DOSSIER TECNICO

OS FUNGOS
COMO AGENTES
PATOGENICOS
DOS ANIMAIS

Como agentes patogénicos, os fungos
(bolores e leveduras) tém menos relevancia
para os animais do que para as plantas,
existindo relativamente poucas espécies
de fungos que sejam patogénicas para

0s animais. As doencgas causadas por
fungos sdo denominadas micoses e 0s
animais domésticos ou de companhia sdo
normalmente afetados pelas mesmas
micoses que o Homem, podendo haver
transmissdo entre eles. No entanto, dado
que existe uma grande diversidade de
fungos disseminados por diversos habitats,
ocorrem micoses exclusivas dos animais
falando-se em micologia veterindria. Neste
artigo iremos abordar algumas micoses
que podem afetar os animais, e também

o Homem, e que sdo identificadas no
laboratdrio de bacteriologia e micologia do
INIAV.
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O Reino dos fungos e sua importancia

O Reino Fungi é um dos cinco reinos que consti-

tuem o mundo vivo, juntamente com o Reino das

Plantas, dos Animais, das Bactérias e dos Protistas.

Podemos, basicamente, distinguir os fungos como

um Reino a parte pelas seguintes caracteristicas:

» Serem organismos eucariotas (possuem sistema
membranar, ao contrario das bactérias);

* Serem heterotroficos (nao possuem clorofila,
sendo incapazes de fazer fotossintese, ao contra-
rio das plantas e das algas);

* Possuirem parede celular rigida e serem imoveis
(ao contrario dos animais);

» Serem saprobios (desenvolvem-se em matéria
morta em decomposicao) ou parasitas (desenvol-
vem-se em tecidos vivos);

¢ Existirem na forma unicelular, como a levedura
da cerveja, ou filamentosa, como o bolor do pao;

* Reproduzirem-se sexual ou assexualmente (em
muitos fungos apenas se conhece a forma asse-
xuada ou anamorfica);

» Serem resistentes aos antimicrobianos.

A estrutura dos fungos pode ser:

a) Unicelular, ou forma de levedura ou levedurifor-
me, caracterizada por uma s6 célula que se re-
produz assexualmente por gemulacao formando
outras células, sendo as colonias normalmente
mucosas (Figura 1). Sao exemplo: Cryptococcus
neoformans, que € uma levedura que quando
se reproduz sexualmente ¢ um basidiomicete, e
Candida albicans, que na forma sexuada perten-
ce a familia dos ascomicetes.

Figura 1 - Forma leveduriforme. Microscépica: células
unicelulares em gemulagdo; Macroscoépica: culturas
mucosas.

b) Filamentosa, ou forma de bolor ou miceliana, ca-
racterizada por micélio constituido por filamen-
tos ou hifas que produzem uma grande variedade
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de esporos assexuados. Muitos bolores sao iden-
tificados pela morfologia destes esporos e pela
sua disposicao nas hifas. As estruturas conheci-
das por cogumelos sao frutificagdes do micélio
(Figura 2) e resultam da conjugacao de esporos de
“sinal” contrario (reprodugao sexuada) originando
mais esporos sexuados que vao completar o ciclo.

Frutificacdo

- Esporos
Micélio P

Figura 2 - Forma filamentosa. Exemplo do ciclo de
um fungo (neste caso basidiomicete) de estrutura
miceliana e que, na eventual conjugagdo de
esporos sexuddos de sinal contrdrio, pode originar
frutificacdes conhecidas por cogumelos, que irdo
produzir esporos sexuados.

Os fungos, devido a sua ubiquidade e diversidade,
tém um papel constante, mais ou menos discreto,
umas vezes prejudicial outras vezes benéfico, no
ambiente, na agricultura e na indastria, nomeada-
mente alimentar.

Os fungos sao responsaveis pela decomposigao de
matéria organica na natureza e nas nossas casas,
convivendo permanentemente connosco. Na agri-
cultura melhoram a produtividade dos solos, mas
sao também agentes da maior parte das doencas
das plantas, causando graves perdas economicas
em culturas vegetais.

No entanto, também estao na base de intmeros
processos industriais como o fabrico do pao, de vi-
nhos e de cervejas, a fermentacao da semente de
cacau para a producao do chocolate e a preparagao
de alguns queijos. Sao ainda usados na produgao de
acidos organicos, de algumas vitaminas e de anti-
bidticos como a penicilina, o primeiro antibiotico a
ser descoberto em 1928.
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Na gastronomia, e sob o ponto de vista epicurista,
muitas pessoas se deliciam com algumas das int-
meras variedades de cogumelos comestiveis, sendo
muitas vezes dificil para um leigo distingui-las, na
natureza, dos cogumelos venenosos.

Destas intmeras facetas dos fungos, vamo-nos fo-
car nos fungos como agentes causadores de doen-
¢as infeciosas nos animais. Sendo algumas das mi-
coses zoonoticas, ou seja, transmissiveis dos ani-
mais ao Homem, este também estara englobado,
juntando-se a Micologia Médica, relacionada com
micoses em humanos, com a Micologia Veterinaria,
mais focada nas micoses dos animais. As intoxica-
¢oes alimentares devido a ingestao de cogumelos
venenosos, ou as micotoxicoses devido a ingestao
de metabolitos de fungos como Aspergillus flavus
(aflatoxinas) nao serao abordados por nao serem
doencas infeciosas.

Patogenia dos fungos

Estima-se que das cerca de 2,2 a 3,8 milhoes de
espécies de fungos conhecidas atualmente, pouco
mais de 400 sao causadoras de doencgas nos animais.
A capacidade de os fungos causarem doenca pare-
ce ser um fenémeno acidental, visto que, com exce-
¢ao de alguns dermatofitos, a patogenicidade nao ¢
necessaria para a manutencgao ou disseminacao das
espécies fngicas.

Em geral, o desenvolvimento de micoses esta mais
relacionado com o estado imunolégico e com a
exposicao, normalmente ambiental, do hospedei-
ro aos fungos, do que com a capacidade de infe-
¢ao deste. A infecao em animais imunologicamen-
te competentes apenas ocorre com determinados
fungos que tém capacidades enzimaticas Gnicas,
possuem dimorfismo térmico e conseguem blo-
quear as defesas do hospedeiro.

A maior parte dos fungos sao, portanto, considera-
dos oportunistas e com uma baixa viruléncia intrin-
seca, causando infecao quase exclusivamente em
hospedeiros debilitados, com poucos mecanismos
de defesa. As infe¢oes fingicas deste tipo sao, princi-
palmente, candidiases, criptococoses e aspergiloses,
sendo mais de 95% associadas a Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus.
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Quadro 1 — Dimorfismo de algumas espécies de fungos e patogenia dependente das condic6es ambientais

Fungos Forma filamentosa Forma levedura Forma patogénica
Candida albicans 37 °C/pH alcalino 25 °C/ pH acido Filamentosa
Blastomyces dermatitidis 20-25°C 37°C Levedura
Histoplasma capsulatum 20-25°C 37°C Levedura
Cryptococcus neoformans 25 °C /H,0- 37°C/H,0+ Levedura
Cryptococcus gattii z :
PRINCIPAIS GRUPOS DE FUNGOS PATOGENICOS
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Alguns fungos patogénicos ou potencialmente pato- Nas micoses cutaneas, ou dermatomicoses, ne-
geénicos, apresentam dimorfismo, ou seja, podem al- nhum tecido vivo é invadido mas ocorrem altera-
ternar entre a forma de levedura e a forma filamen- ¢Oes visiveis nas zonas infetadas, resultantes da
tosa, consoante as condi¢coes externas ambientais, presenca do agente infecioso, dos seus metaboli-
como o pH e a temperatura, sendo a patogenia de- tos e da reacgao alérgica e da resposta inflamatoria
pendente da forma em que se encontram (Quadro 1). do hospedeiro, estando o tipo e a severidade desta
resposta relacionados com a espécie e a estirpe do
Tipos de micoses dermatofito que causa a infecéo.
Dermatomicoses Dermatofitoses sao das mais conhecidas dermato-
_ o Os fungos causadores utilizam a querating micoses, também comummente conhecidas por ti-
M'°°553t2”n‘zzr:'c'“'s' Afetam a pele, unhas, penas, pelo ou cabelo nhas, que infetam preferencialmente o couro cabe-
ou dermatomicoses Quando causadas por fungos dermatdfitos ludo e zonas pilosas, mas também as unhas e pele

denominam-se dermatofitoses . . . .
(Figura 3), tendo a capacidade de utilizar a querati-
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na visto possuirem a enzima queratinase.

Outra particulariedade dos dermatofitos é que sao
os tnicos fungos patogénicos obrigatoérios, pois de-
pendem da infe¢ao humana ou animal para sobre-
virem e disseminarem-se.

Os dermatofitos podem-se agrupar em trés grupos
epidemiologicos consoante a sua origem:

CLASSIFICACAO DOS DERMATOFITOS

1. Zoofiticos — Infetam principalmente os
animais, mas podem transmitir-se aos humanos
que contactem com os animais. Ex: Microsporon
canis.

2. Antropofilicos — Infetam os humanos

e raramente se transmitem aos animais,
provavelmente apds contacto com o humano.
Ex: Trichophyton rubrum, Microsporum audouinii,
Trichophyton schoenleinii, Trichophyton
tonsurans e Trichophyton violaceum sé tém
capacidade de infetar o Homem.

3. Geofilicos — Ocorrem naturalmente no solo
como saprébios de detritos com queratina,

mas podem infetar os animais e os humanos
que contactem com o solo. Ex: Microsporum

gypseum.

W

Figura 3 - Das espécies de dermatdfitos mais
comuns, algumas infetam habitualmente o

Homem como Epidermophyton floccosum,
Trichophyton rubrum ou T. mentagrophytes agentes,
respetivamente, do pé-de-atleta e da tinha, ou os
animais e o Homem como Microsporon canis.

Micoses sistémicas

Micoses dimérficas. Exemplos:
Micoses sistémicas Histoplasma capsulatum; Candida albicans

ou profundas Micoses oportunistas
(hospedeiros imunodeprimidos)

As micoses sistémicas envolvem o6rgaos vitais, po-
dendo ser croénicas e, em casos raros, fatais. A en-
trada no organismo da-se através de feridas abertas
ou da inalacao de esporos de fungos que existem no
solo e no ambiente. A corrente sanguinea ou 0 sis-
tema respiratorio conduzem o fungo aos diversos
orgaos do hospedeiro, podendo originar infecoes
internas em qualquer local.

Histoplasmose ¢ uma infecao intracelular do siste-

Espécies mais comuns de dermatéfitos

Espécies Habitat natural Incidéncia
Epidermophyton floccosum Humanos Comum
Trichophyton rubrum Humanos Muito Comum
T. mentagrophytes var. interdigitale Humanos Comum
Trichophyton tonsurans Humanos Comum
Trichophyton violaceum Humanos Pouco Comum
T. mentagrophytes var. mentagrophytes Roedores Comum
Trichophyton equinum Cavalos Raro
Trichophyton verrucosum Bovinos Raro
Microsporum canis Gatos Comum
Microsporum gypseum Solo Comum
Microsporum nanum Solo/Suinos Raro
Microsporum cookei Solo Raro
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ma reticuloendotelial causada pela inalacao de es-
poros do fungo Histoplasma capsulatum, existen-
tes no solo contaminado com fezes de aves ou de
morcegos, e pode ocorrer nos humanos e nos caes,
sendo rara noutros animais. O fungo forma capsu-
las nos pulmoes e através da corrente sanguinea
pode infetar rapidamente outros 6rgaos causando
infecao aguda muitas vezes fatal (Figura 4). Nao ha
evidéncias de transmissao da infe¢ao entre hospe-
deiros, seja humano ou animal.

INFECAO POR

INALACAO é
—_— pd’g —_—
85

HOSPEDEIRO

COLONIZACAO DE MACROFAGOS

Figura 4 - Fluxo de infe¢do por Histoplasma
capsulatum.

Nao sendo muito comum, esta micose ficou mais
conhecida em 1997 pelo facto de Bob Dylan ter sido
hospitalizado em risco de vida devido a histoplas-
mose.

Aproximadamente 95% dos casos de histoplas-
moses sao inaparentes, subclinicas ou benignas e
quando ha sintomas estes sao semelhantes aos da
tuberculose. Cinco por cento dos casos progridem
para doenga pulmonar cronica, cutanea ou sistémi-
ca que pode vir a ser fulminante e fatal.
Candidiase é uma micose primaria ou secundaria
muito comum, causada por membros do género
Candida que existe nas zonas mucosas dos huma-
nos e dos animais como comensal. A manifestagao
clinica pode ser aguda, subaguda, cronica ou episo-
dica e pode afetar a cavidade bocal, garganta, pele
(Figura 5), couro cabeludo, unhas, dedos, vagina,
pulmoes e trato gastrointestinal ou tornar-se sis-

Figura 5 - Candidiase na cavidade oral e na pele.

48

témica no caso de septicemia, endocardites e me-
ningites.

Em individuos saudaveis, as candidiases ocorrem
habitualmente quando a barreira epitelial esta al-
terada e ocorre em qualquer idade com mais inci-
déncia em bebés e pessoas idosas.

As candidiases sistémicas observam-se habitual-
mente em hospedeiros com o sistema imunolédgico
debilitado, e nos que fazem terapias agressivas ou
imunossupressoras.

A espécie de Candida que mais frequentemente
causa micoses € Candida albicans e, mais raramen-
te, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guillier-
mondii, C. kefyr (C. pseudotropicalis) e C.(torulopsis)
glabrata.

Isolamento de Candida spp em diferentes mucosas

Oral Gastro Vaginal

C. albicans 70% 51% 69%

C. glabrata 7% 10% 12%

7% 2% 6%

C. tropicalis

Criptococose ¢ uma micose causada por Crypto-
coccus neoformans e C. gattii que existe muito fre-
quentemente em fezes de aves como os pombos, e
pode apresentar-se na forma cronica, subaguda,
aguda ou sistémica, afetando o sistema nervoso
central e as meninges, mas também pulmoes, pele
(Figura 6) e ossos. As infecoes pulmonares sao
usualmente subclinicas, mas ao disseminar-se no
hospedeiro o alvo preferencial é o sistema nervoso
central.

Figura 6 - Les6es da pele provocadas por
Cryptococcus gattii; isolamento cultural e observacdo
microscopica.

Aspergilose causada por membros do género As-
pergillus provoca alergias, mas pode haver desen-
volvimento no interior do organismo, através da
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inalagao de esporos, originando processos invasi-
vos, inflamatoérios, granulomatosos e necrosantes
fundamentalmente nos pulmoes. A gravidade da
doenca dependera do estado imunologico do hos-
pedeiro e, sendo um género cosmopolita, da espécie
de Aspergillus envolvida, sendo as mais importan-
tes, sob o ponto de vista de patogenicidade, Asper-
gillus fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans e A.
terreus. A maioria das espécies existe na vegetacao
em decomposicao, ensilagem, alimentos para ani-
mais, e se as condicoes de temperatura e humidade
forem favoraveis observam-se a olho nu culturas
nestes substratos. Sendo os membros do grupo As-
pergillus fumigatus termofilicos estao adaptados a
desenvolver-se a temperaturas de 50 a 55 °C. Esta
espécie € muito comum em aves, infetando princi-
palmente os pulmoes e causando mortalidade ele-
vada (50% a 90%) em exploracoes avicolas.

O fungo também pode infetar os ovos embrionados
nas incubadoras (Figura 7), assim como o Gtero de
vacas gravidas e, através da placenta, desenvolver-
-se no feto causando aborto. Calculou-se que 64%
de abortos em bovinos foram devidos a infecao com
Aspergillus fumigatus.

Resumindo, as principais micoses que podem infe-
tar os animais de sangue quente e 0 Homem sao as
que constam no Quadro 2.

Figura 7 - Infe¢do pulmonar e embriondria de aves
com Aspergillus fumigatus.

Tratamento das micoses

Conhecendo as fontes de infecao habituais dos
fungos, o modo como se transmitem e as caracte-
risticas imunologicas do hospedeiro, a prevencao ¢
a melhor medida a aplicar para prevenir micoses.
Cuidados de higiene e boas condicdes sanitarias,
como ambientes arejados e limpos, ajudam a pre-
venir algumas micoses, principalmente as superfi-
ciais.

Para tratamento de micoses sistémicas usa-se ha-
bitualmente a anfotericina B, quando os fungista-
ticos do grupo dos azoéis nao tém efeito. Nas der-
matomicoses, os antifingicos usados sao também
azois como fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol ou imidazol.

Quadro 2 - Principais micoses infetantes de animais de sangue quente

Micoses Fungo Local de infecdo Fonte de infecdo
Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes,
Dermatofitoses | Epidermophyton floccosum, Microsporum Pele, pelo, penas, cabelo, unhas, pés Solo, ar, contacto com esporos
gypseum, M. canis
Histoplasmoses Histoplasma capsulatum Pulmdes Solo, ar, inalacao de esporos
Blastomicoses Blastomyces dermatitidis Pulmoes, pele, trato urogenital, cérebro Solo, ar, inalacao de esporos

Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata,
C. dubliniensis, C. krusei

Mucosas, trato intestinal, trato vaginal,
cavidade oral, pele, dedos

Flora endoégena comensal, contacto
com secregoes de pessoa infetada

Pulmdes, meninges, rins, figado,

préstata, 0ss0s Solo, contacto com fezes de aves
.

Aspergiloses Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger

Solo, inalacao de esporos
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O diagndstico laboratorial

dos fungos patogénicos

A identificacao correta dos fungos requer grande
experiéncia e treino especializado pois baseia-se,
maioritariamente, em caracteristicas morfologi-
cas, macroscopicas e microscopicas (Figura 8), e
pode ser morosa.

Figura 8 - A. Inoculagdo de amostras em diferentes
meios de cultura seletivos a incubacdo a diferentes
temperaturas (25 °C, 35-37 °C, 45 °C); B. Observagdo
macroscopica das coldnias desenvolvidas:

textura, cor, superficie, pigmentacdo do reverso;

C. Observagdo microscépica das coldnias apds
preparagdo e montagem: organizagdo, cor, forma,
tamanho e textura da parede celular dos conideos,
presenca de esporos sexuados.

Os testes bioquimicos, aplicados fundamentalmen-
te as leveduras, sao trabalhosos e demorados, po-
dendo-se utilizar cerca de 90 testes para identificar
corretamente uma levedura. Para fungos patogéni-
cos, o uso de galerias bioquimicas miniaturizadas
(API 20C AUX) para as espécies de leveduras mais
relevantes em clinica, como Candida spp e Crypto-
coccus neoformans, vem facilitar a caracterizagao
bioquimica e a identificacao (Figura 9).

Testes de moleculares: PCR
Galerias Bioquimicas

.

Figura 9 - Utilizagdo e fermentagdo de diferentes
substratos e amplificagdo por PCR de fragmentos de
DNA especificos do género ou espécie suspeito.

50

Os métodos moleculares, por serem mais rapidos
e faceis de executar por qualquer operador profi-
ciente em diagnostico molecular, sao aplicados em
laboratorios clinicos, mas sendo dirigidos especifi-
camente a determinadas espécies ou géneros fun-
gicos mais comuns em medicina humana e animal
poderao nao detetar o agente fingico causador da
infecao, se este nao for dos mais usuais (Figura 9).
A colheita das amostras adequadas, ap6s suspeita
clinica por sintomatologia ou observagao macros-
copica da zona infetada no caso das dermatomico-
ses, € essencial para um diagnostico correto.

Se se suspeitar de micose sistémica ou profunda
podem-se colher lavagens bronquiais, expetora-
¢oes, liquido pleural, cefalorraquidiano ou perito-
neal ou tecidos de biopsia. Pode-se observar ao mi-
croscopio preparagoes do proprio tecido, antes da
inoculagao nos meios de cultura especificos.

No caso de dermatofitoses deve-se raspar bem as
zonas periféricas e de crescimento mais recente da
lesao da pele, ou arrancar os pelos com o foliculo
(Figura 10).

Figura 10 - Colheita de amostras de pele usando a
técnica da escova e inoculagdo nos meios especificos.

Micoses diagnosticados em animais

no Laboratodrio de Bacteriologia

e Micologia do INIAV

Candida albicans é, de facto, a levedura mais fre-
quentemente identificada como causadora de mi-
coses internas em mamiferos, seguindo-se Can-
dida famata. As candidiases sao diagnosticadas a
partir de amostras de fezes e zaragatoas de exsu-
dado respiratorio de mamiferos marinhos, ou de
lavagens uterinas de equinos.

As aspergiloses mais frequentes sao devidas a As-
pergillus fumigatus, principalmente em aves, quer
sejam ou nao de aviario mas com maior incidéncia
nestas, tendo efeito devastador nos 6rgaos respira-
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torios e causando altas mortalidades. No entanto,
os seus hospedeiros nao se limitam as aves, ten-
do também sido identificado em exsudado nasal de
ocapi, mamifero artiodactilo.

Criptococose sistémica devida a Cryptococcus gat-
tii foi identificada num coala, a partir de liquido ce-
falorraquidiano, tendo um desfecho fatal.

Animais de sangue frio, como peixes e répteis, sao
também propensos a micoses, que sao restritas a
estes hospedeiros e a ambientes aquaticos e solo
htimido e, por isso, menos conhecidas e mais difi-
ceis de detetar, mas nao menos importantes, pois
podem levar a extingao de espécies animais.

E o caso do fungo Batrachochytrium dendrobatitis
e B. salamandrivorans que origina quitridiomico-
ses letais, levando ao declinio de populacoes de
espécies de anfibios em todo o mundo. A sua iden-
tificacao é feita por PCR diretamente em amostras
de zaragatoas da pele dos anfibios. Dado o impacto
mundial desta micose na diversidade dos anfibios,
o laboratorio de bacteriologia e micologia do INIAV
esta habilitado a fazer o seu diagnostico por méto-
dos moleculares.

Em peixes de aquario, como peixe-gato-listrado
(Aracana aurita), identificou-se micose sistémica
no rim e barbatanas devidas a Exophiala sp, leve-
dura aquatica demaciacia (de cor escura).

Existe, portanto, um nicho de micoses com impac-
to na diversidade das espécies animais, e que nao
afetam os animais de sangue quente de producao
ou de companhia, que necessita de ser explorado e
investigado futuramente. ©
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