, os nodulos
ulceram e liberam exsudato seropurulento, podendo expor o tecido
muscular e 0sseo. A presenca de grande numero de agentes fungico pode
ser um risco para seres humanos que manipulam animais infectados.

Leveduras

As leveduras estao presentes no meio ambiente, na pele e nas mucosas de
animais. Sua infeccdo ocorre em fungao de fatores predisponentes, como terapia
antimicrobiana ou imunidade deficiente.

Candida albicans

O agente fungico Candida albicans possui fatores de viruléncia (proteases
e fosfolipases) que auxiliam na penetracdo tecidual. Na fase inicial da infeccao,
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mecanismos fagociticos podem eliminar grande parte das leveduras, porém a
presenca de fosfolipases nas extremidades das hifas auxiliam na invasdo. Por
outro lado, fatores predisponentes, como doencas, disturbios da microbiota (uso
prolongado de antibioticos), defeitos na imunidade e lesdes na mucosa, favorecem
O estabelecimento da infec¢do.

e As infeccdes decorrentes por Candida albicans estao associadas,
principalmente, a imunossupressdo, acometendo bezerros (Ulceras
gastroesofagicas, ruminite e doenca disseminada), éguas (piometra), vacas
(aborto, mastite e reducdo de fertilidade), frangos (aftas no eséfago ou no
papo), caes (enterite e lesdes cutaneas), gatos (urocistite, piotorax, lesdes
oculares e doenca disseminada), equinos (lesdes oculares), suinos (Ulceras
gastroesofagicas e doenca disseminada), potros (estomatite micotica) e
filnotes de caes e gatos (estomatite micotica).

Cryptococcus neoformans

As infeccdes ocasionadas pelo fungo Cryptococcus neoformans ocorrem pela
inalagao do agente fungico que esta presente em poeira contaminada. Em animais
infectados, os fungos podem se fixar nos seios nasais, nas cavidades nasais e NOS
pulmdes. Entre os fatores de viruléncia, estao a presenca de capsula que atua
como antifagocitaria e a fenol oxidase, que degrada a catecolamina e acumula
a substancia melanina, agindo contra os efeitos toxicos dos radicais livres. Aléem
disso, esses fungos podem crescer em temperatura corporal de mamiferos. Sua
disseminacao a partir do sistema respiratorio € decorrente da imunidade mediada
por celulas.

e Entre as doencas causadas por Cryptococcus neoformans, estdao: em
equinos  (sinusite, lesdes cutaneas, pneumonia, meningoencefalite,
granuloma nasal e aborto); em bovinos (granuloma nasal e mastite); em
gatos (infeccdes cutaneas, nervosas, respiratorias e oculares); e em caes
(doenca disseminada com sinais neurologicos e oculares).

Malassezia pachydermatis

A Malassezia pachydermatis pode ser encontrada em regides da pele que
apresentam um grande numero de glandulas sebaceas, em mamiferos e aves.
Associada com otite externa e dermatite seborreica em caes, a colonizagao do
agente fungico esta correlacionada com casos de imunossupressao.

e A presenca do agente fungico Malassezia pachydermatis no conduto
auditivo de cdes produz proteases (enzimas proteoliticas), que podem
causar lesdes no conduto auditivo. E importante ressaltar que outros
agentes bacterianos podem estar associados a infeccao. A otite externa €
caracterizada por secrecdes e prurido intenso, decorrentes da producao
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excessiva e da retencao de cera ocasionada pela hipersecrecdo das
glandulas ceruminosas. A presenca de agentes fungicos causam alteracoes
que contribuem para o processo inflamatorio.

« A dermatite seborreica canina ocorre em animais que apresentam
imunossupressao e dobras na pele, com persisténcia de alta umidade.
Animais infectados apresentam prurido, eritema, exsudato gorduroso,
aglutinacao de pelos e odor fétido.

Fungos zigomicetos

Raramente, infeccdes causadas por fungos Zigomicetos acometem animais
imunocompetentes sadios, ocorrendo, principalmente, em animais predispostos
(devido ao uso de antibioticos por longo periodo ou a imunodeficiéncia). A infeccao
por agentes fungicos pertencentes a ordem Mucorales causam mucormicose, em
bovinos, e € caracterizada por aborto, pneumonia apos aborto, ruminite, Ulcera
do abomaso, granuloma cranial, linfadenite mediastinal e mesentérica; em suinos,
observa-se enterite (leitdes), Ulceras gastrintestinais, linfadenite mesentérica e
mandibular; em gatos é caracterizada por pneumonia necrosante focal e enterite
necrotica; e em caes, € caracterizada por enterite. No caso de agentes fungicos
de ordem Entomophthorales, estes causam entomoftoromicoses em equinos
gue apresentam granulomas cutaneos causados por espécies de Basidiobolus e
granulomas nasais causados por especies de Conidiobolus; em caes, é caracterizada
por granulomas pulmonares e gastrintestinais causados por espéecies de Basidiobolus
e granulomas subcutaneos causados por espécies de Conidiobolus; e em ovinos,
observa-se granulomas causados por especies de Conidiobolus.

e O aborto micotico é causado por fungos do género Aspergillus, porém
casos de aborto micotico tém sido relatados por espécies fungicas do
género Absidia, Mucor, Rhizopus e a especie Mortierella wolfii. A infec¢do
é decorrente da ingestao de forragens conservadas mofadas (silagens e
fenos). Animais infectados apresentam lesdes nos cotilédones (aumentados
e necroticos), tecido placentario espessado, rigido e lesdes na pele dos
fetos abortados.

A ruminite micotica em bovinos € caracterizada por lesdes na mucosa
ruminal, que esta associada com disturbios metabolicos, como a acidose
latica. Em animais que apresentam a infeccdo, observa-se artrite trombotica,
podendo causar infarto, hemorragia, necrose e peritonite fibrinotica.

! Pesquise mais

Leia o artigo:

KOMMERS, Glaucia Denise et al. Criptococose pulmonar granulomatosa
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em um equino. Ciéncia Rural, Santa Maria, RS, v. 35, n. 4, p.938-
940, ago. 2005. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/S0103-
84782005000400032>. Acesso em: 7 set. 2016.

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situagao apresentada, vamos recapitular os pontos
gue foram analisados, anteriormente, da situacdo-problema:

O laboratorio tem como objetivo prestar servicos aos profissionais da area
veterinaria, a fim de identificar agentes patologicos, utilizando diferentes métodos
de diagndsticos para auxiliar na resolucdo de casos clinicos. De acordo com o
técnico, o cultivo da amostra e 0 exame microscopico confirmou a suspeita do
agente fungico da espécie Cryptococcus neoformans, diagnosticando a doenca
criptococose felina.

Mediante as informagdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados, a sequir, para a resolucao do
caso clinico:

e Entre as espécies fungicas de levedura, quais sao as espécies de importancia
em doencgas de animais?

Entre as leveduras de importancia veterindria, estdo as espécies Candida
albicans, Cryptococcus neoformans e Malassezia pachydermatis.

» Descreva as caracteristicas da infeccao, o fator de viruléncia do agente
fungico e os aspectos clinicos de animais infectados pelo fungo
Cryptococcus neoformans.

As infeccdes ocasionadas pelo fungo Cryptococcus neoformans ocorrem
pela inalacao do agente fungico, que esta presente em poeira contaminada. Em
animais infectados, os fungos podem se fixar nos seios e nas cavidades nasais e
nos pulmodes. Entre os fatores de viruléncia, estao a presenca da capsula que atua
como antifagocitaria e a fenol oxidase, que degrada a catecolamina e acumula
a substancia melanina, agindo contra os efeitos toxicos dos radicais livres. Alem
disso, esses fungos podem crescer em temperatura corporal de mamiferos. Sua
disseminacao a partir do sistema respiratorio € decorrente da imunidade mediada
por células. Entre as doencas causadas por Cryptococcus neoformans, estao:
equinos (sinusite, lesdes cutaneas, pneumonia, meningoencefalite, granuloma
nasal e aborto); bovinos (granuloma nasal e mastite); em gatos (infeccdes cutaneas,
nervosas, respiratorias e oculares); e em cdes (doenga disseminada com sinais
neuroldgicos e oculares).
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Animais que apresentam fatores predisponentes, como terapia
antimicrobiana ou imunidade deficiente, estdo sujeitos a infecao por
leveduras.

Avancando na pratica

Coccidioidomicose equina
Descricao da situagao-problema

Recentemente, o medico veterinario foi solicitado para fazer uma visita técnica
em uma propriedade rural. O proprietario possui uma criacdo de cavalos da
raca Manga larga. De acordo com o relato do proprietario, um de seus cavalos
apresentava perda de peso, dor abdominal e febre. Durante o exame clinico do
cavalo, o médico veterinario avaliou o animal, que ja estava em um estagio mais
avancado, e observou febre intermitente, tosse, dor abdominal, perda de peso,
envolvimento pulmonar e musculoesquelético. De acordo com os achados
clinicos, foi indicada a suspeita de um agente fungico. Em seguida, foram coletados
especimes de secrecdo nasal, para serem analisados em laboratorio.

Mediante as informacdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secao, responda ao enunciado, a seguir, para a resolu¢cao do
caso clinico:

. Descreva as caracteristicas da doenca coccidioidomicose equina.

Lembre-se

As espécies fungicas se apresentam tanto na forma filamentosa quanto
na forma leveduriforme, assim, denominados de fungos dimaorficos.

Resolucdo da situagcdo-problema

Em continuidade ao relato de caso, as amostras de secrecao foram submetidas
a analise laboratorial. A amostra foi cultivada em meio de cultura, a fim de verificar
a possibilidade do crescimento de coldénias fungicas. Posteriormente, foram
analisados os aspectos macroscopicos das colonias fungicas e, em seguida, um
fragmento de cada coldnia foi submetido a analise microscopica. Os resultados
evidenciaram a presenca da espécie fungica Coccidioides immitis.
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» Descreva as caracteristicas da doenca coccidioidomicose equina.

A coccidioidomicose equina € uma doencga pulmonar com a presenca de tosse.
Outros sinais clinicos nao especificos sao observados, como febre intermitente, perda
de peso, dor abdominal e musculoesquelética. A dor musculoesquelética ocorre em
um terco dos animais infectados. Em casos de aborto decorrente pela infeccdo do
agente Coccidioides immitis, foram observados espessamento da placenta, lesdes
no corddo umbilical e a presenga de nodulos nos pulmdes do feto.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise sobre microrganismos de importancia veterinaria semelhantes
a fungos. Consulte o material de apoio:

QUINN, P. J. et al. Microbiologia veterinaria e doengas infecciosas.
Artmed, 2005.

Faca valer a pena

1. Durante um exame clinico de um cao com aproximadamente 3
anos de idade, o médico veterinario constatou a presenca de areas de
alopecia, escamacao e pelos quebrados com zonas inflamatorias. De
acordo com os sinais clinicos, ele suspeitou de dermatofitose, que é
causada por um agente fungico. Com relacao aos dermatofitos, marque
V" para verdadeira e “F" falsa:

() Os dermatofitos de interesse veterinario estao classificados em dois
géneros, Microsporum e Aspergillus.

() O agente fungico Trichophyton mentagrophytes var. erinacei
acomete, principalmente, porcos-espinhos e caes.

() O agente fungico Sporothrix schenckii pertencente ao género
Trichophyton acomete, principalmente, equinos, caes e roedores.

() O agente fungico Coccidioides immitis pertencente ao género
Trichophyton acomete, principalmente, frangos e perus.

() O agente fungico Trichophyton verrucosum acomete bovinos.

Escolha a alternativa a seguir, que corresponda, nha ordem correta, a sua
analise das afirmativas anteriores, quanto a verdadeiras ou falsas:

aF,V,V,VeF.
b)F,V,.F, FeV.
cV,FV, FeV.
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e)V,V,V,FeF.

2. Todas as espécies animais estdo sujeitas a infeccdes fungicas, que
podem ser adquiridas a partir do solo ou de contato com outros
animais infectados. Entre as diversas espécies fungicas, poucos agentes
sdo considerados virulentos (patdgenos primarios) e outra minoria,
oportunistas. A seguir, complete o enunciado:

Os sdocapazesdeiniciaruma

em um hospedeiro que apresenta de saude,

enquanto os agentes causam uma infec¢ao fungica
que apresentam de suas

barreiras protetoras, como e nas membranas mucosas

ou falha

Assinale a alternativa correta que completa a ordem das lacunas:

a) Patdgenos oportunistas, infeccao bacteriana, condicdes normais,
primarios, em individuos, comprometimento, lesGes na pele, do
sistema imune.

b) Patégenos primarios, infeccdao fungica, condicdes normais,
oportunistas, em individuos, comprometimento, lesdes na pele, do
sistema imune.

c) Patdgenos primarios, infeccdo fungica, condicdes normais,
oportunistas, em individuos, comprometimento, lesdes na pele, do
sistema reprodutivo.

d) Patogenos oportunistas, infeccdo fungica, condicdes normais,
primarios, em individuos, comprometimento, lesdes na pele, do
sistema imune.

e) Patogenos oportunistas, infeccao fungica, condicdes anormais,
primarios, em individuos, comprometimento, lesdes na pele, do
sistema reprodutivo.

3. A dermatofitose em bovinos € causada pelo agente fungico
Trichophyton verrucosum. Entre os bovinos, os terneiros sdao mais
sucetiveis a infeccdo fungica, causando lesdes na face e ao redor dos
olhos. Com relagcao ao género Trichophyton, € correto afirmar que:

|. O agente fungico Trichophyton equinum acomete equinos.

Il. Roedores, cdes, equinos sao suscetiveis a espécie fungica
Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes.

lll. O agente fungico Trichophyton mentagrophytes var. quickeanum
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acomete, principalmente, equinos.

IV. A espécie fungica Trichophyton equinum var. autotrophicum
acomete, principalmente, bovinos.

V. Em casos de dermatofitose em bovinos, o principal agente fungico

do género Thichophyton € o fungo Trichophyton verrucosum.

A seguir, assinale a alternativa correta:

a) Somente as afirmativas Il, IV e V sdo corretas.

b) Somente as afirmativas |, Il e IV sdo corretas.

c) Somente as afirmativas |, lll e V sao corretas.

d) Somente as afirmativas |, Il e V sdo corretas.
)

e) Somente as afirmativas |, Il e Ill sdo corretas.
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Secao 4.4

Fisiologia e identificacao das micotoxinas

Dialogo aberto

Ola, aluno!

Nesta secdo, estudaremos a fisiologia e a identificacao das micotoxinas
importantes na medicina veterinaria. Para melhor compreender o conteudo
abordado, vamos acrescentar informacdes a situacdo-problema referente ao relato
de caso apresentado no item Convite ao estudo. Dessa forma, vocé participara,
indiretamente, da resolucdo do caso:

Durante a afericao de producao de leite em uma propriedade rural, o proprietario
constatou que a producao semanalteve uma reducao de 10%. Procurando entender
a situacao, ele observou que a reducao estava relacionada a um grupo de animais.
Entao, entrou em contato com um méedico veterinario, a fim de que o auxiliasse
no caso. Durante a visita tecnica, o medico veterinario constatou que, do grupo
de animais que apresentou reducao na producdo de leite, trés vacas apresentavam
cambaleio, sonoléncia e pequenos episodios de convulsdes. Durante a anamnésia,
O proprietario informou que este lote de animais foi remanejado para uma area de
azevém perene, onde estavam por duas semanas. Analisando o local, o médico
veterinario constatou que 0s animais estavam pastejando o azevem em um
estadio vegetativo desenvolvido, que continha espigas. Tambéem foi observado,
o fornecimento de aveia No coxo para as vacas em lactacdo, constatando que
O produto estava em condicdes inadequadas, apresentando mofos. Descartando
outras hipoteses, e com base nos sinais clinicos, © meédico veterinario suspeitou
de micotoxinas. Como recomendacdo, solicitou que remanejassem 0s animais
para outra pastagem e suspendessem o fornecimento de aveia. Em seguida, foram
coletadas amostras de azevém perene e de aveia grao para detectar a presenca de
agentes fungicos e micotoxinas.

Mediante as informacdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados, a sequir, para a resolu¢ao do
caso clinico:

e Quais sao os principais géneros de fungos que produzem micotoxinas?
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e Descreva os métodos de diagnostico para a identificacdo de micotoxinas.

Nao pode faltar

Prezado aluno, a partir desta secao, comecaremos a fisiologia e a identificacao
das micotoxinas de importancia na medicina veterinaria. Vamos (!

Identificacao e fisiologia dos fungos produtores de micotoxinas de interesse
veterinario

Mais de 100 espécies fungicas podem produzir micotoxinas, porém somente
algumas sao de interesse medico veterinario e de saude publica, estando associadas
a doencas em animais e humanos. Dessas, as principais estdo classificadas em trés
géneros, que sao: Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Os géneros Aspergillus e
Penicillium pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Erotiomycetes, ordem
Eurotiales e familia Trichocomaceae. O género Fusarium pertence ao reino Fungi,
filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Nectriaceae.

ég‘, Assimile

O termo micotoxina é derivado de duas palavras, sendo uma de
origem grega ‘mykes’, que significa fungo, e outra de origem do latim
“toxican’, que significa toxina.

O desenvolvimento de fungos produtores de micotoxinas ocorre na planta e no
processo de armazenamento. Entre os fungos de interesse medico veterinario, temos
os do género Aspergillus e Penicillium, que se desenvolvem durante o processo
de armazenamento de graos, enquanto os do género Fusarium se desenvolvem
durante o amadurecimento dos graos na planta. Os fatores que propiciam o
desenvolvimento fungico estdo relacionados com o ambiente em que o fungo se
encontra. Para fungos que estdo em crescimento na planta (lavoura ou pastagens),
os fatores estdo relacionados com a condicao climatica, a espécie de planta-alvo
e o estadio de desenvolvimento da planta. Em fungos que crescem em alimentos
(cereais) estocados, os fatores estdo relacionados com a qualidade dos graos, as
condicdes de estocagem, as condicdes sanitarias (presenca de insetos ou acaros)
e de transporte. Na fase de producao de micotoxinas, os fatores estdo relacionados
com ao tipo e a concentracdo no grao. Os fungos podem ser eliminados dos graos,
porém, uma vez produzida a micotoxina, o processo de eliminacao do fungo nao
elimina a toxina. No animal, fatores como espécie animal, idade, sexo, Orgaos
afetados, influéncias climaticas e duracdo de exposicao a micotoxina sao favoraveis
para a contaminacao de micotoxinas.
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A contaminacao animal e humana pode ser indireta ou direta. Na forma indireta,
a infeccdo ocorre pela ingestao de alimentos e racdes contaminados por fungos
toxigénicos que foram eliminados, porém a micotoxina permaneceu no produto. Na
forma direta, a infec¢do ocorre pela ingestdo de alimentos e ragdes contaminados
com fungos toxigénicos, sendo que a micotoxina sera formada posteriormente. As
micotoxinas sao metabolitos secundarios que possuem baixo peso molecular, sdo
termoestaveis, ndo sao antigénicas e sua toxicidade permanece apos sua exposicao
a temperaturas elevadas (como peletizacdo).

@ Reflita

As micotoxinas sdo contaminantes naturais em alimentos e sdo
produzidas a medida que o fungo atinge a sua maturidade.

Entre as principais espécies que estdo associadas a producdo de micotoxinas
de interesse medico veterinario, estao: Aspergillus flavus (aflatoxinas Bl, B2, Gl e
G2), Aspergillus ochraceus (ocratoxinas A, B e C), Aspergillus clavatus (neurotoxina
ndo identificada), Fusarium moniliforme (fumonisinas B1, B2, Al e A2), Fusarium
solani (metabolitos secundario derivados do 4-ipomeanol), Fusarium graminearum
(zearalenona), Penicillium viridicatum (ocratoxinas A, B e C), Diplodia maydis
(neurotoxina ndo identificada), Pithomyces chartarum (esporidesmina), Claviceps
purpurea (ergotamina, ergometrina e ergocristina), Neophytodium coenophialum
(ergovalina), Phomopsis leptostromiformis (fomopsinas A e B), Acremonium [olli
(lolitrema), Claviceps paspali (paspalitremas A e B), Myrothecium verrucaia (roridinas
e verrucarinas) e Rhizoctonia leguminicola (eslaframina).

O crescimento fungico é caracterizado em quatro fases, que sdo a fase de
laténcia, a fase exponencial, a fase estacionaria e a fase de declinio. A produgao
da micotoxina ocorrera entre a fase final do crescimento exponencial e o inicio
do periodo estacionario do agente fungico. Nesse periodo, a producdo das
micotoxinas ocorrera mediante a presenca de precursores metabolicos, como
aminoacidos (esporidesminas, xantocilina e gliotoxina), acetil-CoA e malonil-CoA
(aflatoxina, citreoviridina, esterigmatocistina, patulina, acido penicilico, rugulosina,
citrinina, citromicetina, zearalenona e luteoesquirina), aminoacidos associados
com policetideos (ocratoxinas A e citocalasinas), aminoacidos associados com
mevalonato (alcaloides do ergot, furmitremorginas e acido cicloazonico).

Para o isolamento e a identificacdo dos agentes fungicos em graos e plantas,
aplicam-se técnicas de cultivo, microscopia (microscopio estereoscopico) e técnicas
moleculares. As amostras devem passar por uma assepsia superficial, com uma
solugdo com 1% de hipoclorito de sodio, por trés minutos. Em seguida, as amostras
podem ser cultivadas em meio Agar Batata Dextrose e incubadas, aerobiamente,
a 259C, durante um periodo de cinco dias. Apos, como critérios de identificacdo,
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observara a morfologia colonial.

Na identificacdo de micotoxinas, as amostras devem ser cuidadosamente
selecionadas e armazenadas a -20°C, até o inicio da analise. A identificagcao
de micotoxinas € mediada por diferentes métodos, que podem ser por triagem,
semiquantitativos (cromatografia de camada delgada, técnicas de imunoensaio,
como ELISA, e técnicas imunocromaticas) e quantitativos (cromatografia de alta
eficiéncia acoplada a fluorescéncia e ao UV, cromatografia liquida acoplada a
espectrofotometria de massa e cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria
de massa), que utilizam colunas de imunoafinidade ou colunas de carvao e alumina.

E- Vocabulario

Citotoxicidade: refere-se a exposicdo de substancias toxicas de origem
natural ou artificial, que causa danos as células (citotoxinas).

Hepatotoxicidade: refere-se a exposicao de substancias toxicas de
origem natural ou artificial, que causa danos ao figado (hepatotoxinas).

Neurotoxicidade: refere-se a exposicao de substancias toxicas de
origem natural ou artificial, que altera a atividade normal do sistema
nervoso, de tal forma a causar danos ao tecido nervoso (neurotoxinas).

Caracterizagao e acao das micotoxinas nas diferentes espécies animais

Diversas especies de animais, COmo suinos, aves, bovinos, equinos, ovinos,
cades e outras espécies de animais domesticos, estdo sujeitos a contaminagao por
micotoxinas. A contaminacdo pode ser direta ou indireta, conforme mencionado
anteriormente. Entre as doencas causadas por micotoxinas, estao a aflatoxicose,
diplodiose, ergotismo, eczema facial, toxicose pela festuca, toxicose pelo mofo
da batata-doce, leucoencefalomalacia, ocratoxicose, estrogenismo, toxicose
pela eslaframina, edema pulmonar suino, cambaleio pelo penitrema, tremores
induzidos por Aspergillus clavatus, cambaleio pelo paspalo, sindrome hemorragica,
cambaleio pelo azevém e estaquibotriotoxicose. A sequir, serao caracterizadas
algumas doencas causadas por micotoxinas de interesse veterinario:

o Aflatoxicose: em animais suscetiveis, como suinos, aves domesticas,
bovinos, cdes e trutas, que apresentam a doenca aflatoxicose, os achados
clinicos sao caracterizados por anorexia e reducao da producao de leite
devido a imunossupressao, hepatotoxicidade, teratogénese e atividade
carcinogénea causada pela micotoxina. A aflatoxicose € causada por
aflatoxinas B1, B2, Gl e G2 produzidas pelo fungo Asperqillus flavus e
Asperqillus parasiticus, que contaminam graos de amendoim e soja.
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Ergotismo: animais suscetiveis, como bovinos, ovinos, cervideos, equinos,
suinos e aves domeésticas, se contaminam com micotoxinas denominadas
de ergotamina, ergometrina e ergocristina, causando convulsdes, gangrena
nas extremidades, agalactia, hipertermia em ambientes de clima quente,
devido a neurotoxicidade e a vasoconstricdo causada pela micotoxina. A
doenca € causada pelo fungo Claviceps purpurea, que esta presente em
gramineas, cereais e nas espigas de azevem.

Eczema facial: a doenca € causada pelo fungo Pithomyces chartarum, que
produz a micotoxina denominada de esporidesmina. Animais suscetiveis,
COMO equinos, bovinos e ovinos, apresentam fotossensibilizacdo e ictericia
devido a hepatotoxicidade e a oclusao biliar causada pela micotoxina.
O fungo estad presente na palha de azevém (usada como cama para oS
animais), em pastagem de Brachiaria spp e no trevo branco.

Ocratoxicose: animais suscetiveis, como suinos e aves domeésticas,
apresentam queda na producdo de ovos, em aves, e polidispsia, polidria, em
suinos, devido a alteragdes renais degenerativas causada pela micotoxina.
A ocratoxicose é causada pelos fungos Aspergillus ochraceus, Penicillium
viridicatum, entre outras espécies do género Aspergillus e Penicillium. As
ocratoxinas A, B e C produzidas estao presentes no milho, trigo e cevada.

Estrogenismo: a doenca € causada pela micotoxina zearalenona produzida
pelo fungo Fusarium graminearum e outras espécies do género Fusarium.
Animais suscetiveis, como suinos, bovinos e ovinos, apresentam hiperemia,
edema da vulva e desenvolvimento precoce das mamas, anestro, tamanho
reduzido da leitegada e reducdo da fertilidade em bovinos e ovinos, devido a
atividade estrogénica causada pela micotoxina. O fungo se instala em grdos
estocados, como de milho e cevada, silagem de milho e em cereais peletizados.

Sindrome hemorragica: a doenca € causada por micotoxinas denominadas
de toxina T-2 e diacetoscirpenol, que sao produzidas pelos fungos Fusarium
graminerarum, Fusarium sporotrichoides, entre outras espécies do género
Fusarium. Animais infectados apresentam lesdes necroticas na pele e no
trato alimentar associadas a hemorragias decorrentes da iImunossupressao
e coagulopatia causadas pela micotoxina. Estes fungos estdo presentes em
cereais e palhas.

Cambaleio pelo azevém perene: animais suscetiveis, como bovinos, aves
domeésticas, suinos, ovinos, equinos e cervideos, apresentam tremores
musculares, descoordenacao, ataque convulsivo repentino e colapso,
devido a neurotoxicidade causada pela micotoxina. A doenca € causada
pela micotoxina lolitrema, produzida pelo fungo Acremonium lolli, que se
instala no azevem perene.
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G Exemplificando

A toxicose pela eslaframina causa salivacao, lacrimejamento, inchaco
e diarreia em bovinos, devido a acdo colinérgica da micotoxina
eslaframina produzida pelo fungo Rhizoctonia leguminicola presente
em pastagens, trevo vermelho e feno.

Meios de controle do crescimento fungico

Para o desenvolvimento de micotoxinas, condicdes ambientais e outros fatores
devem ser predisponentes para o crescimento fungico, uma vez que a producao
da micotoxina ocorrera entre a fase final do crescimento exponencial com o
inicio do periodo estacionario do agente fungico. Entre os fatores mencionados
anteriormente, a presencga de oxigénio, temperatura, umidade, condi¢des sanitarias
(insetos e acaros) e qualidade do material (graos inteiros ou quebrados) sao aspectos
importantes a serem observados. Para evitar a produ¢cao de micotoxinas em graos
e a contaminacao animal, medidas preventivas se iniciam no plantio dos cereais,
sequido no processo de armazenamento e da selecao de ingredientes (graos e
forragens conservadas) para a formulacdo de racdes. De maneira geral, essas
medidas se baseiam em dois pontos-chaves: prevencao de contaminacao e de
crescimento fungico em graos e detoxificagcdo de compostos toxicos sintetizados
pelos fungos Nos graos.

A campo, as medidas a serem adotadas se iniciam com a escolha de variedades
gue apresentam maior resisténcia a agentes fungicos (melhoramento genético),
plantio com numero de plantas e espacamento adequado, para obter melhor
aeracdo e insolacdo, aquisicao de fungicidas registrados e aplicados em estadios
corretos do desenvolvimento da planta e colheita do grao com baixa umidade e
impureza. Entre os agentes fungicos de interesse veterinario, as espécies do género
Fusarium sao os principais agentes que se desenvolvem em graos a campo.

No processo de armazenamento de graos, os fungos de interesse veterinario
de maior incidéncia pertencem ao género Penicillium e Aspergillus. O controle se
inicia desde a comercializacao de graos, que deve ser regida conforme a legislacao
vigente (compra de fornecedores iddbneos), sequido de controle quimico, fisico ou
biologico. Basicamente, os pontos-chaves para se obter um bom armazenamento
de cereais estdo relacionados com a estrutura de armazenamento, que deve
permitir o controle de umidade, temperatura, entrada de oxigénio adequada
(ventilagao) e controle de insetos. O tempo de armazenamento do produto pode
influenciar no crescimento fungico, quando as condicdes sdo favoraveis para o
seu desenvolvimento. E importante ressaltar que as medidas adotadas podem
eliminar o fungo, entretanto, se ocorrer a produ¢cdo da micotoxina, ela ndo ¢
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eliminada. Dessa forma, € necessario 0 monitoramento para verificar a presenca
de micotoxinas nos graos armazenados.

Emrelacao aos animais suscetiveis, a forma de controle € baseada na prevengao.
Entre os cuidados, estdo: comprar ingredientes (grdos) de fornecedores idoneos,
evitar a utilizacao de racdes ou alimentos suspeitos e nao utilizar alimentos em
estado de deterioracdo e que apresentem mofos. Animais em estado nutricional
adequado e com boa imunidade sao menos suscetiveis a infeccdes causadas por
agentes patogénicos ou intoxicacdes. O conhecimento prévio de uma possivel
instalacao do fungo e dos aspectos relacionados com a produc¢ao de micotoxinas
pode evitar a contaminacdo por micotoxinas. Para cereais que apresentam alguma
contaminagcao por micotoxinas, pode-se utilizar adsorventes na formulacao da
dieta, a fim de reduzir os danos provocados por micotoxinas. Entre os adsorventes,
estdo os derivados de argila (aluminossilicato de sodio, bentonitas, sepiolita,
montmorilonita, diatominas e aluminossilicato de calcio), que apresentam alta
eficiéencia no sequestro de micotoxinas (aflotoxinas). Esses adsorventes possuem
carga negativa, enquanto as toxinas apresentam carga positiva, sendo, assim,
absorvidas e tornando-as inertes (sem efeitos toxicos).

Pesquise mais

Leia o artigo disponivel em:

TESSARI, E. N. C. et al. Efeitos da aflatoxina sobre as aves: revisao
de literatura. Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterinaria,
Sao Paulo, n. 18, p. 1-20, 2012. Disponivel em: <http://faefrevista.
inf.br/imagens_arquivos/arquivos_destaque/IHIMAvHgsVawq
5g_2013-6-28-18-13-38.pdf>. Acesso em: 17 set. 2016.

Sem medo de errar

Para compreender melhor a situagcao apresentada, vamos recapitular os pontos
gue foram analisados, anteriormente, na situagcao-problema:

O laboratorio tem como objetivo prestar servicos laboratoriais aos profissionais
da area veterinaria, a fim de identificar agentes patologicos a partir de diferentes
meétodos de diagnosticos para auxiliar na resolucao de casos clinicos. De acordo
com o técnico, o cultivo da amostra e 0 exame microscopico confirmou a presenca
do Claviceps purpurea. Utilizando cromatografia de alta eficiéncia, detectou-se a
presenca das micotoxinas ergotamina e ergometrina.

Mediante as informacdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados, a sequir, para a resolu¢cao do
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caso clinico:
» Quais sdo os principais géneros de fungos que produzem micotoxinas?

Os principais géneros de interesse medico veterinario e de saude publica, e
que estao associados com a produg¢ao de micotoxinas, sao 0s géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium.

e Descreva os métodos de diagnostico para a identificacdo de micotoxinas.

A identificacdo de micotoxinas pode ser feita por triagem e meétodos
semiquantitativos (cromatografia de camada delgada, técnicas de imunoensaio,
como ELISA, e técnicas imunocromaticas) e quantitativos (cromatografia de alta
eficiéncia acoplada a fluorescéncia e ao UV, cromatografia liquida acoplada a
espectrofotometriade massa e cromatografia gasosaacopladaaespectrofotometria
de massa), que utilizam colunas de imunoafinidade ou colunas de carvao e alumina.

fr‘i Atencido
)

Na identificacdo das micotoxinas, as amostras devem ser,
cuidadosamente, selecionadas e armazenadas a -202C até o inicio da
analise.

Avancando na pratica

Eczema facial
Descricao da situagao-problema

Recentemente, o médico veterinario foi solicitado para fazer um atendimento
clinico em uma propriedade. De acordo com o relato do proprietario, alguns
ovinos comecaram a apresentar edemas e rachaduras na pele. Durante o
exame clinico do cavalo, o medico veterinario observou que as lesdes estavam
concentradas na cabeca, confirmando a presenca de edema e com rachaduras na
pele. Prosseguindo com a anamnese, o proprietario relatou que o lote de ovinos
que apresentou edema e rachaduras na pele estava em pastagem de Brachiaria
decumbens. Descartando outras hipoteses, o medico veterinario suspeitou de
fotossensibilizagcdo, causada por um agente fungico que poderia estar instalado
em tal pastagem. Como medida adotada, foi recomendo remanejar 0s ovinos
para abrigos com alimentacado, agua e sombreamento, a fim de prosseguir com o
tratamento. Em seguida, amostras de sangue com anticoagulante e amostras de
pastagem foram coletadas para serem analisadas em laboratorio.
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Mediante as informacdes apresentadas, e com o auxilio dos conteudos
abordados nesta secdo, responda aos enunciados, a sequir, para a resolucao do
caso clinico:

e Descreva um procedimento de identificacao para agentes fungicos em
graos.

» Descreva a técnica de cultivo para o isolamento de agentes fungicos em
graos.

Lembre-se

As espécies fungicas se apresentam tanto na forma filamentosa quanto
na forma leveduriforme, assim denominados de fungos dimaorficos.

Resolucdo da situacdo-problema

Em continuidade ao relato de caso, as amostras foram submetidas a analise
laboratorial. A amostra foi cultivada em meio de cultura, a fim de verificar a
possibilidade do crescimento de coldnias fungicas. Posteriormente, foram
analisados os aspectos macroscopicos das colonias fungicas e, em seguida, um
fragmento de cada coldnia foi submetido a analise microscopica. Os resultados
evidenciaram a presenca da espécie fungica Pithomyces chartarum.

e Cite duas técnicas para identificagdo de agentes fungicos em grdos.

Para o isolamento e a identificacao dos agentes fungicos em graos e plantas,
pode-se aplicar a técnica de cultivo, de microscopia estereoscopica e técnicas
moleculares.

« Descreva a técnica de cultivo para isolamento de agentes fungicos em
graos.

As amostras devem passar por uma assepsia superficial com uma solucao a
1% de hipoclorito de sodio, por trés minutos. Em seguida, as amostras podem
ser cultivadas em meio Agar Batata Dextrose e incubadas, aerobiamente, a 25°C,
durante um periodo de cinco dias. Apos, como critérios de identificacdo, observara
a morfologia colonial.

@ Faca vocé mesmo

Pesquise sobre as caracteristicas das doencas causadas por micotoxinas
gue ndo foram abordadas nesta secao: diplodiose, toxicose pela festuca,
toxicose pelo mofo da batata-doce, leucoencefalomalacia, toxicose
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pela eslaframina, edema pulmonar suino, cambaleio pelo penitrema,
tremores induzidos por Aspergillus clavatus, cambaleio pelo paspalo e
estaquibotriotoxicose. Consulte 0 material de apoio:

QUINN, P. J. et al. Microbiologia veterinaria e doencas infecciosas.
Artmed, 2005.

Faca valer a pena

1. As micotoxinas podem causar grandes prejuizos na producao animal.
Mais de 100 espécies fungicas produzem micotoxinas, no entanto,
apenas as espécies fungicas pertencentes ao género Aspergillus,
Fusarium e Penicillium sao de interesse veterinario. Com relacao a
toxinomina fungica, marque "V para verdadeira e “F" falsa:

() O género Aspergillus pertence ao reino Fungi.
()
()
() O género Fusarium pertence a ordem Eurotiales.
()

A sequir, assinale a alternativa correta na descricdo da sequéncia de
verdadeiro e falso, em relacdo as afirmativas anteriores:

a)F,V,V,VeF.
b)F,F.F,FeV.
cV,V,V, FeV.
dV,.V,V,FeF.
e)V,V,V,FeF.

O género Penicillium pertence ao filo Acomycota.
O género Fusarium pertence a classe Sordarimycetes.

O género Penicillium pertence a familia Nectriaceae.

2. O termo micotoxina tem sido utilizado para definir substancias
que sao prejudiciais para animais de producao e companhia, além de
acometer seres humanos. A seguir, complete o enuciado que explica a
origem da palavra micotoxina:

O termo micotoxina é derivado de duas palavras, sendo uma de origem
grega, _________ , que significa e outra de origem do
latim, __________ , que significa ___________ . Assinale a alternativa
correta que completa a ordem das lacunas:
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a) Toxican, bactéria, mykes e virus.
b) Mykes, bactéria, toxican e toxina.

)

)

c) Toxican, toxina, mykes e fungos.

d) Toxican, fungo, mykes e toxina.
)

e) Mykes, fungo, toxican e toxina.

3. A producgdo de micotoxinas pode ocorrer, a campo, na planta, ou
durante o processo de armazenamento do grao. A contaminacao
animal e humana ocorre de forma direta ou indireta. Com relacdo a
producao de micotoxinas, € correto afirmar que:

I. Um dos fatores que interferem na producado de agentes fungicos na
planta é a condicdo climatica.

II. A qualidade do grao € importante para evitar a instalacao de fungos
Nno processo de armazenamento.

lll. A presenga de acaros e insetos pode favorecer a instalacao de
fungos no graos armazenados.

IV. A duracao de exposicdo e concentragcao da micotoxina ndo favorece
no processo de contaminacao animal.

V. Os fungos nao sdo eliminados dos graos com o auxilio de processos
fisicos e quimicos, porém, uma vez produzida a micotoxina, ela
permanece presente no grao.

A seguir, assinale a alternativa correta:

a) Somente as afirmativas Il, IV e V sdo corretas.
b) Somente as afirmativas lll, IV e V sdo corretas.
c) Somente as afirmativas |, Il e lll sdo corretas.
d) Somente as afirmativas Il, Ill e V sdo corretas.
e) Somente as afirmativas |, Il e IV sdo corretas.
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