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Resumo
A aspergilose caracteriza-se por ser a principal causa de mortalidade de pinguins em cativeiro. 
A infecção pelo gênero Aspergillus ocorre principalmente por via aérea, porém o fungo pode ter 
dispersão pela água. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a água do tanque onde 
os pinguins-de-Magalhães permanecem para reabilitação no Centro de Recuperação de Animais 
Marinhos de Rio Grande, RS, Brasil, quanto à presença de fungos filamentosos do gênero Aspergillus. 
As amostras de água foram coletadas semanalmente durante um período de 10 meses e processadas 
em um período máximo de seis horas utilizando-se a técnica da membrana filtrante, com incubação 
a 25 ºC e 37 ºC por até sete dias. Das 40 amostras analisadas, 32 foram positivas para o isolamento 
do gênero Aspergillus, sendo que dessas 60% pertenciam à espécie A. fumigatus. Algumas variáveis 
interferiram significativamente no isolamento do gênero Aspergillus e/ou da espécie A. fumigatus, 
como temperatura de incubação, sazonalidade e densidade populacional. Este trabalho demonstra 
que Aspergillus spp. está presente na água, podendo essa ser uma potencial fonte de infecção para os 
pinguins em reabilitação. 
Palavras-chaves: aspergilose; centro de reabilitação; qualidade da água; Spheniscus magellanicus.
 
Abstract 
Aspergillosis is the main cause of mortality in captivity penguins. The infection occurs mainly by 
conidia inhalation of the Aspergillus genus, however, the fungus can also be dispersed by water. 
Therefore, this study aimed to evaluate water quality of the pool where the rehabilitated penguins 
remain at Centro de Recuperação de Animais Marinhos in Rio Grande city, Brazil, searching for the 
presence of the fungus Aspergillus spp. Water samples were collected weekly during a ten-month 
period and processed within six hours, applying the technique of filtrating membrane, with incubation 
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at 25 ºC and 37 ºC during seven days. Of the forty samples analyzed, thirty-two were positive for 
the presence of Aspergillus genus, from these 60% correspond to A. fumigatus. Some variables 
significantly interfered on the isolation of Aspergillus genus and/or Aspergillus fumigatus specie, 
such as incubation temperature, seasonality and population density. This study showed Aspergillus spp. 
is present in the water, being one of the possible sources of infections for penguins in rehabilitation.   
Keywords: aspergillosis; rehabilitation center; Spheniscus magellanicus; water quality.
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Introdução

  
A aspergilose é uma infecção fúngica oportunista, primariamente respiratória, causada por fungos 
do gênero Aspergillus(1,2). Este gênero caracteriza-se por fungos filamentosos com hifas hialinas, 
septadas e ramificadas em ângulo agudo, as quais se diferenciam em estruturas reprodutivas típicas 
para dar origem aos conídios(3). Dentro desse gênero, a espécie responsável pelo maior número de 
casos clínicos tanto em pinguins quanto nos demais hospedeiros é A. fumigatus(4-7), a qual apresenta 
colônia pulverulenta, verde-azulada e de rápido crescimento(8).
A aspergilose é considerada a maior causa de mortalidade em pinguins em cativeiro(1,3,5,7). No município 
de Rio Grande, RS, o Centro de Recuperação de Animais Marinhos (CRAM) recebe anualmente 
de dezenas a centenas de pinguins-de-Magalhães (Spheniscus magellanicus) para reabilitação(9). 
Muitos destes acabam vindo a óbito por aspergilose, a qual influencia significativamente nas taxas de 
liberação e reintrodução dos pinguins recebidos em seu habitat natural(9,10).
Os pinguins-de-Magalhães (Spheniscus magellanicus) são aves marinhas, pertencentes à Ordem 
Sphenisciformes(11), que se reproduzem no sul da costa da América do Sul, nas Ilhas Malvinas e 
também na Terra do Fogo, no Chile(12). No inverno e na primavera, os pinguins migram em direção 
ao norte do Brasil para se alimentarem. Durante a migração ficam expostos a adversidades do meio, 
principalmente à poluição dos oceanos com derivados de óleo(12-15), chegando aos centros de reabilitação 
debilitados, o que os torna suscetíveis ao desenvolvimento da aspergilose. A debilidade dos animais 
encaminhados ao CRAM está associada a fatores climáticos e ambientais, como escassez de alimento 
durante a migração ou intempéries devido a efeito El Niño, ou ainda, a fatores antropológicos como 
injúrias traumáticas por pesca ou contaminação por derivados de petróleo liberados em alto mar(16,17).
A infecção por Aspergillus spp. ocorre principalmente por via aérea, a partir da inalação dos conídios 
anemófilos infectantes; no entanto, estudos sugerem que a água pode também ser uma importante 
fonte de infecção(18-22). Devido à grande capacidade de esporulação que estes fungos possuem na água, 
são capazes de formar micronichos ambientais em um pequeno período de tempo, dificultando a 
desinfecção do ambiente(22-24). Neste sentido, o estudo objetivou avaliar a qualidade da água do tanque 
onde os pinguins permanecem para reabilitação no CRAM, quanto à presença de fungos filamentosos 
do gênero Aspergillus spp.

Material e Métodos

As coletas foram realizadas semanalmente durante o período de março a dezembro de 2013 no Centro 
de Recuperação de Animais Marinhos (CRAM) no Museu Oceanográfico “Prof. Eliézer de Carvalho 
Rios” da Universidade Federal de Rio Grande (FURG), localizado no município de Rio Grande, 
RS, totalizando 40 amostras, das quais três ocorreram no verão, 13 no outono, 13 no inverno e 11 na 
primavera.
Foi coletada amostra semanal de água do único tanque onde os pinguins permanecem durante a 
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reabilitação no CRAM. As amostras consistiam em um litro de água coletadas em frascos esterilizados, 
no período da manhã, sendo imediatamente encaminhadas para o Laboratório de Micologia da 
Faculdade de Medicina da FURG.
As amostras foram processadas em um período máximo de seis horas após a coleta, em cabine de 
segurança biológica. Foi empregada a técnica de membrana filtrante, utilizando-se membranas de 
nitrocelulose (Millipore®), com poros de 0,45 µm, conforme descrito por Varo et al.(22). Primeiramente, 
foi realizada a aferição do pH da água, utilizando-se fitas pH- Fix 0 – 14 (Macherey-Nagel®). Na 
sequência, as amostras foram separadas em duas alíquotas de 250 mL, e os 500 mL restantes foram 
desprezados. O conteúdo de 250 mL de cada frasco foi filtrado e, após este processo, as membranas 
foram divididas em dois fragmentos semelhantes e então subdivididas em seis, resultando em 12 
fragmentos. A semeadura destes fragmentos foi realizada em duplicata dispondo seis fragmentos 
em cada placa de Petri contendo ágar Sabouraud-dextrose (SDA), suplementado com cloranfenicol 
(30mg/100mL). Em seguida, as placas foram incubadas em estufas microbiológicas com temperaturas 
ajustadas em 25 °C e 37 °C por sete dias, sendo avaliadas quanto ao crescimento fúngico a partir do 
segundo dia. Ao final do período de incubação, foi realizada a contagem de unidades formadoras de 
colônias (UFC) por amostra coletada.
As colônias isoladas foram subcultivadas pela técnica de esgotamento para obtenção de cultivos puros 
e posterior identificação, que foi realizada a partir de características macro e micromorfológicas. 
As características macromorfológicas avaliadas consistiram no tamanho da colônia, características 
dos bordos, textura, relevo e pigmentação. Já as análises micromorfológicas foram realizadas pela 
técnica de microcultivo em ágar-batata, visando identificar as estruturas vegetativas e especialmente 
as estruturas reprodutivas específicas dos gêneros de fungos filamentosos.
As variáveis estudadas consistiram em temperatura de incubação, sendo considerada a média das 
duplicatas de cada temperatura; pH da água; estação do ano e densidade populacional. Esta última foi 
caracterizada pela quantidade de pinguins em reabilitação no tanque no período da coleta, a qual foi 
categorizada em dois grupos: até cinco animais e acima de cinco. 
Os resultados foram analisados com a utilização do programa estatístico SPSS 19.0, utilizando-se o 
teste de Qui-quadrado, com nível de significância de 95% (p<0,05).

Resultados e Discussão

Das 40 amostras coletadas, 97,5% (n=39) foram positivas para o isolamento de fungos filamentosos, 
totalizando 1028 UFC, sendo 12% (122 UFC) do gênero Aspergillus isoladas em 80% (n=32) das 
amostras. Dentre as espécies do gênero Aspergillus, foram identificadas as espécies A. niger, A. flavus 
e A. fumigatus, sendo que esta última representou 61% (74 UFC) dos isolados de Aspergillus spp.
De acordo com Varo et al.(22), a água pode ser uma possível fonte de contaminação para os fungos 
do gênero Aspergillus, podendo formar micronichos neste ambiente. Esta afirmação corrobora os 
resultados obtidos, confirmando a presença destes fungos potencialmente patogênicos na água onde 
os pinguins permanecem para reabilitação no CRAM. 
O isolamento de fungos do gênero Aspergillus ocorreu em cerca de 70% (29/40) e 50% (21/40) das 
amostras incubadas a 37 °C e 25 °C, respectivamente, sem diferença estatística significativa. Porém, a 
espécie A. fumigatus foi significativamente mais prevalente (p=0,043) nas amostras incubadas a 37 °C 
do que nas amostras incubadas a 25 °C, representando 55% (22/40) e 32,5% (13/40) de positividade, 
respectivamente. 
A maioria dos fungos são mesófilos, apresentando uma temperatura ótima de crescimento entre 20 ºC 
e 30 ºC. No entanto, a termotolerância que permite que os microrganismos germinem a temperaturas 
mais elevadas (acima de 37 °C) é uma característica do gênero Aspergillus(25-27), o que explica a maior 
prevalência encontrada neste estudo de isolamento deste microrganismo à temperatura de 37 °C em 
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relação a 25 ºC. A 25 ºC há um maior número de isolados fúngicos de distintos gêneros e espécies, o 
que aumenta a competitividade entre eles e dificulta o isolamento de um gênero específico(27). 
Segundo Latgé(25) , a espécie A. fumigatus apresenta termotolerância mais elevada que as outras 
espécies do gênero, o que condiz com as informações encontradas nesta pesquisa(27). A termotolerância 
é ainda um dos fatores que contribuem com a alta patogenicidade da espécie, sendo a maior causadora 
de casos clínicos em pinguins(6,27), os quais apresentam uma temperatura corporal de cerca de 40 ºC(2).
O pH das amostras de água coletadas variou de 7 a 9 e não influenciou significativamente (p>0,05) no 
isolamento do gênero Aspergillus, bem como da espécie A. fumigatus. Este gênero fúngico foi isolado 
em 100% (2/2) das amostras de água com pH 9, em 83,3% (15/18) com pH 7, e em 73,7% (14/19) 
com pH 8; em uma amostra não foi possível fazer a avaliação do pH. 
Essa taxa similar de isolamento de fungos do gênero Aspergillus encontrada em distintos valores de 
pH das amostras de água pode ser explicada pelo fato de que este gênero fúngico é capaz de regular 
o seu pH interno, independente do ambiente externo, podendo habitar ambientes de pH ácidos a 
alcalinos, com variação de 3,5 a 9(28,29). Há poucos estudos na literatura que analisam a variação do 
pH em A. fumigatus; entretanto, autores concordam que a espécie deve apresentar regulações internas 
semelhantes à de outras espécies do gênero(30-32). 
Em relação às estações do ano, das 40 amostras analisadas, Aspergillus spp. foi isolado em 66,7% 
(2/3), 69,2% (9/13), 76,9% (10/13) e 100% (11/11) das amostras colhidas no verão, outono, inverno e 
na primavera, respectivamente, sem apresentar diferença estatística significativa (p>0,05). No estudo 
realizado por Mezzari et al.(33), a estação que apresentou maior concentração de Aspergillus spp. no 
ambiente foi o verão, principalmente pelo aumento da temperatura, condição que permite um maior 
desenvolvimento desses microrganismos(34–36); no entanto, no presente estudo, a sazonalidade não 
influenciou no isolamento deste gênero fúngico, embora o número de amostras coletadas no período 
de verão tenha sido escasso em relação às demais estações, devido a uma limitação referente ao 
período de realização do trabalho. 
Com relação especificamente ao isolamento da principal espécie patogênica, A. fumigatus, a 
sazonalidade influenciou significativamente (p<0,001), sendo que na primavera e no inverno 
obtiveram-se os maiores números de amostras positivas, 100% e 76,9%, respectivamente; enquanto 
que no verão nenhuma amostra foi positiva e no outono houve 30,8% de positividade. Esse alto nível 
de significância encontrado quanto à influência da sazonalidade no isolamento da espécie A. fumigatus 
pode ser justificado pela variação das condições ambientais ao longo das estações na cidade de Rio 
Grande, RS, Brasil. A alta positividade encontrada na primavera e no inverno pode estar relacionada 
a boas condições ambientais para o desenvolvimento desses fungos, como o aumento dos ventos, 
que carreiam partículas em suspensão, aumentando a quantidade de matéria orgânica nos tanques; 
o aumento da temperatura na primavera, bem como o aumento de chuvas no inverno, o que eleva a 
umidade(37–41).
Durante o período de estudo, o número de pinguins em reabilitação no tanque variou de três a onze, 
sendo que 70% (14/20) das amostras coletadas em período de densidade populacional de até cinco 
animais foram positivas para o isolamento de fungos do gênero Aspergillus, aumentando para 90% 
(18/20) de positividade em períodos com seis a onze pinguins. Embora essa diferença de positividade 
para o gênero Aspergillus não tenha sido significativa (p=0,114), a densidade populacional influenciou 
significativamente no isolamento da espécie A. fumigatus, sendo que a taxa de positividade foi de 
90% (18/20) em períodos de alta densidade populacional e de apenas 35% (7/20) em períodos com 
poucos pinguins em reabilitação no tanque (p<0,001). 
Ressalta-se que as estações de primavera e inverno, em que se obteve maior isolamento de A. 
fumigatus, 81,8% (18/22) e 69,2% (18/26), respectivamente, também foram os períodos com maior 
densidade populacional no Centro. No outono, apenas 15,4% (4/26) e no verão nenhuma (0/6) das 
coletas ocorreu em períodos com mais de cinco pinguins no tanque (p<0,001). 
De acordo com Asan et al.(42), os fungos do gênero Aspergillus, especificamente a espécie A. fumigatus, 
são seres sapróbios, que utilizam diversos tipos de matéria orgânica para sua nutrição. Os resultados 
observados na análise do parâmetro densidade de pinguins corroboram com essa afirmação. Com o 
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aumento de pinguins, há o claro aumento da matéria orgânica em suspensão na água, o que facilita o 
desenvolvimento desses fungos.  

Conclusões

Este estudo demonstrou que os fungos do gênero Aspergillus e a espécie A. fumigatus estão presentes 
na água onde os pinguins permanecem para reabilitação, que pode ser uma potencial fonte de 
infecção para os animais debilitados e/ou predispostos ao desencadeamento da doença. Estes fungos 
são detectados principalmente pela incubação a 37 °C e o aumento da matéria orgânica favorece a sua 
proliferação na água.
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