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Resumo

Espécies fungicas do genero Aspergillus sio frequentemente associadas
com alta mortalidade de aves marinhas em cativeiro. Tendo em vista
que a aspergilose geralmente ¢ adquirida pela inalacio dos propagulos
fangicos presentes no ar, o estudo objetivou avaliar a qualidade do ar
quanto as espécies de Aspergillus, das instalagoes internas de um centro
de reabilitacio de animais marinhos que frequentemente recebe
pingtiins, gaivotas, albatrozes e petréis acometidos por alguma
moléstia. Oitenta e um dias de colheitas foram realizados distribuidos
em um perfodo de aproximadamente dois anos, através da exposicio
de placas de Petri contendo Agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol no ambiente, as quais foram posteriormente incubadas
a 25°C. As colonias identificadas como pertencentes ao género
Aspergillus, foram classificadas quanto a espécie através da avaliagao
macro e micro morfoldgica associada a uma chave de identificagéo.
Foram obtidos 43 isolados classificados em sete espécies distintas,
sendo A. fumigatus a predominante correspondendo a 27,9%, seguida
de A. nger, A. flavus e outras quatro espécies de Aspergillus sp.,
demonstrando que as aves marinhas estio expostas a espécies fungicas
com potencial patogénico, o que enfatiza a necessidade de um controle
microbiolégico no ambiente onde sao mantidos os animais em
cativeiro.
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Introducao

Os microrganismos do género
Aspergillus estao distribuidos mundialmente
e sdo considerados os fungos filamentosos
anemofilos de maior importancia quanto a
contaminacdo do ar de recintos fechados.
Este género na forma anamorfa pertence a
divisio Eucomycota, subdivisao
Deuteromicotina, classe Hyphomycetes,
ordem Moniliales, familia Moniliaceae e
apresenta mais de cem espécies, as quais sa0
identificadas conforme caracteristicas
morfologicas, sendo atualmente divididas em
seis subgéneros, Aspergillus, Fumigati, Ornati,
Clavati, Nidulantes ¢ Circumdati, com uma ou
mais secoes.'?
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Todas as espécies de Aspergillus
formam colonias filamentosas de diferentes
caracteristicas que microscopicamente
apresentam  hifas  septadas  de
aproximadamente 4mm de diametro, e
estruturas de frutificacio tipica formada por
célula-pé, conidiéforo, vesicula, métula ¢/ou
fialide que promovem a reproducio
assexuada do fungo através da producio de
fialoconidios. Algumas espécies de Aspergillus
apresentam a forma sexuada caracterizada
pela presenca de cleistotécios, ascos e
ascosporos. Nestes casos, o fungo ¢
classificado como teleomorfo e pertencente
a um dos oito géneros Emericella, Eurotinm,
Chacetosartorya, Neosartorya, Petromyces,
Hemicarpenteles, Sclerocleista ou Fennellia."*



Cerca de 20 espécies do género
Aspergillus sao consideradas patogénicas, com
capacidade de causar a aspergilose, doenca
freqiientemente associada a alta mortalidade
de pingliins e outras aves marinhas em
cativeiro. Esta micose geralmente é adquirida
por inalacdo dos propagulos fungicos
presentes no ambiente, podendo caracterizar
uma infeccio nosocomial.*>6787
A suscetibilidade das aves a esta micose é
determinada, principalmente, por
peculiaridades do seu trato respiratorio,
como auséncia de diafragma e presenca de
sacos aéreos que proporcionam um
excelente local de colonizagao fungica, com
6timas condi¢bes de temperatura e oxigénio
e pouca vasculatizacio."

Em centros de recuperacao de
animais marinhos os quais recebem
constantemente aves para reabilitacio, como
gaivotas, pingiins, albatrozes e petréis, a
predisposicao a aspergilose é ainda maior, a
medida que frequentemente estas aves sio
recebidas com alguma injuria primaria, e
submetidas ao “stress” do cativeiro, o que
agrava sua imunossupressio. "> Em vista
desta realidade, o trabalho teve como
objetivo avaliar a qualidade do ar quanto a
presenca de espécies de Aspergillus no
ambiente interno de reabilitacio de um
centro de recuperagdo de animais marinhos,
localizado na cidade de Rio Grande,
RS, Brasil.

Material e Método

A avaliagao da presenca de espécies
de Aspergillus foi realizada por um perfodo
de aproximadamente dois anos, onde foram
colhidas amostras das instalacoes internas do
Centro de Recuperacio de Animais
Marinhos (CRAM) da Fundacao
Universidade Federal de Rio Grande e
realizadas as identificacGes taxondmicas dos
microrganismos no Setor de Micologia da
Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas (FV-UFPel), com
confirmac¢io no Departamento de
Micologia da Fundagdo Oswaldo Cruz.

O ambiente estudado apresentava
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12m de comprimento, 4m de largura e 4m
de altura, com paredes azulejadas e ventilagdo
natural feita por meio de dois portoes de
2x2m localizados nas duas extremidades da
sala de cativeiro. A limpeza era realizada
como pratica constante e rotineira no
CRAM mantendo o ambiente higienizado,
embora no perfodo noturno ocorresse
acumulo de excre¢oes dos animais, a qual
era eliminada no primeiro horario da manha.

As colheitas das amostras foram
realizadas a cada 10 dias através da técnica
de sedimentagdo. As placas de Petri contendo
Difco-Agar Sabouraud dextrose acrescido
de cloranfenicol (50mg/L) foram abertas
por 15 minutos em trés pontos distintos do
ambiente de cativeiro interno a uma distancia
de aproximadamente 1,5m do solo, sendo
posteriormente encaminhadas ao Setor de
Micologia (FV-UFPel).

As placas foram incubadas a 25°C
por até sete dias com observagao diaria do
crescimento fungico. Depois de decorrido
este periodo todas as colonias filamentosas
foram submetidas a exame direto com
Lactofenol azul de algodao, e observadas
a0 microscopio Otico em um aumento de
100 e 400X. Das colonias identificadas como
pertencentes ao género Aspergillus foram
realizados repiques em tubos de ensaio
contendo Difco-Agar Batata (PDA) para
obten¢ao da cultura pura.

Todas as amostras foram
armazenadas na micoteca em tubos de
ensaio contendo PDA acrescido de d6leo
mineral estéril, e sob refrigeragio (4°C) em
frascos fechados contendo 10ml de solucao
salina 0,9% tamponada estéril (PBS).

A classificacdo das espécies de
Aspergillus foi realizada conforme protocolo
e chave de identificagdo propostos por
Klich?, e confirmada pela descri¢ao de Raper
e Fennell °. Para isso, foram utilizados quatro
meios de cultivo diferentes (Difco-Agar
Malte, Difco-Agar Czapek, Difco-Agar
Czapek acrescido de extrato de levedura,
Difco-Agar Czapek acrescido de extrato de
levedura e 20% de sacarose), e sete dias de
incuba¢io em temperaturas de 37°C e/ou
25°C. Apés este periodo foram avaliadas
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caracterfsticas macro morfolégicas como
coloracio do anverso e reverso, didmetro,
presenca de esclerécios, exsudato e/ou
pigmento soluvel das colonias nos quatro
meios semeados. O cultivo em lamina foi
realizado para avaliacgio da micro-
morfologia do fungo observando
caracteristicas do conidiéforo, vesicula,
métula e/ou fidlide, conidios, presenca de
aleuroconidios, cleistotécios, ascos,
ascosporos e/ou células estéreis (células de
Hiille) circundando os cleistotécios.

Resultados e Discussao

Durante o experimento foram
efetuados 81 dias de colheitas, dos quais 27
(33,3%) foram positivos para o isolamento
de uma ou mais espécies de fungos do
género Aspergillus, obtendo-se um total de
43 isolados de Aspergillus spp.

Dos 43 isolados, vinte e dois
pertenciam ao subgénero Circumdati,
apresentando caracterfsticas como vesicula
globosa e fértil em toda superficie,
disposta de forma radiada, com métula
frequentemente presente (Figura 1A). Doze
isolados apresentaram conidiéforos lisos,

vesiculas piriformes a clavadas, auséncia de
métula e conidios verde-acizentados a azul-
acizentados, caracteristicas referentes ao
subgénero Fumigati (Figura 1B). Seis isolados
do subgénero Nidulantes se caracterizaram
por conidi6foro liso, vesicula subglobosa a
clavadas férteis na metade superior, com a
presenca de métulas de distribuicdo colunar
ou radiada e alguns com aleuroconidios
(Figura 1C). E trés isolados foram
identificados como pertencentes ao
subgénero Aspergillus, caracterizado por
conidiéforo de paredes lisas, vesiculas
subglobosas com fialides na porg¢io
superior, auséncia de métula, conidios
geralmente em tons de verde, e presenca de
cleistotécios com ascos e ascOsporos
(Figura 1D).

Quanto a classificagdo por espécies,
do total de isolados de Aspergillus spp., 12
foram identificados como pertencentes ao
subgénero Fumigati, secio Fumigati, espécie
A. fumigatus; 11 ao subgénero Circumdati,
secao Nigri, espécie A. niger; sete ao
subgénero Circumdati, se¢ao Flavi, espécie A.
Sflavus; quatro ao subgénero Circumdati, segio
Circumdati, espécie A. candidus; trés ao
subgénero Nidulantes, secao Terrei, espécie A.

Figura 1 — Estruturas de reproducédo de diferentes subgéneros de fungos Aspergillus. [A] Subgénero Circumdati;
[B] Subgénero Fumigati; [C] Subgénero Nidulantes, detalhe dos aleuroconidios encontrados na espécie
A. terreus; [D] Subgénero Aspergillus, seta preta e branca demonstrando, respectivamente, estrutura de
reproducgao assexuada e sexuada

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, n. 3, p. 174-179, 2008



terreus; trés ao subgénero Nidulantes, se¢ao
Versicolores, espécie A. versicolor; e trés ao
subgénero Aspergillus, secao Aspergillus,
espécie teleomorfa Eurotium chevalieri
(Tabela 1).

Diversos estudos da qualidade do ar
de ambientes internos tém sido realizados,
porém muitos enfocam a classificacdo
taxonomica dos microrganismos somente
até género fungico, sem identifica¢io de
espécie. Nestes trabalhos o género Aspergillius
se destaca como um dos principais fungos
anemofilos presentes em ambientes internos
141516177 qual foi encontrado em 33,3%
das amostras do presente estudo.

Quanto as espécies de Aspergillus, as
trés principais isoladas foram previamente
documentadas como as mais freqiientes em
ambientes hospitalares por Leenders et al.'®
na Holanda, e Panagopoulou et al."” na
Grécia. Neste tltimo trabalho, a espécie mais
prevalente foi o .A. niger (39,2%) seguido do
A. flavus (17,5%) e A. fumigatus (7,7%), sendo
que os autores isolaram também em menor
quantidade (6,6%) A. nidulans e A. terreus”.

Ja nos EUA, Cooley et al.?’; em
estudo da qualidade do ar de escolas
encontraram somente trés espécies de
Aspergillus, A. flavus, A. glancus e A. versicolor,
diferindo consideravelmente do ambiente
avaliado no CRAM, onde foram isoladas
sete diferentes espécies com predominancia
de A. fumigatus que nio foi isolada em
nenhuma colheita realizada nas escolas pelos

177

referidos autores. Em um amplo trabalho
de Shelton et al.*! quanto a presenca de
fungos anemofilos em 1.717 prédios,
incluindo escolas, hospitais, residéncias e
industrias, resultados similares foram
encontrados em relagdao a algumas espécies
como A. fumigatus, A. niger e A. flavus, porém
os autores encontraram A. versicolor como
espécie predominante, isolada em alta
freqiiéncia, distinguindo das colheitas
realizadas no CRAM.

Estas diferencas podem ser
explicadas pelo tipo de ambiente estudado,
bem como pelas variacdes geograficas e
regionais que estdo diretamente relacionadas
a concentragao fungica nos ambientes
internos®, a qual pode ainda ser influenciada
por fatores climaticos e sazonais. '>'° Outros
trabalhos semelhantes, de fungos anemofilos
em centros de reabilitagdao, zoolégicos ou
aviarios nao foram encontrados na literatura,
por isso os dados do presente estudo foram
confrontados com resultados descritos em
distintos ambientes internos, apesar da
grande diferenca entre estes locais,
principalmente no que se refere a presenca
de matéria organica.

A espécie com maior percentual de
isolamento foi A. fumigatus, cuja importancia
esta relacionada a sua alta patogenicidade.
Esta espécie é considerada o principal agente
etiologico da aspergilose, responsavel por 90
a 95% dos casos clinicos, e frequentemente
relacionada a alta mortalidade de pingtiins e

Tabela 1 - Espécies de Aspergillus isoladas do ar das instalagdes de um Centro de Recuperacdo de Animais
Marinhos (CRAM, Rio Grande, RS, Brasil), em um periodo de aproximadamente dois anos.

N (%) Subgénero Secao Espécie
12 (27.9) Fumigati Fumigati A. fumigatus
11 (25,6) Nigri A. niger
7 (16.3) Circumdati Flavi A. flavus

4(9.3) Circumdati A. candidus

3(6.9) ) Terrei A. terreus

3(6.9) Nidulantes Versicolores A. versicolor

3(6,9) Aspergillus Aspergillus E. chevalieri
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outras aves marinhas em cativeiro. % 10.12.22.23

Dentre os fatores de patogenicidade do 4.
fumigatus pode-se destacar a termotolerancia,
a velocidade de crescimento, o pequeno
diametro de seus conidios, e a produgio de
enzimas e toxinas. Todas estas caracteristicas
facilitam a penetragao e o desenvolvimento
fungico no organismo do hospedeiro, que
desencadeiam a aspergilose.*

Os estudos da qualidade do
ar vem sendo realizados com o
intuito de contribuir com a saude dos
individuos a medida que fornecem dados
sobre comportamento, sobrevivéncia e
distribuicdo dos microrganismos fungicos
no ambiente. Tendo em vista que estes
microrganismos anemoéfilos sao
constantemente inalados e podem causar
danos a saude, desde uma leve alergia
respiratéria a uma doenga grave e invasiva,
os resultados colaboram para elaboragao de
medidas de prevenc¢do por fornecer dados
sobre as possiveis fontes de contaminacao e

a presenca de determinados fungos nas
instalacoes. #1202

Conclusao

A presenca de fungos do género
Aspergillus no local de reabilitacio de animais
marinhos, com predomindncia de A.
Sfumigatus, fundamenta a necessidade de um
controle microbiolégico no ambiente a
medida que grande parte dos animais em
reabilitacdo encontra-se imunossuprimida,
podendo desenvolver a aspergilose pela
inalacao dos conidios anemofilos.
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Air contamination with Aspergillus species at an indoor rehabilitation centre

for sea animals

Abstract

Key words:
Air.
Aspergillosis.

Aspergillosis in captivity seabirds is often associated with elevated
rates of mortality. The infection is usually acquired by inhalation of
airborne fungal conidia. The aim of this study was to evaluate the
presence of Aspergillus species in the indoor environment of a
rehabilitation centre for matine animals in Southern Brazil. This centre
continuously receives injured penguins, seagulls, albatrosses and
petrels. Petri dishes plates with Agar Sabouraud dextrose and
chloramphenicol were left open for 15 minutes in 3 distinct points in
the rehabilitation centre and then incubated at 25°C. During a period
of two years the indoor air was sampled in 81 occasions. A total of 43
isolates belonging to 7 different Aspergillus species were recovered.
Aspegillus fumigatus was the predominant species (27.9%), followed
by A. niger (25.6%), and A. flavus (16.3%). Four other Aspergillus
species were isolated. This study demonstrates that seabirds were
exposed to pathogenic Aspergillus species in our rehabilitation centre,
reinforcing the need for a strict microbiology control of the indoor air
in the captivity environment.

Penguin.
Mycology.
Seabird.
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