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RESUMO

As enfermidades infecciosas causadas por agentes fungicos e oomicetos em
aves selvagens e ornamentais permanecem subnotificadas, sobretudo em
populagdes de vida livre. Este estudo teve como objetivo descrever os principais
achados anatomopatologicos associados a doengas causadas por fungos e
oomiceto em aves selvagens e ornamentais. Foram investigados 33 casos de
aspergilose, trés de candidiase e um de pitiose, diagnosticados em aves
submetidas a necropsia no Laboratorio de Patologia Animal (LAPA) do
CAV/UDESC. Os o¢rgaos foram fixados em formol tamponado a 10%,
processados segundo protocolos histolégicos de rotina e corados em
hematoxilina e eosina (HE), metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS) e
acido periodico de Schiff (PAS), além da realizagdo de cultura fungica, reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) e imuno-histoquimica (IHC). Na aspergilose,
observaram-se caseos amarelados com centro esverdeado e superficie
aveludada, principalmente em pulmdes e sacos aéreos, e histologicamente
necrose caseosa associada a infiltrado inflamatorio granulomatoso e heterofilico
com hifas septadas, pleomorficas, com paredes paralelas e angulos de
bifurcagdo agudos, compativeis com Aspergillus spp., sendo A. fumigatus
confirmado em cinco casos. Na candidiase, as lesbes concentraram-se no
esb6fago e ingluvio, caracterizando-se por conteudo esbranquicado a amarelado
aderido a mucosa e, histologicamente, por hiperplasia, hiperqueratose e necrose
da mucosa, infiltrado inflamatério misto e blastoconidios e pseudo-hifas
compativeis com Candida spp. Na pitiose havia multiplos nédulos brancos na
parede ventricular e ventriculite granulomatosa e heterofilica associada a hifas
compativeis com Pythium insidiosum, confirmadas por imuno-histoquimica. Os
achados ressaltam a relevancia dessas enfermidades e a importancia do
diagnodstico anatomopatolégico aliado a métodos complementares para a

identificagao.

Palavras-chave: Aspergilose; Candidiase; Pitiose; Fungos; Oomiceto.
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ABSTRACT

Infectious diseases caused by fungal and oomycete agents in wild and
ornamental birds remain underreported, especially in free-ranging populations.
This study aimed to describe the main pathological findings associated with
fungal and oomycete diseases in wild and ornamental birds. Thirty-three cases
of aspergillosis, three of candidiasis, and one of pythiosis were investigated in
birds submitted for necropsy at the Animal Pathology Laboratory (LAPA) of
CAV/UDESC. Organs were fixed in 10% neutral buffered formalin, processed
according to routine histological protocols, and stained with hematoxylin and
eosin (HE), Grocott-Gomori’s methenamine silver (GMS), and periodic acid—
Schiff (PAS). In addition, fungal culture, polymerase chain reaction (PCR), and
immunohistochemistry (IHC) were performed. In aspergillosis, yellowish caseous
lesions with greenish centers and velvety surfaces were mainly observed in the
lungs and air sacs. Histologically, they consisted of caseous necrosis associated
with granulomatous and heterophilic infiltrates and septate, pleomorphic hyphae
with parallel walls and acute-angle branching, consistent with Aspergillus spp.,
with A. fumigatus confirmed in five cases. In candidiasis, lesions were restricted
to the esophagus and crop, appearing as whitish to yellowish material adhered
to the mucosa and histologically characterized by epithelial hyperplasia and
hyperkeratosis, mucosal necrosis, mixed inflammatory infilirates, with
blastoconidia and pseudohyphae consistent with Candida spp. In pythiosis was
presenting multiple white nodules on the ventricular wall. Histologically, there was
granulomatous and heterophilic ventriculitis associated with hyphae compatible
with Pythium insidiosum, confirmed by immunohistochemistry. These findings
highlight the relevance of these diseases and the importance of pathological
examination combined with complementary diagnostic methods for the

identification.

Keywords: Aspergillosis; Candidiasis; Pythiosis; Fungi; Oomycete.
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1 INTRODUGAO

A Unido Internacional para a Conservagao da Natureza destaca as aves
como um dos grupos de vertebrados mais estudados e, ao mesmo tempo,
significativamente afetados pelo risco de extingdo. Conforme dados divulgados
pela organizagao (IUCN, 2023), aproximadamente 12% das espécies de aves
avaliadas globalmente estdo ameagadas de extingdo, o que corresponde a cerca
de 1.400 espécies. Destas, 233 sao classificadas como Criticamente Ameacgadas
(Critically Endangered — CR), 413 como Em Perigo (Endangered — EN) e 754
como Vulneraveis (Vulnerable — VU).

As ameacas as aves sao multifatoriais, destacando-se cinco principais
pressdes globais: a expansao da agricultura, que afeta cerca de 73% das
espécies ameagadas; o desmatamento e a exploragdo madeireira (51%); a
introdugédo de espécies exoticas invasoras (42%); a caga e captura para fins
comerciais ou alimentares (39%); e, em crescente impacto, as mudancas
climaticas (37%) (IUCN, 2023). Esses fatores atuam isoladamente ou de forma
sinérgica, contribuindo para a fragmentacdo de habitat, perda de nichos
ecoldgicos e declinio populacional.

Embora as doencgas ndo estejam entre os fatores de ameaga mais
frequentemente mencionados, reconhece-se que desempenham um papel
relevante na dindmica populacional das aves, especialmente em regides
insulares ou habitats degradados, com destaque para enfermidades infecciosas
que afetam espécies ja vulneraveis (IUCN, 2023). A investigagéo sobre doencgas
infecciosas em aves selvagens, particularmente aquelas provocadas por fungos
e oomicetos, é raramente documentada em termos de sua ocorréncia e
distribuicdo dos diferentes agentes etiolégicos em populagdes cativas e,
especial, em vida livre.

Dentre as principais enfermidades micéticas que acometem aves
selvagens e ornamentais, destacam-se a aspergilose, causada por fungos do
género Aspergillus spp. (COPETTI et al.,, 2004, SOUZA et al.,, 2024), e a
candidiase, provocada por leveduras do género Candida spp. (DONNELLY et
al., 2019). Entre as enfermidades causadas por oomicetos, ressalta-se a pitiose
(PESAVENTO et al.,, 2008; SOUTO et al.,, 2019), provocada por Pythium

insidiosum, microrganismo aquatico classificado como parafungico por
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apresentar caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e ecoldgicas semelhantes
as dos fungos (MENDOZA et al., 2005; PEREIRA & ROCHA, 2008).

Aspergillus spp. € um fungo oportunista que acomete, principalmente,
individuos imunossuprimidos, afetando preferencialmente o sistema respiratorio,
incluindo sacos aéreos, pulmdes e traqueia (AMORIM et al., 2004; STILZ et al.,
2025). Essa micose tem sido relatada em diversas espécies de aves selvagens
e exdticas (MARTINEZ, 2000; PAIXAO, 2004; VERSTAPPEN e DORRESTEIN,
2005; SOMMA et al., 2007; ABOU-RAWASH et al., 2008; EVANS et al., 2009;
SPANAMBERG et al., 2012; ECHENIQUE et al., 2016; ZAMBONI et al., 2020;
DEBERGH et al., 2023).

Candida spp., por sua vez, faz parte da microbiota gastrointestinal das
aves, porém, em situacdes de desequilibrio, pode tornar-se patogénica, levando
ao desenvolvimento da candidiase (ROCHA et al., 2025). Essa condig&o
acomete principalmente o trato digestivo superior, incluindo cavidade oral,
esbfago e ingluvio (ASRANI et al., 1993), e também ja foi descrita em varias
espécies de aves (DEGRYSE, 1985; SHRUBSOLE-COCKWILL, 2010; QUIST et
al., 2011; DONNELLY et al., 2019; TALAZADEH et al., 2022).

A infecgao por Pythium insidiosum em aves é rara, com apenas dois casos
descritos na literatura (PESAVENTO et al., 2008; SOUTO et al., 2019). Na forma
gastrica da pitiose, a infeccao ocorre por meio da ingestdo de agua contaminada

com zoosporos moveis de Pythium insidiosum (TROST et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo retrospectivo e prospectivo de infecgdes causadas por
fungos e oomiceto em aves selvagens e ornamentais submetidas ao exame de
necropsia e histopatolégico no Laboratério de Patologia Animal (LAPA), do
CAV/UDESC, Lages, no periodo de 2015 a 2025.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar a ocorréncia das doencgas de origem fungica e oomicose em
aves selvagens e ormanentais diagnosticadas no LAPA/UDESC,;

b) Categorizar as lesbes anatomopatolégicas das doencgas fungicas e
oomicose nas aves selvagens e ornamentais;

c) Analisar os aspectos morfoldgicos e histoquimicos dos agentes fungicos

e oomiceto em aves selvagens e ornamentais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPERGILOSE

3.1.1 Etiologia

Aspergillus spp. pertencem ao reino Fungi (SOARES et al., 2010), filo
Ascomycota (FRAGA et al., 2010), classe Eurotiomycetes (FANG e LATGE,

2018), ordem Eurotiales (SOARES et al.,, 2010), familia Trichocomaceae
(SOARES et al.,, 2010) e género Aspergillus (SOARES et al., 2010). Os
microrganismos desse género sao fungos filamentosos saprofitos, comumente
isolados do solo, de material vegetal em decomposicédo, sementes e graos, onde
atuam na degradacgdo da matéria orgénica (XAVIER et al., 2008; ZMEILI et al.,
2007; ARNE et al., 2021). Aspergillus spp. desenvolve-se preferencialmente em
ambientes quentes (>25°C) e umidos, ricos em material organico (GIRH e
SHAAPAN, 2024).

Esses fungos s&o considerados filamentosos, e se reproduzem
predominantemente por via assexuada, por meio de mitose, originando conidios,
que podem ser uni ou multicelulares (TORTORA et al., 2012). As estruturas
envolvidas na reproducdo assexuada incluem hifas septadas com cerca de 4 ym
de didmetro e elementos como célula-pé, conidiéforo, vesicula, métulas e/ou
fidlides, responsaveis pela produgao de conidios (XAVIER et al., 2008).

Apesar da predominancia da reproducdo assexuada, estudos tém
demonstrado que algumas espécies de Aspergillus podem apresentar potencial
para reproducdo sexuada em condigdes especificas. Essa forma reprodutiva
envolve a fusdo de nucleos celulares e subsequente meiose, resultando na
formagdo de estruturas sexuais como cleistotécios contendo ascos e
ascosporos. Esse ciclo tende a ocorrer sob estresse ambiental ou escassez
nutricional, favorecendo a formagdo de estruturas resistentes (DYER e
PAOLETTI, 2005).

Nas aves, as principais espécies envolvidas em surtos de aspergilose sao
Asperqgillus fumigatus (TOKARZEWSKI et al., 2007; SPANAMBERG et al., 2016;
STILZ et al., 2025) e Aspergillus flavus (VEDOVA et al., 2019), embora outras

[ —
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especies como A. sydowii (VEDOVA et al., 20219), A. niger (STILZ et al., 2025)
e Aspergillus terreus (PAL, 1992) também possam causar a doenga.

Fungos do género Aspergillus possuem ampla importancia medica,
biotecnologica e alimentar. Algumas espécies sdo homotalicas, capazes de
autofecundagao, enquanto outras sao heterotalicas, dependem de parceiros
sexuais distintos (DYSTER e PAOLETTI, 2005). Esse género €& dividido em
diversas seg¢des que agrupam espécies com caracteristicas morfologicas,
fisioldgicas e genéticas semelhantes. Essa divisdo tem como objetivo organizar
a ampla diversidade do género, mas a variagao interna pode dificultar a definicdo
precisa das espécies. Por isso, a classificacdo tradicional baseada apenas em
morfologia tem sido complementada por analises moleculares, permitindo uma

delimitacdo mais precisa das espécies (SILVA et al., 2015).

3.1.2 Epidemiologia e patogenia

A aspergilose ja foi relatada em varias espécies de aves selvagens, como
em ema (Rhea americana) (COPETTI et al., 2004), avestruz (Struthio camelus)
(PAIXAO, 2004), pinguim-de-humboldt (Spheniscus humboldti) (DEBERGH, et
al., 2023), pinguim-de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus) (EWBANK et al.,
2021), coruja jacurutu (Bubo virginianus) (ECHENIQUE et al., 2016), milhafre-
preto (Milvus migrans) (SATO & ITAGAKI, 2010), abutre-preto (Aegypius
monachus) (JUNG et al., 2009), mutum-de-bico-azul (Crax alberti) (EVANS et
al., 2009), papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) (VERSTAPPEN e
DORRESTEIN, 2005), falcao-gerifalte (Falco rusticolus) (SOMMA et al., 2007),
falcao-lanario (Falco biarmicus) (SOMMA et al.,, 2007), falcao-sacre (Falco
cherrug) (SOMMA et al., 2007), falcao-peregrino (Falco peregrinus) (SOMMA et
al., 2007), gaivota-prateada (Larus argentatus) (MARTINEZ et al., 2000), pombo-
doméstico (Columba livia) (PAL, 1992), calopsita (Nymphicus hollandicus)
(VASCONSELOS et al.,, 2011), cisne-branco (Cygnus cygnus) (ABOU-
RAWAGSH et al., 2008), e em trinca-ferro (Saltator similis) (SPANAMBERG et al.,
2012).

A aspergilose € uma infecgao fungica de carater oportunista que acomete
principalmente individuos com imunossupressao, sendo rara em pacientes

imunocompetentes. A maior suscetibilidade a infecgdo esta diretamente

N
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relacionada a deficiéncia na resposta imunolégica, o que compromete a
capacidade do organismo de controlar a proliferagédo do fungo (AMORIM et al.,
2004). O uso de antibidticos de amplo espectro e terapias imunossupressoras,
como corticosteroides, pode contribuir para o aumento da ocorréncia de
infeccdes fungicas em aves debilitadas (ARNE et al., 2021).

A patogenicidade dos fungos do género Aspergillus é atribuida a uma
série de fatores, entre os quais se destaca o pequeno tamanho dos conidios,
que facilita sua dispersdao no ambiente e a subsequente inalacdo (AMORIM et
al., 2004). Embora amplamente presente no ambiente, esse fungo é infeccioso,
mas nao contagioso (MELO et al., 2017). O fungo pode se espalhar a partir do
trato respiratério para corrente sanguinea, alcangando ossos pneumatizados ou
se propagando diretamente da parede dos sacos aéreos para estruturas e
cavidades adjacentes (ARNE et al., 2021). A disseminagédo hematogénica ou
linfatica dos elementos fungicos ocorre devido a penetragéo das hifas nos vasos
pulmonares, além da atuagdo de macréfagos que transportam esporos viaveis
(ARNE et al.,, 2021; ARRUDA et al., 2024). Uma vez inalados, os conidios
atingem as vias aéreas superiores, causando inflamag¢ao nos seios paranasais
e no trato respiratério inferior. Além disso, o fungo possui a capacidade de aderir
a células epiteliais e endoteliais, invadir vasos sanguineos e produzir toxinas
como elastase, restrictocina e fumigatoxina, que contribuem para a destruicéo
tecidual e a progressao da infecgdo (AMORIM et al., 2004).

No sistema respiratorio das aves, os sacos aéreos caudais sao mais
suscetiveis a infecgdes, enquanto os sacos aéreos cranianos sédo afetados com
menor frequéncia. Isso ocorre devido a passagem do ar pelos parabronquiolos
paleopulmonares, que atuam na filtragem e remocao de particulas estranhas
antes que o ar atinja os sacos aéreos cranianos. Em contraste, o ar que chega
aos sacos aéreos caudais passa pelos parabronquiolos neopulmonares
superventilados ou entra diretamente nesses sacos, sem uma filtragem téo
eficaz (FEDDE, 1998). O desenvolvimento das lesbes pulmonares associadas a
aspergilose compromete a capacidade respiratoria das aves, sendo a disfungéo
respiratoria um dos principais sinais clinicos da doenga (FEDDE, 1998).

A inalacdo de conidios pode resultar em infecgdo localizada nas vias
respiratérias ou disseminada, com grande impacto sobre o sistema respiratorio.

A anatomia peculiar das aves também as torna mais vulneraveis a doengas

N
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respiratorias. A auséncia de epiglote, que normalmente impede a entrada de
particulas no trato respiratorio inferior, a falta de um diafragma, que limita a
capacidade de gerar reflexos de tosse eficazes, e a distribuicdo restrita do
epitélio pseudo-estratificado colunar ciliado ao longo do trato respiratério séo
fatores adicionais de risco (TELL, 2005).

3.1.3 Aspectos clinicos e diagnésticos diferenciais

Em aves, o quadro clinico da aspergilose pode variar conforme a
quantidade de conidios inalados, sua distribuicdo no organismo, a presencga de
enfermidades prévias e a resposta imunoldgica individual (SEYEDMOUSAVI et
al., 2015). Os sinais clinicos da aspergilose aviaria incluem anorexia, perda de
peso, diarreia, dispneia, espirros, secre¢cao traqueal e ruidos respiratorios,
podendo resultar em morte (PAIXAO et al., 2004; XAVIER et al., 2011; TUBELIS
et al., 2013; MARTINEZ et al., 2023).

A diferenciacao da aspergilose pulmonar de outras doengas respiratorias
aviarias frequentemente se baseia nas lesdes granulomatosas observadas na
necropsia e na analise histolégica. No entanto, € crucial considerar que algumas
condigdes podem apresentar caracteristicas clinicas e patolégicas semelhantes
(ARNE et al., 2021; CUNHA et al., 2024).

Dentre os diagnosticos diferenciais, pode-se incluir a colibacilose,
causada pela Escherichia coli patogénica, que também cursa com alteragdes
respiratorias, caracterizadas, macroscopicamente, por sacos aéreos
espessados e esbranquigados (OLIVEIRA et al., 2023). Ao exame histolégico,
observa-se infiltrado inflamatério composto por heteréfilos e macréfagos, além
de detritos celulares necroticos e deposicao de fibrina (OLIVEIRA et al., 2023).
Essas alteragdes sdo semelhantes as observadas na aspergilose; contudo,
nesta, é possivel identificar hifas fungicas nos tecidos (SPANAMBERG et al.,
2012), o que permite a diferenciagado entre as duas enfermidades.

A micobacteriose aviaria, causada pelo Mycobacterium avium também
pode ser incluida como diagnostico diferencial. Essa enfermidade é capaz de
provocar granulomas em 6rgaos como baco e figado, sendo esses os locais mais
comumente acometidos; no entanto, pulmdes também podem ser afetados,

embora com menor frequéncia (SAGGESE et al., 2008). A diferenciagdo em

N
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relacédo a aspergilose pode ser realizada por meio da analise histopatoldgica, na
qual se observa infiltrado de histidcitos, linfécitos, plasmdcitos e células gigantes
multinucleadas, sem a visualizagao de hifas fungicas (SAGGESE et al., 2008;
CUNHA et al., 2024).

3.1.4 Diagnéstico

Os diagndsticos para aspergilose comumente utilizados compreendem os
exames anatomopatoldgico, imuno-histoquimico, micolégico e molecular
(BEYTUT, 2007; SPANAMBERG et al., 2012; SPANAMBERG et al., 2016). O
diagndstico anatomopatolégico € amplamente empregado na identificagdo da
aspergilose, por meio da analise de tecidos obtidos em necropsias
(SPANAMBERG et al., 2012). Para a melhor visualizagdo das hifas fungicas,
utilizam-se coloragdes histoquimicas como o Acido Peridédico de Schiff (PAS) e
o Metenanima de Prata Grocott-Gomori (GMS) (BEYTUT, 2007; SPANAMBERG
et al., 2012; SOUZA et al., 2024; SOUTO et al., 2025). A imuno-histoquimica
também pode ser utilizada como ferramenta complementar, possibilitando a
marcagao especifica das hifas fungicas por meio de anticorpos monoclonais
(BEYTUT, 2007).

A cultura fungica é amplamente empregada para a identificagcdo da
espécie de Aspergillus, sendo os fragmentos de tecido semeados em agar
Sabouraud e agar malte, ambos suplementados com cloranfenicol para inibir o
crescimento bacteriano e favorecer o isolamento de Aspergillus spp.
(SPANAMBERG et al., 2012). A reagcao em cadeia da polimerase (PCR) constitui
uma técnica sensivel e especifica para a detecgcao de DNA fungico em amostras
clinicas ou de tecido, sendo especialmente util quando se busca um diagndstico
rapido. A PCR é considerada complementar a cultura fungica, sendo essencial
para a diferenciagao de espécies geneticamente proximas, o que nao é possivel
apenas pela avaliagdo morfolégica das colénias obtidas em cultivo
(SPANAMBERG et al., 2016; STILZ et al., 2025).

N
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3.1.5 Aspectos anatomopatolégicos

A aspergilose acomete predominantemente o trato respiratorio das aves,
embora lesdes possam se desenvolver em diversos outros 6rgaos (STILZ et al.,
2025). Os pulmbes e os sacos aéreos sao os locais mais frequentemente
afetados, seguidos pela traqueia (STILZ et al., 2025). Dentre os sacos aéreos,
os toracicos posteriores e os abdominais sdo os mais acometidos, embora
também haja relatos de envolvimento do saco clavicular e toracicos anteriores
(NARDONI et al., 2006; SOUZA et al., 2024). Esses sacos aéreos podem
apresentar espessamento e opacidade (SATO e ITAGAKI, 2010; SOUZA et al.,
2024). Embora o acometimento respiratério seja 0 mais comum, a aspergilose
também pode afetar 6rgdos como coragado, rins, eséfago, proventriculo,
ventriculo, figado, mesentério, cérebro e segmentos do intestino delgado e
grosso (STILZ et al., 2025), e em alguns casos, pode-se observar ascite (JULIAN
e GORYO, 1989). As lesbes nos 6rgaos afetados sao caracterizadas por placas
Ou massas unicas ou multiplas, secas, arredondadas, de coloragdo amarelada a
branca, ou por formacbes firmes, marrom-amareladas a brancas, ocas,
revestidas por mofo verde-acinzentado na superficie de corte (STILZ et al.,
2025). Nos pulmbes, pode-se observar também areas firmes, de coloragéo
vermelho-escura, frequentemente associadas a aderéncias a parede da
cavidade adjacente (SOUZA et al., 2024).

Na avaliacdo histoldgica, as lesdes de aspergilose s&o caracterizadas por
necrose caseosa associada a deposicao de fibrina e infiltrado inflamatdrio
composto predominantemente por heterdfilos e histiécitos. Em alguns casos,
observam-se macréfagos epitelioides, células gigantes multinucleadas e
formagao de capsula de tecido conjuntivo fibroso envolvendo o foco da infecgao.
Também se visualiza numerosas hifas fungicas com paredes paralelas, medindo
entre 5 e 15 um de didmetro, com septagdes frequentes, ramificagdes em angulo
agudo e, ocasionalmente, conidiéforos repletos de esporos. Alteragbes
vasculares podem ocorrer, caracterizadas por trombose com acumulo de fibrina
e hifas no interior de vasos sanguineos, necrose da parede vascular e infiltrado
heterofilico, configurando um quadro de vasculite (NARDONI et al., 2006; JUNG
et al., 2007; SPANAMBERG et al., 2012; SOUZA et al., 2024).

N
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3.2 CANDIDIASE

3.2.1 Etiologia

A candidiase € uma infecgao causada por fungos do género Candida spp.,
que séo leveduras unicelulares pertencentes ao reino Fungi (ASKUN, 2022), filo
Ascomycota (ASKUN, 2022), classe Saccharomycetes (ASKUN, 2022), ordem
Saccharomycetales (ASKUN, 2022), familia Saccharomycetaceae (ASKUN,
2022) e género Candida (ASKUN, 2022). O género Candida € composto por
leveduras que fazem parte da microbiota comensal de diversos hospedeiros,
sendo que a maioria das espécies ndo causa danos ao organismo hospedeiro
(ROCHA et al.,, 2025). No entanto, alteragdes no equilibrio da microbiota,
associadas a disturbios fisico-quimicos e imunoldgicos, podem favorecer o
comportamento patogénico dessas leveduras, levando ao desenvolvimento de
infeccoes (ROCHA et al., 2025). Espécies de Candida sao frequentemente
identificadas como agentes causadores de micoses no trato gastrointestinal de
aves (ROCHA et al., 2025).

No género Candida spp., existem mais de 200 espécies (QUINN et al.,
2011), Candida albicans é frequentemente a espécie dominante isolada em aves
(RIPPON et al., 2010), contudo, outras espécies também podem ser
encontradas, tais como Candida tropicalis (GLUSHAKOVA e KACHALKIN,
2024), C. lusitaniae, C. zeylanoides (DEAK e BEUCHAT, 2000; GARCES et al.,
2022), C. glabrata e C. krusei (DONNELLY et al., 2019).

As leveduras apresentam grande versatilidade metabdlica, podendo se
desenvolver em ambientes na presenca ou auséncia de oxigénio (GIOLO e
SVIDZINSKI, 2010). As leveduras do género Candida apresentam trés formas
distintas de reproducio: assexuada, sexuada e parasexuada. A reproducao
desse microrganismo ocorre, em geral, de forma assexuada, por meio do
brotamento, no qual sdo produzidos brotos denominados blastoconidios. Esses
brotos, ao permanecerem conectados a célula-mae, formam uma pequena
cadeia de células conhecida como pseudo-hifa. Algumas espécies de Candida,
como C. tropicalis, realizam reprodugao sexuada. Nesse processo, células de
tipos reprodutivos distintos se unem (plasmogamia), permitindo que o nucleo de

uma célula seja transferido para a outra, onde ocorre a fusdo nuclear
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(cariogamia), seguida de meiose. Como resultado, forma-se o asco, que contém
ascosporos, posteriormente liberados com a ruptura dessa estrutura
(FRANCOIS et al., 2001; BARBEDO e SGARBI, 2010). Ja o ciclo parasexual é
um processo de recombinagao genética que ocorre sem meiose, representando
uma via alternativa ao ciclo sexual tradicional em alguns fungos. E importante
destacar que o parasexo em C. albicans mantém caracteristicas tipicas da
meiose, como a recombinagdo genética e a segregagdo cromossémica,
configurando-se como um potencial impulsionador da diversidade genética
(MISHRA et al., 2021).

3.2.2 Epidemiologia e patogenia

Casos de candidiase ja foram relatados em diferentes espécies de aves,
incluindo &guia-real (Aquila chrysaetos) (SHRUBSOLE-COCKWILL, 2010),
cisne-banco (Cygnus olor) (DEGRYSE, 1985), papagaio-ecléctico (Eclectus
roratus) (QUIST et al., 2011), perdiz-cinzenta (Perdix perdix) (TALAZADEH et
al., 2022), pato-real (Anas platyrhynchos) (TALAZADEH et al., 2022), pombo-
comum (Columba livia) (TALAZADEH et al., 2022), calopsita (Nymphicus
hollandicus) (TALAZADEH et al., 2022), periquito-australiano (Melopsitacus
undulates) (TALAZADEH et al., 2022), agapornis (Agapornis roseicollis)
(TALAZADEH et al.,, 2022), mainato-de-mascarilha-amarela (Acridotheres
tristes) (TALAZADEH et al., 2022), bulbul de cara branca (Pycnonotus leucotis)
(TALAZADEH et al., 2022), mandarim (Taeniopygia guttata) (TALAZADEH et al.,
2022), papagaio-de-nuca-amarela (Amazona auropalliata) (DONNELLY et al.,
2019), pomba-de-colar (Streptopelia capricola) (DONNELLY et al., 2019),
maitaca-de-testa-branca (Pionus senilis) (DONNELLY et al., 2019) e arara-
canindé (Ara ararauna) (DONNELLY et al., 2019).

A presencga ubiqua de leveduras do género Candida sugere que as aves
podem atuar como portadoras desses fungos sem apresentarem sinais clinicos
evidentes (GARCIA et al., 2007). A candidiase é considerada uma micose
oportunista, frequentemente associada ao trato gastrointestinal das aves. A
enfermidade é mais comum em animais mantidos em cativeiro e esta relacionada

a uma série de fatores predisponentes (GARCES et al., 2022).
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A manifestacdo clinica da doenga geralmente ocorre quando ha
comprometimento do sistema imunolédgico (imunossupresséo), desencadeado
por situacbes de estresse, infecgbes, intoxicagbes, parasitismos (como
coccidiose), superlotacdo, ma higiene ambiental e na manipulacdo dos
alimentos, deficiéncias nutricionais, como a hipovitaminose A, uso prolongado
de antibidticos, aflatoxicose, contaminagao de férmulas alimentares, alimentacao
inadequada e criacdo manual forcada (GARCIA et al., 2007; GARCES et al.,
2022). Além disso, a candidiase é mais frequente em filhotes com menos de trés
meses de idade, cuja imunidade ainda n&o esta completamente desenvolvida
(GARCES, 2023). Se a infecgdo n&o for detectada e tratada nas fases iniciais,
pode resultar em mortalidade em aves jovens (LANTERI et al., 2012).

Candida possui diversos fatores de viruléncia, como moléculas
semelhantes a integrinas, além das enzimas proteases e fosfolipases, que
contribuem para a adesao e invasao dos tecidos do hospedeiro, favorecendo o
desenvolvimento da infeccdo. Ademais, mecanismos como a formacido de
biofilme e a capacidade de alternar entre diferentes fenotipos auxiliam o fungo a
evadir as respostas imunolégicas do organismo (IBRAHIM et al., 2020).

Em individuos com sistema imunoldgico integro e funcional, a agado dos
fagécitos é eficaz para impedir a instalacdo da infecgdo. No entanto, em
hospedeiros imunocomprometidos, as células de Candida aderem as células
mucosas e rapidamente realizam a transigdo morfologica da forma de levedura
para a forma filamentosa (pseudo-hifa). Essa forma, por ser maior, dificulta a
eliminagao pelos fagdcitos. A invasado dos tecidos mucosos é facilitada pela
elevada concentragao de fosfolipases localizadas nas extremidades das pseudo-

hifas, o que promove a penetragéo e o dano tecidual (IBRAHIM et al., 2020).

3.2.3 Aspectos clinicos e diagnésticos diferenciais

Os sinais clinicos da candidiase muitas vezes podem ser inespecificos e
incluem perda de peso, anorexia, letargia, estase de papo, vomito, regurgitacao,
diarreia e presenca de placas brancas e espessas ha mucosa oral, geralmente
acompanhadas de odor desagradavel (DONNELLY et al., 2019; TALAZADEH et
al., 2022).
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Dentre os diagnosticos diferenciais para lesdes gastrointestinais em aves,
destacam-se infecgdes por Macrorhabdus ornithogaster e Pythium insidiosum
(KHEIRANDISH e SALEHI et al., 2011; SOUTO et al., 2019).

A megabacteriose, causada pelo agente fungico Macrorhabdus
ornithogaster, acomete principalmente a regido do proventriculo, promovendo o
acumulo de uma espessa camada esbranquicada de muco, frequentemente
associada a ulceragdes e areas de hemorragia (KHEIRANDISH e SALEHI et al.,
2011).

Infecgbes por Pythium insidiosum em aves sao raras, com relatos
pontuais, incluindo casos de infecgdo cutdnea (PESAVENTO et al., 2008) e
pitiose esofagica visceral (SOUTO et al.,, 2019). Neste ultimo, observa-se

nodulagao no terco final do es6fago (SOUTO et al., 2019).

3.2.4 Diagnéstico

O diagnéstico da candidiase baseia-se no exame anatomopatoldgico, no
cultivo fungico e na reagado em cadeia da polimerase (PCR) (ASRANI et al., 1993;
TALAZADEH et al., 2022). No exame anatomopatoldgico, estruturas fungicas
compativeis com leveduras e pseudo-hifas podem ser visualizadas por meio da
coloracado de hematoxilina e eosina (HE), sendo melhor evidenciadas com o uso
de coloragdes especiais, como o Acido Periédico de Schiff (PAS) e o
Metenanima de Prata Grocott-Gomori (GMS) (ASRANI et al., 1993). Para a
determinagcdo do género, utiliza-se o cultivo fungico, no qual a amostra é
inoculada em agar Sabouraud Dextrose (SDA) contendo cicloheximida e
cloranfenicol. A técnica de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
utilizada para a identificagdo de diferentes espécies de Candida (TALAZADEH
et al., 2022).

3.2.5 Aspectos anatomopatologicos

A candidiase em aves acomete predominantemente o trato digestivo
superior, afetando, principalmente, a cavidade oral, o eséfago e o ingluvio, sendo
este ultimo o local mais frequentemente acometido (ASRANI et al., 1993;

GARCES et al., 2022). Na cavidade oral, observam-se alteragdes como

N
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ulceracbes da mucosa associada a conteudo pastoso acinzentado e/ou
formacdes nodulares de coloragdo semelhante (GARCES et al., 2022). A lingua
pode apresentar placas necroticas branco-amareladas, elevadas, secas, opacas
e frouxamente aderidas ao epitélio. No es6fago, € comum espessamento da
parede e pregueamento na mucosa. O inglavio, por sua vez, exibe
espessamento e pregueamento da mucosa, frequentemente recoberta por
placas necroéticas branco-amareladas de tamanhos variados (ASRANI et al.,
1993).

Embora em alguns 6rgados nao sejam observadas lesbes macroscopicas,
a analise histolégica pode revelar alteragdes significativas, inclusive no
ventriculo e na membrana coelina. As lesdes microscopicas sdo caracterizadas
por estruturas leveduriformes (blastosporos) basofilicas palidas, esféricas e
ovoides, com brotamento, medindo de 10 a 15 ym de diametro, e pseudo-hifas.
Além disso, pode-se observar hiperqueratose epitelial, degeneragao baloniforme
das células epiteliais e infiltrado inflamatério composto por células
mononucleares e heterofilos (HUBBARD et al., 1985; ASRANI et al., 1993;
RIPPON et al., 2010).

3.3 PITIOSE

3.3.1 Etiologia

O agente etiolégico da pitiose € o Pythium insidiosum, um oomiceto
aquatico considerado um micro-organismo parafungico, pertencente ao reino
Straminipila, filo Oomycota, classe Oomycetes, ordem Pythiales, familia
Pythiaceae e género Pythium (MENDOZA et al., 1996; MARQUES et al., 2006).
Embora ndo seja um fungo verdadeiro, apresenta caracteristicas morfoldgicas e
ecologicas semelhantes, o que frequentemente leva a sua classificagéo
equivocada entre os fungos (MENDOZA et al., 2005; PEREIRA e ROCHA, 2008).
Os oomicetos, também chamados de fungos zoospdricos, sdo cosmopolitas e
podem ser encontrados em diversos ambientes, tanto aquaticos quanto
terrestres. O primeiro isolamento de P. insidiosum, foi realizado em 1901 por
Haan e Hoogkamer, a partir de granulomas subcutaneos em equinos (LEAL et
al., 2001).

N
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Pythium insidiosum é identificado pela presenga de estruturas sexuais
denominadas oogbnios (gametangios femininos) e anteridios (gametangios
masculinos). A unido dessas estruturas, por contato gametangial, da origem ao
oosporo. A reprodugao assexuada ocorre por meio de zoosporangios, 0os quais
produzem zodsporos biflagelados. Esses zodsporos amadurecem no interior de
uma vesicula evanescente, que se forma na extremidade do tubo de descarga
(PEREIRA e ROCHA, 2008).

3.3.2 Epidemiologia e patogenia

A pitiose é uma doenca infecciosa causada por Pythium insidiosum, um
oomiceto aquatico encontrado em regides tropicais, subtropicais e temperadas
(KRAJAEJUN et al., 2006; PRESSER e GOSS, 2015). Trata-se do principal
membro do género com capacidade reconhecida de infectar mamiferos e aves.
Os relatos em aves sao raros, com apenas dois casos descritos na literatura: um
em um ibis-de-cara-branca (Plegadis chihi) (PESAVENTO et al., 2008) e outro
em um avestruz-comum (Struthio camelus) (SOUTO et al., 2019).

Nas formas cutaneas da doenga em animais, as lesdes tendem a se
concentrar nos membros distais, que geralmente entram em contato com a agua.
Essas regides sao particularmente suscetiveis a infecgdo, pois estdo mais
expostas aos zoOsporos moveis presentes em ambientes aquaticos
contaminados (PESAVENTO et al., 2008; SOUTO et al., 2019). A infeccéo pode
ocorrer tanto pela penetracdo dos zodsporos através da pele lesionada quanto
pela ingestdo de agua contaminada (GROOTHERS, 2002).

O processo de infecgao inicia-se quando zodsporos moéveis sao atraidos
quimiotaticamente por areas de feridas ou abrasdes na pele e mucosas. Nesses
locais, 0s zooOsporos encistam-se e liberam uma substincia adesiva,
possivelmente uma glicoproteina, que permite sua fixagdo aos tecidos e
subsequente invasdo (QUINN et al., 2011).

A zoosporogénese de P. insidiosum ocorre em ambientes aquaticos sob
condigdes especificas, geralmente com baixa disponibilidade de nutrientes.
Durante esse processo, formam-se vesiculas maduras contendo zodsporos
biflagelados e moveis. Ao se romperem, essas vesiculas liberam os zodsporos

na agua, que sao capazes de infectar ndo apenas tecidos animais, mas também
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tecidos vegetais danificados, desde que haja umidade suficiente. Nesses casos,
0s zoosporos aderem aos tecidos e iniciam a invaséo através da formacgéao de
tubos germinativos, permitindo o desenvolvimento das hifas (QUINN et al., 2011;
PRESSER e GOSS, 2015). Na forma gastrica da pitiose, a infec¢gao ocorre por
meio da ingestdo de agua contaminada com zodsporos méveis de Pythium
insidiosum (TROST et al., 2009).

3.3.3 Aspectos clinicos e diagnésticos diferenciais

Na forma gastrointestinal, aves infectadas podem manifestar hiporexia,
disfagia e obstru¢ao luminal do 6rgao devido a formagao do granuloma (SOUTO
et al.,, 2019). Enquanto na forma cutdnea, os animais podem apresentar
ulceragdes e granulomas na pele (PESAVENTO et al, 2008).

As principais micoses que acometem o trato gastrointestinal de aves sao
Candida spp. e Macrorhabdus ornithogaster (KHEIRANDISH e SALEHI, 2011;
VASCONCELOS et al.,, 2011), as quais ja foram abordadas nos capitulos
anteriores dessa revisao.

Na forma cutdnea da pitiose, € fundamental realizar o diagndstico
diferencial com neoplasias cutaneas, especialmente o carcinoma de células
escamosas. A distingao entre essas condigdes deve ser feita por meio de exame
histopatolégico (FILGUEIRA e REIS, 2009).

3.3.4 Diagnéstico

O diagnéstico da pitiose pode ser realizado por diferentes métodos,
incluindo exame de necropsia, histopatoldgico, imuno-histoquimica, reacédo em
cadeia da polimerase (PCR) e cultivo microbiolégico (PESAVENTO et al., 2008;
SOUTO et al.,, 2019; CARRERA et al.,, 2013). O exame histopatoldgico é
essencial para a confirmagao diagndéstica, permitindo a visualizagéo direta das
hifas nos tecidos acometidos na coloragdo de hematoxilina e eosina (HE). Para
aumentar a especificidade da detecgdo, podem ser empregadas coloragdes
especiais, como Acido Periédico de Schiff (PAS) e o Metenanima de Prata
Grocott-Gomori (GMS) (SOUTO et al., 2019). Além disso, a imuno-histoquimica

(IHQ) é uma ferramenta complementar importante, sendo utilizada para a
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identificacdo especifica do agente etiolégico por meio de anticorpos policlonais
anti-Pythium insidiosum (SOUTO et al., 2019). A PCR também tem sido
amplamente empregada como método sensivel e especifico para deteccéo
molecular do patdégeno (PESAVENTO et al., 2008). O cultivo microbiolégico pode
ser realizado em meios seletivos, como o agar Sabouraud Dextrose, sendo uma
etapa util para o isolamento do agente em amostras frescas (SOUTO et al.,
2022).

3.3.5 Aspectos anatomopatolégicos

Na macroscopia, a manifestagdo do agente no sistema gastrointestinal
das aves caracteriza-se, principalmente, por areas espessadas, brancas e de
superficie irregular no eséfago (SOUTO et al., 2019). Em mamiferos, como os
caes, observa-se espessamento transmural do estdmago, com multiplos focos
necréticos amarelados, podendo haver formagao de massas transmurais firmes,
de coloracao rosa a amarelada, em esé6fago e estdbmago (LOPES et al., 2022;
SILVA et al., 2023).

Na forma cutanea da enfermidade, as aves podem apresentar nédulos
elevados, ulcerados, de coloragdo amarelo-acastanhada (PESAVENTO et al.,
2008). Ja em equinos, espécie em que a pitiose é bastante comum, as lesdes se
caracterizam por areas ulceradas de aspecto granulomatoso, com bordas
irregulares, recobertas por exsudato sero-hemorragico. Ao corte, observa-se
tecido conjuntivo fibroso, de consisténcia firme e coloragédo esbranquigada,
entremeado por trajetos preenchidos por material necrético de aspecto
amarelado, chamados de “kunkers” (SALLIS et al., 2003).

Na histologia, a pitiose caracteriza-se por extensas areas de necrose,
geralmente circundadas por infiltrado inflamatério composto por heterdfilos,
eosindfilos, macréfagos e linfocitos, frequentemente associados a fibroplasia e a
neovascularizagao. No interior dos detritos necroticos, observam-se numerosos
perfis negativos de hifas, dispostos transversalmente, de formato redondo a oval
ou em cortes sagitais sinuosos. As hifas medem entre 3 e 7 ym de didmetro, séo
paucisseptadas e raramente ramificadas (PESAVENTO et al., 2008; SOUTO et
al., 2019).
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4 ASPERGILOSE EM AVES SELVAGENS E ORNAMENTAIS NO ESTADO
DE SANTA CATARINA: CARACTERIZAGAO ANATOMOPATOLOGICA

RESUMO

A aspergilose é uma micose causada por fungos ubiquos do género Aspergillus
e pode causar uma doenga fatal para as aves. Este estudo investigou casos de
aspergilose em aves selvagens e ornamentais entre os anos de 2015 a 2025 no
estado de Santa Catarina. Foram diagnosticados 33 casos de aspergilose em
oito ordens de aves, sendo Passeriformes (13/33; 39,40%) e Psittaciformes
(10/33; 30,30%) as mais frequentes. Macroscopicamente foram observados
caseos amarelados com centro esverdeado e superficie de aspecto aveludado
em pulmdes, sacos aéreos, traqueia, siringe, coragdo, musculo esquelético e
figado, além de area amarelada em encéfalo. No exame histologico observou-
se necrose caseosa circundada por infiltrado inflamatério composto
principalmente por heterdfilos, macrofagos e células gigantes multinucleadas,
associado a hifas fungicas intralesionais, septadas, pleomorficas, com paredes
paralelas bem definidas, didmetro variando entre 6 e 10 ym, angulos de
bifurcagdo agudos e coloragdo negativa ou basofilica no HE, compativeis com
Aspergillus spp., que também estavam em vasos sanguineos. Em cinco casos,
Aspergillus fumigatus foi confirmado por meio de cultivo fungico e PCR.
Associado a aspergilose, quatro aves (12,1%) apresentaram fraturas ésseas e
um dos casos (3,0%) coinfeccdo por Candida spp. Além disso, dez animais
(30,3%) haviam sido submetidos a tratamento prévio com antibiéticos e/ou anti-
inflamatorios, tanto esteroidais quanto nao esteroidais. Conclui-se que a
aspergilose acometeu predominantemente Passeriformes e Psittaciformes
adultos, provenientes principalmente de zooldgicos e da vida livre, apresentando

lesdes caseosas sobretudo em pulmdes e sacos aéreos.

Palavras-chave: Fungo; Aspergillus spp.; Fauna; Doencga respiratoria; Doenga

infecciosa.
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4.1 INTRODUGAO

A investigacdo de doengas infecciosas em animais selvagens,
especialmente as de origem fungica, ainda é limitada, com poucos registros
sobre a ocorréncia e a distribuicdo dos agentes etiologicos, tanto em populag¢des
cativas quanto, em animais de vida livre (ECHENIQUE et al., 2020). Dentre as
micoses que acometem aves, a aspergilose € a mais relevante, causada
principalmente por Aspergillus fumigatus, embora outras espécies do género
também possam estar envolvidas (SOUZA et al., 2024).

As espécies de Aspergillus sao fungos filamentosos ubiquitarios e
saprébicos, frequentemente isolados do solo, de matéria vegetal em
decomposicéo e da agua (ZIMEILI et al., 2007; LIMA et al., 2017). A infeccao
geralmente ocorre por inalagdo de esporos presentes no ambiente, podendo
evoluir de quadros localizados a formas sistémicas e fatais, por disseminacao
hematogénica ou linfatica (ARNE et al., 2021).

A classe das aves é particularmente suscetivel a aspergilose devido a
caracteristicas anatbmicas e fisiolégicas de seus sistemas respiratério e
imunoldgico, bem como a ampla diversidade de espécies afetadas, incluindo
aves domésticas, ornamentais e selvagens, mantidas em cativeiro ou em habitat
natural (ARNE et al., 2021; SOUTO et al., 2025).

A imunossupressao € um fator que contribui significativamente para o
aumento do risco de aspergilose em aves. Entre os principais desencadeantes
estdo as mudancas climaticas, a perda de habitat, as coinfecgdes, o estresse,
além do uso de antibioticos ou corticosteroides (STILZ et al., 2025).

O objetivo deste estudo é relatar os casos de aspergilose diagnosticados
em aves selvagens e ornamentais no Laboratorio de Patologia Animal
CAV/UDESC no periodo de 2015 a 2025.

4.2 MATERIAL E METODOS

No estudo retrospectivo, o0s arquivos de necropsia e exames
histopatolégicos do Laboratério de Patologia Animal (LAPA), do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina

(CAV/UDESC), Lages (SC) foram revisados para a recuperagéao de dados
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referentes a necropsias realizadas em aves selvagens e ornamentais no periodo
de janeiro de 2015 a julho de 2023. Foram levantadas informagdes referentes ao
historico clinico das aves, bem como realizada a localizagao e conferéncia dos
blocos de parafina e das respectivas laminas histologicas coradas pela técnica
de Hematoxilina e Eosina (HE) e metenamina de prata de Grocott-Gomori
(GMS).

O estudo prospectivo consistiu na avaliagdo macroscépica e
histopatoldgica de todas as aves selvagens e ornamentais encaminhadas ao
LAPA, CAV/UDESC, no periodo de agosto de 2023 a abril de 2025. Todas as
aves foram submetidas a exame de necropsia, com posterior colheita de
fragmentos de esodfago, ingluvio, proventriculo, ventriculo, pulmdes, figado,
baco, coracao, rins, intestino delgado e intestino grosso, os quais foram fixados
em solucao de formol tamponado a 10% por 24 a 48 horas. Em seguida, foram
clivadas, processadas conforme os protocolos usuais de histologia e as laminas
histolégicas foram coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e

metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS).

4.2.1 Analise microbiolégica e molecular

Fragmentos de pulmdes, sacos aéreos, traqueia e encéfalo de dez aves
foram congelados e posteriormente utilizados para cultura fangica. Os
fragmentos foram semeados em agar Sabouraud Dextrose e agar Extrato de
Malte, sendo incubados a 37 °C por sete dias. As colbnias de Aspergillus foram
entdo subcultivadas em Agar Czapeck-Dox (25°C por sete dias) para a
identificacdo macro e microscépica final. Apds a identificagdo da espécie, foi
utilizado o protocolo do kit de extracdo de DNA de plantas Qiagen DNeasy® Mini
(Qiagen, Hilden, Alemanha) para a extracéo do DNA dos conidios de Aspergillus,
conforme as instru¢des do fabricante.

A identificagdo molecular foi realizada por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando iniciadores especificos para o gene da B-tubulina,
visando tanto a identificacdo da secdo Fumigati quanto da espécie Aspergillus
fumigatus. A amplificagdo por PCR multiplex foi conduzida em um volume total
de 25 L, contendo 1 uL do extrato de DNA, 12,5 uL da mistura mestra de PCR
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Taq da Qiagen (Qiagen, Hilden, Alemanha) e 0,5 uL de cada iniciador (para uma
concentracao final de 0,2 uM de cada). Os parametros de ciclagem utilizados
foram: pré-incubacéo a 94 °C por 15 minutos; 35 ciclos de desnaturagao a 94°C
por 30 segundos; anelamento a 69°C por 90 segundos; extensao a 72°C por 1
minuto; e extenséo final de 10 minutos a 72 °C.

As amostras amplificadas foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 2%, corado com Blue Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia), e o
DNA foi visualizado sob luz ultravioleta. Por fim, o produto de PCR foi purificado
utiizando o kit de purificagdo PuriLink™ (Invitrogen) e sequenciado para

confirmacgé&o da identidade do agente.

4.3 RESULTADOS

No periodo do presente estudo, foram realizadas 728 necropsias de aves,
das quais 33 resultaram em diagndstico de aspergilose. As informacgdes
referentes a espécie e classificagdo segundo a Unido Internacional para a

Conservagao da Natureza (IUCN) estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Espécies das aves e classificagdao segundo a Unido Internacional
para a Conservagao da Natureza (IUCN) com diagndstico de aspergilose.

N Espécie Classificagao IUCN
1 Coro-cord (Mesembrinibis cayennensis) LC
2 Gavido-real (Harpia harpyja) VU
3 Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) NT
4 Curié (Sporophila angolensis) LC
5 Papagaio-verdadeiro (Amazona estiva) NT
6 Papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) EN
7 Papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) EN
8 Papagaio-da-serra (Amazona pretrei) VU
9 Periquito-australiano (Melopsittacus undulatus) LC
10 Bico-de-pimenta (Saltator fuliginosus) LC
11 Trinca-ferro (Saltator maximus) LC
12 Galinha-d'agua (Gallinula chloropus) LC
13 Ema (Rhea americana) NT
14 Cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) EN
15 Periquito-australiano (Melopsittacus undulatus) LC
16 Papagaio-cinzento (Psittacus erithacus) EN
17 Trinca-ferro-verdadeiro (Saltator similis) LC
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18 Sanhago-de-fogo (Piranga flava) LC
19 Bigodinho (Sporophila lineola) LC
20 Cisne-branco (Cygnus olor) LC
21 Maitaca-verde (Pionus maximiliani) LC
22 Araponga-comum (Procnias nudicollis) NT
23  Sanhacgo-frade (Stephanophorus diadematus) LC
24 Ararajuba (Guaruba guarouba) VU
25 Curicaca (Theristicus caudatus) LC
26 Tiriba-de-testa-vermelha (Pyrrhura frontalis) LC
27 Cisne-branco (Cygnus olor) LC
28 Coruja-orelhuda (Asio clamator) LC
29 coruja-orelhuda (Asio clamator) LC
30 Bem-te-vi (Pitangus sulphuratus) LC
31 Gralha-azul (Cyanocorax caeruleus) LC
32 Sabia-laranjeira (Turdus rufiventris) LC
33 Curicaca (Theristicus caudatus) LC

LC: menor preocupacao; NT: quase ameagado; VU: vulneravel; EN: em perigo. Fonte: elaborado
pela autora (2025).

Observou-se ampla diversidade taxonémica, com representantes de oito
ordens, conforme representado na Figura 1. Em relagdo a origem, 30 aves
(90,9%) pertenciam a espécies nativas do Brasil, enquanto trés (9,1%) eram
exoticas, sendo periquito-australiano (Melopsittacus undulatus), papagaio-

cinzento (Psittacus erithacus) e cisne-branco (Cygnus olor).

Figura 1 - Ordens das aves acometidas por aspergilose.
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Fonte: elaborado pela autora (2025).

A origem das aves esta apresentada na Figura 2. Dessas, 30 (90,9%)
pertenciam a espécies nativas do Brasil, enquanto trés (9,1%) eram exaticas:
periquito-australiano (Melopsittacus undulatus), papagaio-cinzento (Psittacus

erithacus) e cisne-branco (Cygnus olor).

Figura 2 - Origem das aves acometidas por aspergilose.
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Fonte: elaborado pela autora (2025).

A maioria das aves acometidas por aspergilose eram compostas por
machos (18/33; 54,5%), seguidos por fémeas (6/33; 18,2%) e individuos de sexo
nao informado (9/33; 27,3%). Quanto a idade, 15 (45,5%) eram adultas, 6
(18,2%) jovens, 2 (6,1%) filhotes, e em 10 (30,3%) a idade n&o foi determinada.

Os sinais clinicos mais observados foram anorexia (19/33; 57,6%),
dispneia (6/33; 18,2%), penas ericadas (5/33; 15,2%), apatia (4/33; 12,1%),
secrecdo nasal (2/33; 6,1%), caquexia (2/33; 6,1%), rouquidao (1/33; 3,0%),
hipotermia (1/33; 3,0%) e dificuldade de voo com assimetria de asas (1/33;
3,0%). Em cinco aves (5/33; 15,2%) os sinais ndo foram descritos nos registros.

Das 33 aves diagnosticadas com aspergilose, quatro (12,1%)
apresentaram fraturas ésseas associados, incluindo fratura em fémur, umero,
membro pélvico com laceragao e necrose da pele e musculatura, e trauma em
hemitorax. Desses quatro animais traumatizados, trés (9,1%) morreram em

decorréncia da aspergilose, enquanto um (3,0%) morreu em decorréncia da
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fratura, sendo a aspergilose considerada uma condigdo secundaria. Uma ave
(3,0%) apresentou infecgao mista por aspergilose e candidiase. Além disso, dez
(30,3%) aves foram tratadas com antibiéticos e/ou anti-inflamatérios, tanto
esteroidais quanto nao esteroidais, como enrofloxacina, dipirona e
dexametasona, administrados diante da suspeita de traumatismo ou em
decorréncia de sinais respiratorios, como secrecio nasal e dispneia.

As lesdes macroscopicas e histoldgicas mais frequentemente observadas
localizaram-se nos pulmdes e sacos aéreos, seguidas por alteragdes em outros
orgaos com menor frequéncia. Os 6rgaos acometidos pela aspergilose estéo

descritos na Tabela 3.

Tabela 2 - Frequéncia de lesdes macroscopicas e histologicas em aves com

aspergilose.
, Lesao Macroscopica Lesao Histoldgica
Orgao Afetado
% dos casos % dos casos
Pulméao 57,5% (19/33) 81,8% (28/33)
Sacos aéreos toracicos caudais 36,4% (12/33)
Sacos aéreos abdominais 18,1% (6/33) 45,4% (15/33)
Sacos aéreos toracicos craniais 6,1% (2/33)
Siringe 6,1% (2/33) 6,1% (2/33)
Traqueia 6,1% (2/33) 6,1% (2/33)
Coragao 3,0% (1/33) 6,1% (2/33)
Musculo esquelético 3,0% (1/33) 6,1% (2/33)
Figado 3,0% (1/33) 6,1% (2/33)
Encéfalo 3,0% (1/33) 3,0% (1/33)

Fonte: elaborado pela autora (2025).

Em pulmdo, observaram-se caseos arredondados, firmes, com
dimensdes variando de 0,5 a 2 cm, de coloracdo amarelada ou esbranquicada
em 19 aves (19/33; 57,57%) (Figura 3A). Dentre esses casos, quatro aves (4/33;
12,12%) apresentavam caseos com centro esverdeado e aspecto aveludado
(Figura 3B). Nos sacos aéreos, caseos amarelados, semelhantes ao descrito
anteriormente, foram observados em 15 aves (15/33; 45,45%). Dentre essas,
duas aves (2/33; 6,06%) apresentavam centro esverdeado com aspecto
aveludado (Figura 3C). Além disso, observou-se também, nos sacos aéreos,

opacidade e espessamento em trés aves (3/33; 9,09%). Fibrina nos sacos
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aereos foi descrita em trés casos (3/33; 9,09%). Na traqueia, na porgao inicial e
média, foram observados caseos amarelados aderidos a mucosa, em duas aves
(2/33; 6,06%). A siringe apresentava lesbes semelhantes em duas aves (2/33;
6,06%). Os caseos também foram observados em figado (1/33; 3,0%) (Figura
3D) e musculatura peitoral (1/33; 3,0%) (Figura 3E). No coragcdo de uma ave
observou-se deposi¢ao de fibrina no pericardio (1/33; 3,0%) e no encéfalo de
outra ave havia area amarelada no cortex cerebral frontal esquerdo e direito,
medindo 1,5 x 2 cm (1/33; 3,0%) (Figura 3F).

Histologicamente, todos os casos envolvendo pulméao (Figura 4A), sacos
aereos, traqueia, siringe, figado, coragao e musculo esquelético apresentaram
necrose caseosa, associada a infiltrado inflamatério composto
predominantemente por heterdfilos e macréfagos, presentes em 100% dos
casos. Linfocitos e plasmdcitos foram observados em 17,86% dos pulmdes, 20%
dos sacos aéreos e 100% no coragao e musculo esquelético. Células gigantes
multinucleadas foram encontradas em 32,14% dos pulmdes, 26,67% dos sacos
aéreos e 50% no figado. Proliferacéo de tecido conjuntivo fibroso foi observada
em 7,14% dos pulmbes e 6,67% dos sacos aéreos, e exsudacgao fibrinosa
ocorreu em 17,86% dos pulmdes e 50% no coragdo. Hifas fungicas
intralesionais, septadas, pleomoérficas, com paredes paralelas bem definidas,
didmetro variando entre 6 e 10 um, angulos de bifurcagdo agudos e coloragéo
negativa ou basofilica no HE, foram observadas em todos os érgdos citados
(Figura4B). Conidios e vesiculas aspergiliares foram encontrados em 7,14% dos
pulmdes e 13,33% dos sacos aéreos, evidenciados pela coloragao de GMS
(Figura 4C). Hifas fungicas intralesionais foram observadas no lumen de vasos
sanguineos em 21,2% dos casos, presentes nos pulmdes (Figura 4D). As hifas
estiveram associadas a trombos de fibrina em 12,12% dos casos, vasculite
composta por infiltrado inflamatério de heterdfilos e macréfagos em 6,1% e
necrose da parede vascular em 3%. No unico caso com acometimento cerebral,
em hemisfério cerebral e tronco cerebelar, observou-se malacia acompanhada
por infiltrado de heterdfilos e macrofagos, com hifas fungicas intralesionais
apresentando caracteristicas morfolégicas semelhantes as descritas nos demais
orgaos. Foi observada vasculite associada ao infiltrado de heterdfilos e
macrofagos, e as hifas estiveram presentes tanto no neurépilo quanto na parede

dos vasos (Figura 4E), evidenciadas pela coloracdo de GMS (Figura 4F).
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Figura 3 - Aspergilose em aves selvagens e ornamentais. A) Curicaca
(Theristicus caudatus): pulmao com multiplos caseos variando de 0,2 a 0,5 cm,
esbranquicados, por vezes, com halo central esverdeado e aspecto aveludado
(setas). B) Coré-cordé (Mesembrinibis cayennensis): pulmao com caseo, medindo
cerca de 0,5 cm, recoberto por halo esbranquigado com centro esverdeado e
aspecto aveludado (seta). C) Ema (Rhea americana): sacos aéreos toracicos
caudais com deposicdo de material caseoso e colbnias fungicas
esbranquicadas, de aspecto aveludado (seta). D-E) Gralha-azul (Cyanocorax
caeruleus): figado com caseo de aproximadamente 1 cm, esbranqui¢ado (seta)
e musculo esquelético com caseo de 1 cm (seta). F) Gralha-azul (Cyanocorax
caeruleus). area amalelada em cortex cerebral frontal direito e esquerdo
medindo aroxir_rvlgdaente 1,5 x 2 cm (circulo).

N
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Figura 4 - Aspergilose em aves selvagens e ornamentais. A) Cisne-branco
(Cygnus olor), pulmao: necrose caseosa multifocal (asteriscos). HE, obj.10. B)
Sabia-laranjeira (Turdus rufiventris), pulmao: necrose caseosa associada a hifas
fungicas intralesionais, septadas, pleomoérficas, com paredes paralelas bem
definidas, didmetro variando entre 6 e 10 ym e angulos de bifurcagdo agudos,
compativel com Aspergillus spp. (setas). HE, obj. 20. C) Curicaca (Theristicus
caudatus), pulmao: hifas fungicas intesionais (seta vermelha), além de conidios
(asterisco) e vesicula aspergilar (seta amarela) de Aspergillus spp. GMS, obj. 40.
D) Bigodinho (Sporophila lineola), limen de vaso sanguineo com hifas fungicas
intralesionais compativeis com Aspergillus spp. (asterisco). HE, obj. 20. E)
Gralha-azul (Cyanocorax caeruleus), encéfalo: vasculite associada a infiltrado de
heterdfilos e macréfagos (asteriscos), multifocal moderada, com hifas fungicas
intralesionais compativeis com Aspergillus spp. na parede de vasos e neuropilo
(setas). HE, Obj.40. F) Gralha-azul (Cyanocorax caeruleus), encéfalo: hifas
fungicas intralesionais compativeis com Aspergillus spp. coradas em preto.
GMS, obj. 20.

Ry

sab N o -

Fonte: elaborado pela autora (02).
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Dos 33 casos de aspergilose confirmados histologicamente, em 10 foram
realizados cultivo fungico e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
identificacdo da espécie de Aspergillus. Em cinco deles, Aspergillus fumigatus
foi confirmado por ambos os métodos. Em trés casos, o género Asperqillus spp.
foi identificado, enquanto nos dois restantes o cultivo resultou negativo, nao

permitindo a realizacdo da PCR.

4.4 DISCUSSAO

A aspergilose € uma micose ja relatada em diversas regides do Brasil,
mas este € o primeiro registro em Santa Catarina. Casos anteriores foram
descritos na Paraiba (SOUTO et al., 2025), Rio Grande do Sul (COPETTI et al.,
2004; SPANAMBERG et al., 2012) e Minas Gerais (SOUZA et al., 2024),
evidenciando sua ampla distribui¢do no pais.

A aspergilose pode acometer aves de vida livre (MELO et al., 2020), de
companhia (VASCONCELOS et al., 2011), bem como aves em CETAS (XAVIER
et al., 2011) e zooldgicos (DYKSTRA et al., 1997). No presente estudo, a maior
parte dos casos ocorreu em aves em cativeiro, evidenciando a importancia da
vigilancia em ambientes com alta diversidade de espécies e fatores
predisponentes a infecgdo (FRAGA et al., 2011). Entre aves de vida livre,
representando 33% dos casos, a doenga pode ser associada a fatores
estressantes, alta umidade, temperaturas moderadas e exposicdo a areas
degradadas ou com residuos agricolas (MELO et al., 2020; ARNE et al., 2021;
STILZ et al.,, 2025). Relatos prévios indicam ocorréncia de aspergilose em
diferentes espécies e contextos, incluindo papagaio-cinzento (Psittacus
erithacus) (SOUZA et al., 2024), pombo-comum (Columba livia) (PAL, 1992) e
pinguins-de-Humboldt (Spheniscus humboldti) (CATEAU et al., 2022).

Diversas espécies de aves deste estudo ja foram associadas a
aspergilose, confirmando a ampla distribuicao e o carater oportunista do agente,
incluindo gaviao-real (Harpia harpyja) (SIMI et al., 2018), papagaio-verdadeiro
(Amazona aestiva) (SOUTO et al., 2025), periquito-australiano (Melopsittacus
undulatus) (SILVA et al., 2014), papagaio-cinzento (Psittacus erithacus) (SOUZA
et al., 2024), trinca-ferro-verdadeiro (Saltator similis) (SPANAMBERG et al.,

N
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2012) e ema (Rhea americana) (COPETTI et al., 2004). Entretanto, as demais
espécies registradas neste estudo ndo possuem relatos prévios. A auséncia de
publicagdes, contudo, pode refletir subnotificagdo, escassez de estudos ou
dificuldade diagndstica, sobretudo em aves de vida livre.

Casos de aspergilose em curicacas (Theristicus caudatus) nao haviam
sido previamente descritos na literatura, representando um achado inédito. Em
estudo retrospectivo no Planalto Catarinense, as principais causas de obito
dessa espécie foram relacionadas a traumatismos e fatores antrépicos (BACH
et al., 2017). No presente trabalho dois casos, um em ave de vida livre e outro
em CETAS, evoluiram a 6bito pela infec¢do, configurando os primeiros relatos
da enfermidade na espécie. A ocorréncia de aspergilose em aves selvagens
evidencia riscos adicionais para a conservagao, especialmente em espécies
ameacgadas. No presente estudo, foram registrados casos em espécies
classificadas como quase ameagadas, como o papagaio-verdadeiro (Amazona
aestiva) e a ema (Rhea americana), em perigo, como o0 papagaio-de-peito-roxo
(Amazona vinacea) e o papagaio-cinzento (Psittacus erithacus), e vulneraveis,
como o papagaio-da-serra (Amazona pretrei), o gavido-real (Harpia harpyja) e a
ararajuba (Guaruba guarouba) (IUCN, 2020; 2021).

Casos de aspergilose ja foram descritos em aves adultas, o que também
se confirmou neste estudo, em que 45,5% dos casos ocorreram nessa faixa
etaria (VASCONCELOS et al., 2011; MELO et al., 2020). Em jovens, 18,2% dos
individuos acometidos pertenciam a essa categoria, achado compativel com
relatos prévios (PAL, 1992). Em filhotes, a literatura também descreve a doenga
(SOUZA et al., 2024), sendo observados 6,1% dos casos neste estudo. Esses
resultados sdo semelhantes aos encontrados em aves selvagens nos Estados
Unidos, onde foram registrados 53,4% dos casos em adultos, 41,4% em jovens
e 4,5% em filhotes (STILZ et al., 2025). Esses achados reforcam que a
aspergilose pode acometer aves em qualquer faixa etaria.

Dentre os sinais clinicos observados neste estudo, destacaram-se
anorexia e dispneia, também relatados em papagaio-verdadeiro (Amazona
aestiva) e pinguim-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus). Outros sinais
descritos por esses autores, como disfagia, desidratacao e letargia, ndo foram
observados em nossa casuistica (SOUTO et al., 2025). Em pombos,

manifestacdes semelhantes incluem apatia, anorexia, dispneia e secre¢ao nasal,
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enquanto sinais adicionais, como diarreia aquosa, torcicolo e claudicagao nao
foram evidenciados neste estudo (TOKARZEWSKI et al., 2007).

As lesbes macroscoépicas mais comuns da aspergilose neste estudo foram
observadas nos pulmdes e sacos aeéreos, caracterizadas por caseos
esbranquicados ou com centro esverdeado, podendo apresentar aspecto
aveludado, além de espessamento e opacidade dos sacos aéreos. Esses
achados séo consistentes com relatos em diferentes espécies, incluindo ema
(Rhea americana), calopsita (Nymphicus hollandicus), cisne-bravo (Cygnus
cygnus) e pinguim-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus) (COPETTI et al.,
2004; ABOU-RAWASH et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2011; EWBANK et
al., 2021). Lesdes menos frequentes foram observadas na traqueia e na siringe,
apresentando caseos amarelados aderidos a mucosa, como descrito em
pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus) e trinca-ferros-verdadeiros
(Saltator similis) (XAVIER et al., 2006; SPANAMBERG et al., 2012).

No presente estudo, 19 casos apresentaram lesbes macroscopicas em
pulmdes, enquanto a histologia revelou alteragdes em 28 casos. Observou-se
padrdo semelhante em musculo esquelético, coragao e figado, em que apenas
metade dos casos com lesbes nesses Orgdos eram evidentes
macroscopicamente. Esses achados demonstram que a auséncia de alteracdes
visiveis na necropsia ndo exclui a infecgao fungica, ressaltando a importancia da
avaliagao histopatolégica, como ja descrito em galinhas (Gallus gallus), nas
quais alteracbes compativeis com aspergilose foram detectadas apenas
histologicamente (NURURROZ et al., 2020).

A gralha-azul (Cyanocorax caeruleus) relatada neste estudo, uma ave de
vida livre e espécie nativa da fauna brasileira, apresentou sinais neurolégicos,
como dificuldade de voo e assimetria de asas. Relatos de acometimento do
sistema nervoso por Aspergillus s&o escassos, destacando-se casos em perus,
que exibiram paralisia, torcicolo e incoordenacdo motora (OZMEN e
DORRESTEIN, 2004). Macroscopicamente, a gralha-azul apresentou areas
amareladas em ambos os hemisférios cerebrais, semelhantes aos focos branco-
amarelados observados em perus, afetando substancia branca e cinzenta
(OZMEN e DORRESTEIN, 2003). Em aves selvagens, entretanto, foi registrado
apenas um caso em tordo-americano (Turdus migratorius), cujo hemisfério

cerebral esquerdo apresentou coloracado difusamente vermelho-escura, padréao
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distinto daquele observado na gralha-azul (STILZ et al., 2025). As lesdes
histoldgicas da gralha-azul incluiram extensas areas de necrose com infiltrado
de células mononucleares e heterdfilos, trombose e, ocasionalmente, meningite,
padrdao semelhante ao descrito em perus, enquanto no tordo-americano foi
relatada necrose neuronal associada a hifas fungicas (OZMEN e DORRESTEIN,
2003; STILZ et al., 2025).

As lesdes histologicas causadas por Aspergillus em aves descritas na
literatura sdo semelhantes aos achados encontrados em nosso estudo. Estudos
realizados com papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) e pinguins-de-
Magalhdes (Spheniscus magellanicus), encontraram lesdes histoldgicas
caracterizadas por inflamagéo granulomatosa e heterofilica frequentemente
associada a hifas fungicas. Nesses casos, as hifas apresentavam coloragao
negativa ou basofilica, sendo rara a visualizagao de vesicula aspesgilar, padrao
semelhante ao observado no presente estudo, em que as hifas mantiveram
essas caracteristicas e as vesiculas aspergilares foram identificados em apenas
quatro casos. Além disso, nesse mesmo estudo, foram observadas hifas em
vasos sanguineos (SOUTO et al.,, 2025), compativel com os achados do
presente trabalho.

Ha uma associagdo reconhecida entre lesbes traumaticas e o
desenvolvimento de infecgbes fungicas oportunistas, como a aspergilose,
especialmente em regides proximas ao trauma (STILZ et al.,, 2025). Tal
predisposicdo pode estar relacionada a comunicacido entre 0ssos
pneumatizados e sacos aéreos, que facilita a disseminagdo de agentes
respiratérios (ARNE et al., 2021). Além disso, o uso de antibidticos e
corticosteroides, frequentemente empregados em casos de fraturas, pode
induzir imunossupressdo e aumentar a suscetibilidade a aspergilose
(VERSTAPPEN; DORRESTEIN, 2005; ARNE et al., 2021). No presente estudo,
alguns individuos receberam esses farmacos durante o manejo clinico, o que
possivelmente contribuiu para a instalagao ou agravamento da infecgéo.

A coinfecgdo por aspergilose e candidiase em cardeal-amarelo
(Gubernatrix cristata) neste estudo evidencia a importancia de investigar
infeccbes fungicas multiplas em aves selvagens, especialmente em espécies
ameacadas. Relatos anteriores incluem calopsita (Nymphicus hollandicus) com

aspergilose e candidiase associadas a fatores imunossupressores, como
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nutricdo inadequada e emaciagdo (VASCONCELOS et al.,, 2011), e coruja
jacurutu (Bubo virginianus) com coinfeccdo por bouba aviaria (Poxvirus) e
pneumonia fungica por Aspergillus fumigatus, sugerindo que imunossupressao
favorece infecgdes concomitantes (ECHENIQUE et al., 2016).

Dentre os diagnosticos diferenciais da aspergilose com sinais
neurologicos, destacam-se o bornavirus aviario (BVA), que pode causar
incoordenagao, ataxia e redugao da propriocepgao (STAEHELI et al., 2010;
ARAUJO et al., 2017), e a encefalomalacia nutricional por deficiéncia de vitamina
E, caracterizada por focos amarelados e friaveis no encéfalo (NASCIMENTO et
al., 2019). A micobacteriose aviaria, causada por Mycobacterium avium,
acomete principalmente figado e bago, embora os pulmdes também possam ser
afetados, ainda que com menor incidéncia, podendo ser diferenciada
histologicamente pela presenca de bacilos alcool-acido resistentes evidenciados
por Ziehl-Neelsen (SAGGESE et al., 2008; CUNHA et al., 2024).

Em nosso estudo, o diagndstico de aspergilose foi realizado por meio de
necropsia, avaliacdo histopatolégica e coloragdo especial de GMS, que
evidenciou hifas fungicas intralesionais. Métodos semelhantes foram utilizados
em outro estudo, contudo, além da coloragdo de GMS, foram aplicadas a
coloracédo de acido periodico de Schiff (PAS) e a imuno-histoquimica anti-
Aspergillus spp., técnica ndo empregada em nosso trabalho (SOUTO et al.,
2025). Em nossos casos que havia material congelado, foi realizado cultivo
fungico em agar Sabouraud, como descrito em pesquisa com trinca-ferros
(Saltator similis) (SPANAMBERG et al., 2012). Além disso, foi realizada a PCR
como ferramenta diagnéstica, conforme também realizado em estudo com aves
selvagens, que empregou histopatologia, cultivo fungico e PCR (STILZ et al.,
2025).

Aspergillus fumigatus é a espécie mais comumente isolada, e sua
proliferacédo ativa em material organico produz grandes quantidades de conidios
de pequeno porte, facilmente dispersos no ar e potencialmente inalados,
depositando-se profundamente no trato respiratério (ARNE et al., 2011). Ao
detectar um ambiente favoravel, os conidios germinam e secretam enzimas,
como proteases, e toxinas, incluindo a gliotoxina, uma micotoxina altamente

imunossupressora (ARNE et al., 2011).
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Neste estudo, o diagndstico de aspergilose foi estabelecido
principalmente com base nos achados histopatolégicos, os quais permitiram a
identificacdo de estruturas fungicas compativeis com o género Aspergillus. Em
alguns casos selecionados, também foram realizados exames complementares,
como cultivo fungico e PCR, visando a confirmagéao e identificacdo da espécie
envolvida. No entanto, uma limitacdo importante a ser considerada € a auséncia
de material biolégico congelado de todos os casos, o que impossibilitou a
aplicagao de técnicas moleculares para identificacdo especifica do agente.
Dessa forma, embora a presenca de Aspergillus spp. tenha sido confirmada, nao
foi possivel determinar a espécie em todos os casos, o que restringe a

compreensao da diversidade etiolégica envolvida nas infecgdes observadas.

4.5 CONCLUSAO

A aspergilose € uma micose relevante em aves selvagens e ornamentais,
com predilegdo pelo sistema respiratdrio, principalmente pulmbes e sacos
aéreos toracicos caudais, e, ocasionalmente, por lesbes em outros 6rgaos,
incluindo o encéfalo. A caracterizagao anatomopatoldgica, complementada pelas
analises microbiologicas e moleculares, foi fundamental para o estabelecimento
do diagndstico. A ocorréncia da doenga em espécies ameagadas e em diferentes
contextos, incluindo vida livre, cativeiro e centros de triagem, evidencia seu

potencial impacto sobre a saude e a conservagao da fauna.
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5 CANDIDIASE EM AVES SELVAGENS: CARACTERIZAGAO
ANATOMOPATOLOGICA

RESUMO

A candidiase € uma das infecgbes fungicas mais comuns em aves, sendo
Candida albicans a espécie mais frequentemente isolada. Este estudo relata trés
casos de candidiase em diferentes espécies de aves, com énfase nos achados
anatomopatologicos. As espécies acometidas foram: um periquito-de-colar
(Psittacula krameri), adulto, macho, de cativeiro (ave 1), um cardeal-amarelo
(Gubernatrix cristata), adulto, macho, oriundo de zoolégico (ave 2), e uma
rolinha-roxa (Columbina talpacoti), fémea, adulta, oriunda de um centro de
triagem (ave 3). O periquito-de-colar apresentou historico de emagrecimento
progressivo. Na necropsia observou-se espessamento transmural do eséfago e
do ingluvio, associado a pregueamento da mucosa e deposi¢cao de conteudo
esbranquicado no ingluvio (ave 1). Em ventriculo, acima da membrana coilinica,
observou-se estruturas filamentares de coloragdo amarelada (ave 2). Em
esb6fago e ingluvio, visualizou-se conteudo amarelado de aspecto caseso,
preenchendo todo lumen visceral (ave 3). Na ave 1, observaram-se lesdes
histolégicas na cavidade oral, es6fago e ingluvio, com hiperplasia epitelial,
degeneragao baloniforme, hiperqueratose. O cultivo fungico identificou Candida
spp. Na ave 2, em ventriculo, observou-se necrose da mucosa acompanhada
por infiltrado de heterdfilos e macréfagos. Na ave 3, o esdfago e o ingluvio
exibiam necrose da mucosa, associada a infiltrado mononuclear. Em todos os
casos, foram evidenciadas estruturas fungicas compativeis com Candida spp.,
caracterizadas por blastoconidios basofilicos medindo de 3 a 5 ym de didametro
e pseudo-hifas elipsoidais com 4 a 8 uym de diametro e até 40 pm de
comprimento, melhor visualizadas pela coloragdo GMS. A ave do caso 3 ainda
apresentou concomitante a candidiase, aerossaculite fibrinonecrética por
Aspergillus spp. O diagnéstico da candidiase nas trés aves foi baseado nos

achados anatomopatolégicos.

Palavras chaves: Candida albicans; Aves selvagens; Histopatologia;

Microbiologia.
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5.1 INTRODUGAO

Candida spp. € um fungo comensal presente nos sistemas digestivos e
genitais de animais e humanos (GIUFFRIDA, 2016). Em aves, representa uma
das doencas fungicas mais frequentemente diagnosticadas (GALIZA et al., 2014;
NOURI e KAMYABI, 2010). Existem mais de 200 espécies do género Candida
capazes de causar enfermidades, sendo Candida albicans a mais prevalente
(GIUFFRIDA, 2016), e sua proliferagdo patogénica esta associada a fatores
predisponentes como estresse, nutricdo inadequada, uso prolongado de
antibidticos e imunossupressao decorrente de outras enfermidades (TSAI et al.,
1992; VIEIRA et al., 2009).

Alteragdes no pH gastrointestinal podem levar ao desequilibrio da
microbiota digestiva, o que favorece a proliferagdo de Candida spp. (GARCIA et
al., 2007). A microbiota normal do trato gastrointestinal das aves exerce um efeito
inibitério sobre esses fungos, mas qualquer alteragdo nesse equilibrio pode
resultar em infecgdes. Candida spp. é frequentemente associada a problemas
gastrointestinais, principalmente em aves jovens, devido ao sistema imunolégico
ainda imaturo ou ao desenvolvimento incompleto das defesas do trato
gastrointestinal (VELASCO, 2000; BALASUBRAMANIAM & e UKUMAR, 2007;
GARCIA et al., 2007; SCULLION e SCULLION, 2007).

A doenca afeta predominantemente o trato gastrointestinal superior,
incluindo orofaringe, eséfago e ingluvio, ocasionalmente pode acometer também
as regides inferiores (TALAZADEH et al., 2022), incluindo proventriculo (BERG
et al., 2022) e ventriculo (RIPPON et al., 2010).

As lesdes macroscopicas associadas a candidiase em aves geralmente
incluem hiperqueratose, espessamento e pregueamento da mucosa do eséfago
e do ingluvio, além da presenca de placas caseosas branco-amareladas
aderidas a mucosa (ASRANI et al., 1993).

Na histopatologia, observam-se hiperqueratose e hiperplasia epitelial. A
degeneragao baloniforme, a inflamagédo heterofilica e o infiltrado de células
mononucleares também sao caracteristicas comuns. A presenca de Candida
spp. € evidenciada por blastosporos e pseudo-hifas infiltrando a mucosa
(ASRANI et al., 1993; RIPPON et al., 2010).

al
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O diagnodstico € baseado no exame anatomopatologico (NOURI &
KAMYABI, 2010), cultivo fungico (SILVA et al., 2014), reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (DEAK et al., 2010) e imuno-histoquimica (JENSEN et al.,
1996).

No Brasil, a candidiase em aves como causa de mortalidade é raramente
relatada (VASCONSELOS et al., 2011; SILVA et al., 2014), e até o momento n&o
ha registros da doenga no estado de Santa Catarina. Em Minas Gerais um
estudo investigou a presenca de Candida spp., em amostras fecais de aves,
identificando maior ocorréncia nas ordens Passeriformes e Psittaciformes
(ALVES et al., 2017).

O presente estudo teve como objetivo descrever os achados clinicos,
anatomopatolégicos e microbiolégicos de candidiase em aves selvagens e

ornamentais.

5.2 RELATO DE CASO

Trés aves de diferentes espécies, um periquito-de-colar (Psittacula
krameri), um cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) e uma rolinha-roxa
(Columbina talpacoti), foram submetidas a necropsia, e amostras de ingluvio,
es6fago, proventriculo, ventriculo, figado, coracédo, pulmdes, rins, intestino
delgado, intestino grosso e encéfalo, foram fixadas em solugdo de formalina
tamponada a 10% e encaminhadas para processamento histolégico, sendo
posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (HE) e coloragao
histoquimica pela metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS). Além disso,
foram levantadas informagdes referentes ao histérico clinico das aves, incluindo

dados sobre idade, sexo e origem dos animais.

5.21 Ave1

Um periquito-de-colar (Psittacula krameri), macho, de 3 anos, mantido em
cativeiro, foi atendido no Hospital Clinica Veterinaria da Universidade do Estado
de Santa Catarina (HCV - CAV/UDESC), com histérico de emagrecimento
progressivo. No exame clinico, apresentava baixo escore corporal e pesava 102
gramas. Foi prescrito tratamento com cetoprofeno e enrofloxacina, porém as

dosagens nao foram informadas. Uma semana apds a consulta, a ave néo

a1
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apresentou melhora significativa, com perda de peso para 86 gramas,
acompanhada de hiporexia, evoluindo para a morte.

Na necropsia, em cavidade oral (Figura 5A), es6fago e ingluvio (Figura
5B), foi observado espessamento transmural difuso acentuado, associado a
pregueamento difuso e acentuado da mucosa com discreta deposicdo de
conteudo esbranquicado friavel na porc¢éo final do lumen do ingluvio (Figura 5C).

Na analise histopatoldgica, observaram-se alteragdes na cavidade oral,
eso6fago e ingluvio, caracterizadas por hiperplasia e degeneragao baloniforme do
epitélio escamoso (Figura 6A), associadas a debris celulares, queratina,
miriades bacterianas e hiperqueratose multifocal moderada, além de estruturas
basofilicas compativeis com blastoporos leveduriformes, medindo de 3 a 5 um
de didmetro, e pseudo-hifas elipsoidais, com didmetro de 4 a 8 ym e
comprimento de até 40 um, caracteristicas de Candida spp. Na coloragao
histoquimica de metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS), observou-se
acentuada marcacgao positiva em leveduras e pseudo-hifas, na qual as paredes
celulares desses organismos coraram-se em preto (Figura 6B).

Fragmentos de ingluvio e moela foram semeados em Agar Sabouraud
(HiMedia) e incubados a 35-37°C por 48h. Morfologicamente, foram observadas
leveduras esféricas e ovais. A levedura foi positiva para formagao de tubo
germinativo e produziu clamidoconidios em agar batata a 25°C apds 48-72 h de
incubacao. Candida spp., foi identificada através da macro e micromorfologia,

producao de clamidoconidios e tubo germinativo.

[€)]
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Figura 5 - Estomatite, esofagite e ingluvite por Candida albicans em periquito-de-
colar (Psittacula krameri) — ave 1. A) Cavidade oral: espessamento transmural
difuso acentuado, associado a pregueamento difuso e acentuado da mucosa
(asterisco). B) Es6fago (seta vermelha) e ingluvio (seta amarela): espessamento
transmural difuso acentuado e pregueamento difuso acentuado da mucosa. C)
Eséfago e ingluvio, espessamento transmural difuso acentuado, pregueamento
difuso acentuado da mucosa (asterisco) com discreta deposigdo de conteudo
esbranquicado friavel na porg¢ao final do lumen (circulo).

. .
Fonte: elaborado pela autora (2025).

5.2.2 Ave 2

Um cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata), macho adulto, fazia parte do
programa de conservagcdao de espécie junto a instituicaio de carater
conservacionista em que era mantido. Tardiamente, o animal foi encontrado
morto no recinto.

Na necropsia, o animal apresentava escore corporal magro. Em
ventriculo, acima da membrana coelinica, observou-se estruturas filamentares

de coloragao amarelada. Além disso, em saco aéreo toracico caudal direito havia

[
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caseo de aproximadamente 1 cm de didametro, de coloragdo esbranquigada a
amarelada.

Na histologia, em ventriculo, aderido a membrana coelina, havia miriades
bacterianas e leveduras e pseudo-hifas morfologicamente compativeis com
Candida spp. (Figura 6C), que foram melhores visualizadas na coloragao
histoquimica de metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS) (Figura 6D),
além de necrose da mucosa focalmente extensa, acompanhada por infiltrado de
heterdfilos e macrofagos multifocal moderado. Ainda, os sacos aéreos
apresentavam necrose caseosa circundada por infiltrado de heterdfilos e
macrdéfagos, além de fibrina, focalmente extensa moderada, com hifas fungicas
septadas, pleomorficas e com angulo de bifurcagdo agudo, compativeis com
Aspergillus spp. Nao foi possivel realizar o cultivo fungico e PCR devido a

auséncia de material congelado disponivel.
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Figura 6 - Candidiase em aves selvagens. A) Periquito-de-colar (Psittacula
krameri) — ave 1. Cavidade oral: hiperplasia difusa e moderada do epitélio
escamoso (asterisco). HE. Obj. 20. B) Periquito-de-colar (Psittacula krameri) —
caso 1. Ingluvio: numerosas pseudo-hifas (seta vermelha) e blastosporos
leveduriformes (seta amarela) intensamente impregnadas em preto por GMS.
Obj. 40. C) Cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) — ave 2. Ventriculo:
membrana coelina com blastosporos leveduriformes morfologicamente
compativeis com Candida spp. (asterisco). HE. Obj. 20. Detalhe: blastosporos
leveduriformes basofilicos, esféricos e ovoides medindo de 3 a 5 ym de diametro.
HE. Obj. 40. D) Cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) — ave 2. Ventriculo: em
membrana coelina, numerosas pseudo-hifas (seta vermelha) e blastosporos
leveduriformes (seta amarela) intensamente impregnados em preto por GMS.

5.3.3 Ave 3

Uma rolinha-roxa (Columbina talpacoti), fémea adulta, sob
responsabilidade do Centro de Triagem de Animais Silvestres, foi direcionada ao
Laboratério de Patologia Animal (LAPA - CAV/UDESC) apds tentativa de
recuperacgao sob quadro de fratura exposta em asa esquerda, com evolugao para

morte.

(3]
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. Na necropsia, o animal apresentava escore corporal caquético. Em
esbfago e ingluvio, visualizou-se acentuada quantidade de conteudo amarelado
de aspecto caseso, preenchendo todo lumen visceral. Além disso, foi observada
fratura completa do umero esquerdo.

Na histologia, o esb6fago e o ingluvio exibiam necrose da mucosa
focalmente extensa, associada a infiltrado multifocal moderado de macrofagos,
linfécitos e plasmdécitos e grande quantidade de leveduras e pseudo-hifas
morfologicamente compativeis com Candida spp. A musculatura da asa
apresentava necrose de miofibras focalmente extensa, mineralizagao e infiltrado
inflamatorio composto por macréfagos, linfécitos, plasmacitos e heteréfilos. Nao
foi possivel realizar o cultivo fungico e PCR devido a auséncia de material

congelado disponivel.

5.3 DISCUSSAO

A candidiase € uma micose oportunista relatada em diversas aves
domésticas e selvagens ao redor do mundo (ASRANI et al., 1993; RIPPON et
al., 2010; QUEIROZ-AALTONEN, 2021; BERG et al., 2022; TALAZADEH et al.,
2022). No Brasil, ja foi identificada em excretas de aves selvagens, porém sem
associagdo com a manifestagdo clinica da doenga (ALVES et al., 2017;
QUEIROZ-AALTONEN, 2021). Até o momento, nao ha registros publicados de
candidiase em aves selvagens de Santa Catarina. A doenca ja foi descrita em
diversas ordens, incluindo Psittaciformes, Passeriformes e Columbiformes
(GARCES et al., 2022; TALAZADEH et al., 2022), que sdo as mesmas das aves
analisadas neste estudo. No entanto, as espécies periquito-de-colar, cardeal-
amarelo e rolinha-roxa ainda nao possuem registros documentados da infeccao.

A ave 1, um periquito-de-colar (Psittacula krameri) apresentou candidiase,
e sugere-se que o estresse relacionado ao ambiente de cativeiro tenha atuado
como fator predisponente para o desenvolvimento da infeccdo devido ao
comprometimento da resposta imune de aves, favorecendo a instalagdo de
microrganismos oportunistas, como Candida spp. (NOURI e KAMYABI, 2010). A
perda de condicao corporal observada nesta ave pode ser relacionada a infecgao

fungica, a qual também foi descrita em agapodrnis acometidos por candidiase,
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que apresentavam ainda fraqueza, diarreia e penas erigadas (NOURI e
KAMYABI, 2010).

Na ave 2, um cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) apresentou
coinfecgcao por Candida e Aspergillus. A ocorréncia simultanea desses dois
agentes ja foi descrita em uma calopsita (Nymphicus hollandicus) mantida em
cativeiro (VASCONCELOS et al., 2011).

O quadro de candidiase na ave 3, uma rolinha-roxa (Columbina talpacoti),
com fratura em asa, sendo plausivel que o trauma tenha desencadeado uma
resposta inflamatéria sistémica e subsequente imunossupressao, facilitando o
desenvolvimento da doenca. A relagdo entre fraturas e infec¢gdes fungicas
oportunistas ja foi relatada e sugere que que o trauma fisico pode atuar como
porta de entrada ou fator desregulador da imunidade (TSAIl et al., 1992; VIEIRA
et al., 2009), como ja demonstrado em um milhafre-real adulto (Milvus milvus)
com candidiase oral, no qual havia fratura fechada e cominutiva na diafise da
ulna direita, além de multiplas lesdes traumaticas, incluindo feridas perfurantes
(GARCES et al., 2022).

Com relacdo aos aspectos macroscopicos, 0 espessamento e o
pregueamento da mucosa do es6fago, observados na ave 1, sdo compativeis
com os achados relatados descrito em frangos de corte (WYATT e HAMILTON,
1975). As mesmas lesbes foram observadas em estudos experimentais
envolvendo codornas japonesas (Coturnix japonica), que apresentavam, ainda,
placas caseosas branco-amareladas em lingua e ingluvio semelhantes as
encontradas no ingluvio da ave 1, ventriculo da ave 2 e es6fago e ingluvio da
ave 3 (ASRANI et al.,, 1993). As lesdes macroscépicas no ventriculo e na
membrana coelina foram descritas em apenas um caso, envolvendo um
papagaio-ecléctico (Eclectus roratus) que apresentou um nodulo escuro e
irregular na camada de coelina, apresentando um padrdo macroscopico
diferente das estruturas filamentosas amareladas observadas na ave 2 (MUIR e
RAIDAL, 2012).

Na histologia, um estudo realizado com codornas descreveu
hiperqueratose do epitélio de revestimento do papo e da lingua, além de
degeneragdo baloniforme restrita a lingua, hiperplasia do epitelial no
proventriculo e na lingua, e inflamacao heterofilica na lingua e no esbéfago

(ASRANI et al., 1993). Esses achados s&o semelhantes aos observados em
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nosso relato, embora localizados em regides distintas, uma vez que, em nossa
ave 1, as alteracbes foram identificadas na cavidade oral, esd6fago e ingluvio.
Além disso, no estudo citado, a infiltragao fungica foi limitada ao inglavio e a
lingua, enquanto em nosso caso, envolvia cavidade oral, eséfago e ingluvio.

Entre as lesbes descritas em moela, os debris celulares associados a
areas de necrose e infiltragdo de células mononucleares ja foram descritos em
filhotes de hihis (Notiomystis cincta) de vida livre. Na membrana coelina,
observaram-se blastosporos leveduriformes e pseudo-hifas compativeis com
Candida spp., que se infiltravam na mucosa subjacente (RIPPON et al., 2010).
Tais achados foram semelhantes aos observados na ave 2.

Um estudo realizado com codornas revelou, em ingluvio, necrose e
infiltrado de heterdfilos e macrofagos, além de infiltragao fungica por Candida
spp- (ASRANI et al., 1993), achados semelhantes aos visualizados na ave 3. No
entanto, no presente estudo, o infiltrado inflamatério era composto
predominantemente por linfocitos, plasmocitos e macréfagos. Ademais, no
presente trabalho, as lesdes observadas nao se restringiam ao ingluvio,
estendendo-se também ao eso6fago.

Alguns microrganismos podem causar alteragbes gastrointestinais
semelhantes as da candidiase, como Macrorhabdus ornithogaster e Pythium
insidiosum, sendo necessario considerar o diagnostico diferencial
(SPANAMBERG et al., 2012; KHEIRANDISH et al., 2011; SOUTO et al., 2019).
Macrorhabdus ornithogaster provoca lesdes proventriculares com muco
espesso, ulceragcbes e hemorragias, apresentando histologicamente estruturas
alongadas paralelas, diferente da candidiase, que se caracteriza por exsudato e
placas esbranquicadas em eséfago e papo (KHEIRANDISH et al.,, 2011;
FULTON, 2020; VELASCO, 2000). Pythium insidiosum apresenta relatos
pontuais em aves, incluindo pitiose esofagica, com nodulagéo esofagica e hifas
intralesionais de parede espessa, esparsamente septadas e com constricdes
proeminentes, contrastando com a candidiase (PESAVENTO et al., 2008;
SOUTO et al., 2019).

A candidiase, causada principalmente por Candida albicans, é
reconhecida como a infecgdo por leveduras mais comum em aves, sendo
frequentemente a espécie predominante isolada (TALAZADEH et al., 2022). No

entanto, outras espécies também tém sido relatadas, incluindo Candida tropicalis
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(GLUSHAKOVA e KACHALKIN, 2023), C. lusitaniae, C. zeylanoides (DEAK e
BEUCHAT, 2000; GARCES et al., 2022), C. glabrata e C. krusei (DONNELLY et
al.,, 2019). Espécies do género Candida apresentam diversos fatores de
viruléncia que contribuem para sua capacidade patogénica, incluindo moléculas
semelhantes a integrina, além de proteases e fosfolipases, que favorecem a
adesao e a invasao dos tecidos do hospedeiro. Ademais, a formagéao de biofilme
e a capacidade de realizar troca fenotipica permitem a essas leveduras evadir
os mecanismos de defesa do sistema imune do hospedeiro (GARCES, 2023).

O diagndstico pode ser realizado por meio da analise anatomopatolégica
(ASRANI et al., 1993; RIPPON et al., 2010), sendo a coloracdo de GMS
amplamente utilizada para evidenciar estruturas fungicas, como observado nas
aves 1 e 2 (ASRANI et al., 1993). O cultivo fungico, por sua vez, constitui uma
ferramenta complementar relevante para a identificagdo do género envolvido
(SILVA et al., 2014); no entanto, a PCR é fundamental para a identificacdo da
espécie (TALAZADEH et al., 2022).

No presente estudo, em apenas um dos casos, envolvendo um periquito-
de-colar (Psittacula krameri), foi possivel realizar o cultivo fungico em agar
Sabouraud, uma vez que se tratava do unico caso com material congelado
disponivel, o que permitiu a identificacao de Candida spp. Nos demais animais
(2 e 3), o diagnéstico foi baseado exclusivamente nos achados histopatoldgicos,
que evidenciaram estruturas fungicas morfologicamente compativeis com
Candida spp. Esses casos destacam a limitagdo diagnodstica imposta pela
auséncia de material adequado para cultivo fungico e PCR, dificultando a

caracterizagao completa do agente.

5.4 CONCLUSAO

Os trés casos analisados evidenciam a ocorréncia de candidiase no
estado de Santa Catarina, em aves de diferentes espécies e origens. As lesdes
concentraram-se principalmente no eséfago e no ingluvio, caracterizando-se
conteudo esbranquicado a amarelado aderido a mucosa. O diagndstico foi
confirmado por exames anatomopatoldgicos, coloragdes histoquimicas e/ou

isolamento microbiologico. Trata-se dos primeiros relatos documentados da

al
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enfermidade na regido, reforcando a importancia da vigilancia sanitaria e do

diagndstico laboratorial frente a quadros clinicos inespecificos em aves.
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6 GRANULOMATOUS VENTRICULITIS CAUSED BY Pythium insidiosum
IN A ROSELLA (Platycercus eximius)

ABSTRACT

Pythiosis is an infectious disease caused by the oomycete Pythium insidiosum
and can affect various systems/tissues, including cutaneous, digestive and
respiratory tracts. The disease has been reported in horse, cattle, sheep, goat,
dog, cat, and in birds there are only two cases. This report describes the
anatomopathological and immunohistochemical findings of pythiosis in a captive
rosella (Platycercus eximius) that presented with weight loss and death.
Macroscopically, multiple white nodules up to 0.5 cm in diameter were observed
in the ventricular wall. Multifocal severe heterophilic and granulomatous
ventriculitis was observed associated with hyphae measuring 2 to 6 um in
diameter, with nearly parallel walls, occasionally septate and branched. The
hyphae were strongly outlined in black in Grocott-Gomori silver methenamine
(GMS), lightly stained by periodic acid-Schiff (PAS), and were positive by
immunohistochemistry (IHC) using a polyclonal anti-Pythium insidiosum
antibody. The diagnosis of ventriculitis caused by P. insidiosum in a rosella was
established by anatomopathological findings and confirmed by IHC. This is the

first report of pythiosis in psittacines and the third in birds.

Keywords: Digestive infection; Fungus; Pathology; Psittaciformes; Pythiosis.
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6.3 INTRODUCTION

Pythiosis is an infectious disease caused by the oomycete Pythium
insidiosum, a species known to infect humans and animals in tropical, subtropical,
and temperate regions (Mendoza et al., 1996). The microorganism P. insidiosum
is an aquatic oomycete found in swamps and ponds, where it exists as either
mycelium or biflagellate zoospores. The zoospore is the infectious stage that
moves, adheres to, and penetrates host tissue, subsequently progressing slowly
into the bloodstream (Mendoza et al., 1993).

Animals with pythiosis may present clinical forms characterized by
cutaneous/subcutaneous, gastrointestinal, respiratory, and disseminated
involvement (Yolanda & Krajaejun, 2022). Microscopically, pythiosis causes
inflammatory lesions that range from eosinophilic granulomatous and
pyogranulomatous (Martins et al., 2012).

The disease affects various species, including horses (Brown & Roberts,
1988; Martins et al., 2012; Souto et al., 2022), dogs (Martins et al., 2012; Frade
et al., 2017; Silva et al., 2023), cattle (Martins et al., 2012; Maia et al., 2020),
sheep (Tabosa et al., 2004), cats (Rakich et al., 2005), goats (Carmo et al., 2015),
humans (Krajaejun et al., 2006), and rarely birds (Pesavento et al., 2008; Souto
et al., 2019). In wild animals, pythiosis has been reported in camels (Wellahan et
al., 2004), bengal tigers (Buergelt et al., 2006), and jaguars (Camus et al., 2004).
In birds, infection by Pythium insidiosum has been reported in a white-faced ibis
(Plegadis chihi), presenting the cutaneous form (Pesavento et al., 2008), and in
an ostrich (Struthio camelus) with gastrointestinal involvement affecting the
esophagus (Souto et al., 2019).

The post-mortem diagnosis of pythiosis is primarily obtained through
histopathological examination (Pesavento et al., 2008; Souto et al., 2019),
followed by additional techniques such as immunohistochemistry (Pesavento et
al., 2008; Souto et al., 2019), Polymerase Chain Reaction (PCR) (Pesavento et
al., 2008), and microbiological culture (Carrera et al., 2013).

The aim of the present study was to report the anatomopathological and
immunohistochemical findings of ventriculitis caused by Pythium insidiosum in a

rosella (Platycercus eximius).
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6.4 CASE REPORT

A rosella (Platycercus eximius), kept in captivity at the Santa Catarina
State Zoo, southern Brazil, presented with progressive weight loss and died
approximately four days later. At necropsy, the bird was thin and multiple white
nodules, up to 0.5 cm in diameter, were observed on the wall of the ventriculus.
Samples from the proventriculus, ventriculus, lungs, liver, heart, kidneys, small
and large intestines, and brain were fixed in 10% buffered formalin and sent to
histopathological examination and stained with hematoxylin and eosin (HE),
Grocott-Gomori methenamine silver (GMS), and periodic acid-Schiff (PAS).

Histopathological evaluation revealed multifocal severe granulomatous
and heterophilic ventriculitis, characterized by multifocal areas of heterophilic
granulomas (Figure 1), surrounded by a marked inflammatory infiltrate composed
of macrophages and multinucleated giant cells, along with heterophils,
lymphocytes, and plasma cells (Figure 2). Hyphae measuring 2 to 6 um in
diameter with nearly parallel walls, occasionally septate and branched were
observed, with better visualization in the GMS stain (Figure 3) and weak staining
in the PAS. No changes were observed in the other tissues examined.

Histological sections of the ventriculus were subjected to
immunohistochemical (IHC) analysis following the protocol described by Martins
et al. (2012). Sections were deparaffinized, rehydrated, and endogenous
peroxidase activity was blocked with 3% H,O,. Antigen retrieval was performed
by microwave heating in TRIS-EDTA buffer (pH 9.0). The sections were then
incubated with the primary antibody (1:1,000) for 60 min at 37°C, followed by a
biotinylated anti-rabbit secondary antibody. The reaction was visualized with 3,3'-
diaminobenzidine (DAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and counterstained
with hematoxylin. Fungal hyphae were strongly immunolabeled with the anti-

Pythium insidiosum antibody (Figure 4).
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Figure 4. Granulomatous ventriculitis due to Pythium insidiosum in a rosella
(Platycercus eximius). A) In the ventriculus, multifocal areas of heterophilic
granulomas are observed (asterisks). HE. Obj. 10x. B) The heterophilic
granulomas areas are surrounded by macrophages, multinucleated giant cells
(arrow), heterophils, lymphocytes, and plasma cells. HE. Obj. 20x. C) Numerous
intralesional hyphae intensely stained in black. (GMS). Obj. 40x. D) In IHC with
polyclonal antibody against Pythium insidiosum, the hyphae show strong
immunost\ainin&arrows DAB; DakoCytomation) Ot‘)J'.40x. )
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6.5 DISCUSSION

The diagnosis of pythiosis was based on anatomopathological and
immunohistochemical findings. Pythiosis is a rare disease in birds (Pesavento et
al., 2008; Souto et al., 2019), making this, to the authors' knowledge, the third
documented case and the first to describe granulomatous ventriculitis in
psittacines.

Regarding the probable source of infection, it is believed to have occurred
through the ingestion of water contaminated with zoospores of Pythium
insidiosum. However, there is no information about the source of water consumed

by the rosella. Pythiosis has been described in wild birds with access to
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agricultural fields and in animals kept in captivity with access to lakes (Pesavento
et al., 2008; Souto et al., 2019).

In the gastrointestinal form of pythiosis, the main clinical signs described
include vomiting, diarrhea with blood, and weight loss (Frade et al., 2017). In
some cases, animals may exhibit subtle clinical signs, with loss of body condition
being the only evident alteration (Rakich et al., 2005; Silva et al., 2023), similar
to what was observed in this case. Changes in the rosella's ventricular wall may
have impaired digestive function, leading to the observed weight loss and death.

The microscopic characteristics of the oomycete and the granulomatous
inflammation observed in this bird are similar to those described in mammals
(Souto et al., 2022). In horses, pythiosis presents yellow-white masses known as
"kunkers," which are microscopically characterized by eosinophilic infiltration
(Martins et al., 2012); however, these structures are not seen in ruminants, and
carnivores (Martins et al., 2012) or in birds (Pesavento et al., 2008; Souto et al.,
2019).

The main fungal infections in birds associated with lesions in the
gastrointestinal tract are caused by Candida spp., and Macrorhabdus
ornithogaster (Kheirandish & Salehi, 2011; Vasconcelos et al., 2011). In
candidiasis, changes are primarily observed in the upper digestive tract, such as
yellow and white necrotic plaques, elevated and dry lesions on the tongue, as
well as thickening and wrinkling of the mucosa of the oral cavity, ingluvies, and
esophagus (Asrani et al., 1993; Vasconcelos et al., 2011). In M. ornithogaster
infection, the ventriculus is affected, associated with proventricular dilation and
thickening of the wall, sometimes accompanied by ulcerations and hemorrhages
in the proventricular mucosa (Marlier et al., 2006; Kheirandish & Salehi, 2011).
Both the macroscopic patterns described previously differ from the nodular
pattern observed on the ventricular wall in this bird.

Histologically, candidiasis presents mucosal hyperplasia and
hyperkeratinization, accompanied by yeasts and intralesional pseudohyphae
(Vasconcelos et al., 2011). In cases of Megabacteriosis (infection by
Macrorhabdus ornithogaster), lymphoplasmacytic inflammation is particularly
observed at the proventriculus-ventriculus junction, along with rupture of the koilin

membrane (Kheirandish & Salehi, 2011), associated with long, rod-shaped
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structures, arranged parallel, measuring 1.5-3 ym in diameter and 20-90 pm in
length (Segabinazi et al., 2004).

Although aspergillosis primarily affects the respiratory system, forming
white-yellow granulomas (Tokarzewski et al., 2007; Spanamberg et al., 2012;
Melo et al., 2020), these may also be observed covering the serosa of organs
within the coelomic cavity (Shukla et al., 2013). Microscopically, aspergillosis is
characterized by granulomatous inflammatory infiltrates associated with hyphae
that have basophilic, parallel, septate walls, with dichotomous branching
(Spanamberg et al., 2012).

Morphologically, infections caused by Mucoromycota and the oomycete
Lagenidium spp. are important differential diagnoses for pythiosis (Grooters et
al., 2003). While there are no known reports of Lagenidium spp. infecting birds,
its morphological features share similarities with those seen in pythiosis (Grooters
et al., 2003).

Mucoromycota can cause lesions in the lungs, air sacs, myocardium, and
kidneys. In all these areas, the presence of thrombosing vasculitis is a consistent
observation. The fungal hyphae, besides being found inside the thrombi,
frequently invade the surrounding tissues. Infected organs exhibit vascular and
parenchymal lesions dominated by necrosis, hemorrhage, edema, and infiltration
of heterophils (Carrasco et al., 1998). The fungal hyphae are broad and irregular
(Severo et al., 2010).

The histochemical and immunohistochemical characteristics observed in
this case were crucial for identifying the etiological agent. Given the weak staining
of the hyphae with PAS, the black impregnation with GMS, and the positive
immunolabeling with a polyclonal antibody for Pythium insidious.
Immunohistochemistry is frequently used to diagnose pythiosis in animals (Brown
& Roberts, 1988; Martins et al., 2012). PCR is among the diagnostic methods
applicable to cases of pythiosis. In our report, no frozen biological material was
available; however, although PCR can be performed on formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) tissues, it was not applied, since immunohistochemistry had
already proven sufficient for the identification of the agent. In a case involving a
bird (Pesavento et al., 2008), PCR was used for diagnosis, as well as in studies
with cattle and horses (Santos et al., 2011), sheep (Carrera et al., 2013), dogs
(Silva et al., 2023), and cats (Soares et al., 2019).

[e2]
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6.6 CONCLUSION

Heterophilic granulomatous ventriculitis caused by Pythium insidiosum
resulted in the death of a rosella, affecting the digestive tract with weight loss,
and should be considered as a differential diagnosis for the main fungal infections

affecting the digestive system of birds.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo evidenciou a diversidade de doengas causadas por
fungos e oomiceto que acometem aves.

Dentre essas enfermidades, destaca-se a aspergilose como a mais
frequentemente identificada, geralmente associada a lesbes respiratorias,
principalmente em pulmdes e sacos aéreos, incluindo um caso grave com
comprometimento encefalico, uma apresentagdo pouco relatada em aves,
especialmente em espécies selvagens.

A candidiase foi observada predominantemente como infec¢cao do trato
digestorio superior, com envolvimento da cavidade oral, es6fago e ingluvio,
havendo ainda um caso atipico com comprometimento da moela.

Ja a pitiose, causada por um oomiceto, enfermidade rara em aves, foi
registrada em um unico caso, caracterizado por lesdo nodular em moela.

Os achados demonstram que essas doencas podem ocorrer de forma
isolada ou em coinfeccdo, apresentando manifestacbes clinicas e

anatomopatologicas variadas.

[*)]
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