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1. INTRODUGCAO

A aspergilose € uma doenga fungica de importancia reconhecida em aves
marinhas de cativeiro, principalmente em pinguins durante a reabilitagdo, sendo
responsavel por até 50% dos casos de 6bitos nesses animais (SILVA-FILHO et
al., 2015). A infecgcdo ocorre principalmente a partir da inalagdo de propagulos
fungicos, e Aspergillus se¢do Fumigati caracteriza-se como o principal agente
etiologico responsavel pela doenca (XAVIER et al., 2007).

Inseridas na secdo Fumigati, espécies como A. fumigatus stricto sensu, A.
lentulus e A. felis sdo apontadas como as principais causas de aspergilose em
humanos, ndo havendo dados na literatura sobre as espécies causadoras desta
micose em aves marinhas. Atualmente a identificacido de espécies de Aspergillus
sé é possivel por métodos moleculares, uma vez que espécies da mesma secao
possuem caracteristicas fenotipicas muito semelhantes (LAMOTH, 2016). O
conhecimento do agente causal da aspergilose tem relevancia ndo somente
epidemiologica, como também devido ao fato de que diferentes espécies
pertencentes a uma mesma sec¢ao apresentam caracteristicas distintas de
viruléncia e resisténcia a antifungicos (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2014;
HOF; KUPFAHL, 2009).

Apesar de haver extensa literatura sobre a aspergilose em aves, ainda n&o
ha relatos dessa doenga em albatrozes. Albatrozes sao aves marinhas de vida
longa, tendo expectativa de vida de até 60 anos, sendo que a espécie
Talassarche melanophris (albatroz-de-sobrancelha-negra) ndo se reproduz no
litoral brasileiro, somente utiliza as aguas no litoral sul do Rio Grande do Sul para
alimentagao, inclusive durante o periodo reprodutivo, realizando longas viagens
para forrageio (BUGONI et al., 2008).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi relatar casos de aspergilose
durante a reabilitagdo de albatrozes e realizar a identificagdo molecular dos
principais agentes causais de Aspergillus secdo Fumigati.

2. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo retrospectivo, incluindo todos os albatrozes que
morreram durante a reabilitacdo no Centro de Recuperacdo de Animais Marinhos
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da Universidade Federal do Rio Grande (CRAM-FURG) (32°01'34” S, 52°06'21”
O), a partir do ano de 2015.

Avaliando o resultado dos exames post-mortem no banco de dados do
CRAM-FURG, foram considerados casos de aspergilose os animais que durante
a necropsia apresentaram lesdes em trato respiratério compativeis com a doenga,
com demonstragcédo de invasao tecidual por hifas hialinas septadas em angulo de
45° em cortes histopatologicos corados com Hematoxilina-Eosina, acido periddico
de Schiff (PAS) e Prata (Grocott). A confirmagédo do agente etiolégico se deu por
isolamento em cultivo realizado em Agar Sabouraud Dextrose a 30°C por sete
dias.

Para identificacdo do agente causal, foram recuperados os isolados desses
albatrozes armazenados na micoteca do Laboratério de Micologia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande. As colonias foram
classificadas em sec¢des a partir de caracteristicas fenotipicas macro e
microscopicas. Para a identificagdo molecular da espécie dos isolados
classificados como Aspergillus secao Fumigati, foi realizada a extracdo do DNA
gendémico conforme WOODS et al., (1993) para a amplificagdo de uma regiédo de
492 pares de bases do gene benA pela reagdo em cadeia da polimerase de
acordo com STAAB et al., (2009). O produto amplificado foi purificado e
sequenciado utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer.
Para confirmacdo da espécie, foi realizado BLAST das sequencias a partir do
GenBank.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo estudado, 14 albatrozes foram a ébito durante a reabilitagdo no
CRAM-FURG, sendo inseridos no estudo. Destes, a aspergilose foi diagnosticada
em trés albatrozes-de-sobrancelha-negra (T. melanophris), representando uma
mortalidade atribuida de 21%. Embora essa mortalidade atribuida seja menor que
a descrita em pinguins-de-Magalhdes em recupera¢cdo no mesmo Centro (48,5%)
(SILVA-FILHO et al., 2015), o estudo se destaca pela descri¢do inédita da doenga
neste outro grupo de aves marinhas. De fato, ndo ha dados na literatura sobre a
importancia da aspergilose como causa-mortis de albatrozes em recuperagdo, ao
contrario do que ocorre com pinguins, para os quais a doenga é considerada um
fator limitante na reabilitagdo (XAVIER et al., 2011).

As lesbes macroscopicas observadas foram granulomas branco-
amarelados variando entre 0,1 e 0,5cm de diametro, distribuidos difusamente
pelos pulmbes e sacos aéreos. Duas aves apresentaram coldnias fungicas nos
brénquios, e uma ave apresentou a forma disseminada da doenca, com presencga
de granulomas nos rins. Nas analises histopatologicas foram observados
granulomas imaturos, constituidos por amplos focos de necrose e em torno
dessa, infiltrado inflamatério com predominio de macrofagos e heterofilos. A
capsula fibrosa era discreta ou ausente. No interior dessas lesdes foram
observadas hifas fungicas, as quais foram visualizadas no HE e evidenciadas pelo
PAS e Groccott. As lesbes macro e microscopicas observadas nessas aves foram
compativeis com o descrito na literatura para outras espécies de aves, e 0s
infiltrados inflamatorios predominantemente de macréfagos e heterodfilos sao
observados com frequéncia em hospedeiros imunocompetentes (JONES;
OROSZ, 2000, XAVIER et al., 2011)

De acordo com a classificagdo a partir de caracteristicas macro e micro
morfolégicas, Aspergillus secao Flavii foi responsavel pela doenga em um dos
exemplares de albatroz acometidos, enquanto Aspergillus se¢ado Fumigati foi o agente
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etioldgico dos outros dois exemplares. A andlise do sequenciamento genético
demonstrou que as sequéncias dos dois isolados de Aspergillus secdo Fumigati obtidos
foi 100% homodlogo a Aspergillus fumigatus stricto sensu (sequencia de referéncia n°
LC377774.1 do Genebank). Apesar de nao estarem estabelecidas as implicagcbes
clinicas relacionadas as diferentes espécies da seg¢ao Fumigati, estudos
experimentais demonstram caracteristicas que devem ser exploradas, como
exemplo, a menor suscetibilidade ao itraconazol apresentada por A. lentulus
quando comparado a A. fumigatus stricto sensu (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al.,
2014), e a producdo de metabdlitos secundarios, como a gliotoxina, o que
compete maior fator de viruléncia a algumas espécies dessa segdo, como por
exemplo, Aspergillus fumigatus stricto sensu (HOF; KUPFAHL, 2009).

Dessa forma, considerando que as aves sao particularmente suscetptiveis
a gliotoxina (TELL et al., 2005) a investigagdo molecular das principais espécies
envolvidas nas infec¢gdes por Aspergillus em aves marinhas € importante para o
levantamento epidemiolégico da doenga, a partir do qual poderao ser tragadas as
implicagdes clinicas das infec¢gdes causadas pelas diferentes espécies.

4. CONCLUSOES

O estudo relata pela primeira vez casos de aspergilose em albatrozes-de-
sobrancelha-negra, e demonstra a importancia da doenga como responsavel por
cerca de 20% dos 6bitos ocorridos nestas aves durante a reabilitacdo. Em adicéo,
a identificagcdo molecular do agente etiolégico em nivel de espécie, contribui para
um melhor conhecimento do perfil epidemioldgico da doenga.
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