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RESUMO 

 

 

 

Este estudo teve como objetivo principal isolar e identificar os agentes causadores de micoses 

profundas em gatos atendidos em uma clínica veterinária em Manaus-AM, além de realizar o 

teste de sensibilidade antifúngica. O projeto incluiu a identificação molecular dos agentes das 

micoses, a descrição das características clínicas e epidemiológicas dos gatos afetados por 

criptococose e esporotricose, bem como a investigação da sensibilidade dos isolados aos 

antifúngicos anfotericina B, cetoconazol, fluconazol e itraconazol. Foram coletadas amostras 

de 38 gatos, no qual 78,9% apresentaram agentes fúngicos, sendo que 96,6% foram 

identificados como Sporothrix spp. e apenas 3,3% (n=1) como Cryptococcus spp. A maioria 

dos gatos afetados pela esporotricose eram do sexo masculino (82,7%) e tinham dois anos de 

idade (48,2%). Gatos semi-domiciliados ou de vida livre foram os mais afetados, vivendo na 

área urbana de Manaus. A identificação molecular dos agentes fúngicos foi realizada através 

do sequenciamento das regiões ITS1 e ITS4. Todos os três isolados de Sporothrix que foram 

analisados por sequenciamento apresentaram sequências 100% similares ao isolado tipo de 

Sporothrix brasiliensis. O isolado causador do caso de criptococose apresentou sequência 

100% similar a Cryptococcus neoformans. O teste de susceptibilidade antifúngica mostrou que, 

dos 29 isolados de Sporothrix e o isolado Cryptococcus neoformans, todos apresentaram 

sensibilidade aos antifúngicos utilizados na rotina em veterinária. 

 

 
Palavras – Chave: Cryptococcus, Sporothrix, Felinos, Sequenciamento, Amazonas 



 

ABSTRACT 

 

 

 

This study aimed to isolate and identify the causative agents of deep mycoses in cats 

treated at a veterinary clinic in Manaus-AM, as well as perform antifungal sensitivity 

testing. The project included molecular identification of the fungal agents causing 

mycoses, description of the clinical and epidemiological characteristics of cats affected 

by cryptococcosis and sporotrichosis, as well as investigation of the isolates' sensitivity 

to antifungal drugs, including amphotericin B, ketoconazole, fluconazole, and 

itraconazole. Samples were collected from 38 cats, 78.9% showed fungal agents, with 

96.6% being identified as Sporothrix spp. and only 3.3% (n=1) as Cryptococcus spp. 

The majority of cats affected by sporotrichosis were male (82.7%) and two years old 

(48.2%). Semi-domiciled or free-roaming cats were the most affected, living in the 

urban area of Manaus. The molecular identification of the fungal agents was performed 

through sequencing of the ITS1 and ITS4 regions. All three Sporothrix isolates analyzed 

by sequencing showed 100% similarity to the type isolate of Sporothrix brasiliensis. 

The isolate causing the cryptococcosis case showed 100% sequence similarity to 

Cryptococcus neoformans. Antifungal susceptibility testing showed that all 29 

Sporothrix isolates and the Cryptococcus neoformans isolate were sensitive to the 

antifungal drugs routinely used in veterinary practice. 

 

 
Keywords: Cryptococcus, Sporothrix, Feline, Sequencing, Amazon. 
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 1 INTRODUÇÃO 

 

Micoses profundas são infecções fúngicas que afetam órgãos internos de animais e 

humanos, representando um desafio para a saúde pública (WALSH; DIXON, 1996). No Brasil, 

a criptococose e a esporotricose são as principais doenças em felinos (RODRIGUES et al., 

2022; FERRARI et al., 2023). A criptococose felina é causada pelo fungo C. neoformans e é 

geralmente inalado por meio de esporos presentes em fezes de pássaros (TRIVEDI et al., 2011) 

A esporotricose, por sua vez, é transmitida pelo fungo Sporothrix spp. através de trauma 

(BARNACLE et al., 2023). É fundamental compreender os agentes causadores dessas 

micoses em gatos, assim como sua identificação e sensibilidade aos antifúngicos disponíveis. 

A esporotricose é uma doença emergente em gatos na cidade de Manaus, apresentando 

um impacto significativo na saúde dos animais e no bem-estar da população. O fungo 

Sporothrix brasiliensis possui a capacidade de infectar diferentes tecidos do corpo, incluindo 

pele, pulmões, ossos e sistema nervoso central (FRANCESCHI et al., 2017; ALVES et al., 

2020; AGUIAR et al., 2023). A principal porta de entrada para a infecção são as arranhaduras 

e mordeduras de gatos infectados, podendo, em casos raros, ser transmitida por inalação do 

fungo presente no ambiente (GREMIÃO et al., 2017; MASCHIO-LIMA et al., 2021). 

Compreender a frequência e os padrões de isolamento desse agente causador em gatos 

atendidos em uma clínica em Manaus é essencial para estabelecer medidas efetivas de controle 

e prevenção da doença. 

Por outro lado, a criptococose é uma infecção fúngica sistêmica causada pelo C. 

neoformans (RODRIGUES et al., 2020). Esse fungo é amplamente encontrado em ambientes 

naturais, como solos contaminados com fezes de aves (ALVES et al., 2016; RIBEIRO et al., 

2020). Embora seja uma doença comumente associada a seres humanos, a criptococose também 

afeta felinos, podendo levar a sintomas graves e até mesmo fatais se não for diagnosticada e 

tratada precocemente (RODRIGUES et al., 2020). Identificar a ocorrência e caracterizar o C. 

neoformans em gatos atendidos na clínica de Manaus é fundamental para entender a dinâmica 

da doença na região e proporcionar uma abordagem terapêutica adequada. 

Diante dessas considerações, o presente estudo tem como objetivo principal investigar 

a ocorrência de micoses profundas em gatos atendidos em uma clínica na cidade de Manaus, 

além de isolar, identificar e avaliar a sensibilidade antifúngica dos agentes causadores. Com 
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base nesses resultados, espera-se fornecer subsídios para a implementação de estratégias de 

prevenção e controle mais eficientes, contribuindo para a saúde dos animais e a proteção da 

saúde pública na região amazônica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 
2.1 Micoses Profundas 

 

As micoses profundas são infecções fúngicas que atingem as camadas mais profundas 

da pele, assim como outros tecidos e órgãos (LLORET et al., 2013). Essas micoses são 

caracterizadas por uma penetração mais profunda do agente fúngico, o que as torna mais graves 

e complexas de tratar (WALSH; DIXON, 1996). Elas podem afetar diferentes espécies, 

incluindo os gatos. Dependendo do tipo de fungo envolvido, as manifestações clínicas da 

infecção podem variar de lesões cutâneas até condições mais sistêmicas (PAVELSKI et al., 

2018; ALVES et al., 2020). 

As micoses profundas mais importantes em gatos incluem a criptococose, 

esporotricose, histoplasmose, blastomicose, coccidioidomicose e aspergilose (GREENE; 

TROY, 1995; GILOR et al., 2006; REINHART et al., 2012; LLORET et al., 2013; GREMIÃO 

et al., 2020). A transmissão pode ocorrer de várias maneiras, dependendo do fungo envolvido. 

Muitos desses fungos são encontrados no meio ambiente, no solo, em plantas e até mesmo em 

fezes de pássaros, onde os gatos podem entrar em contato durante suas atividades normais 

(LLORET et al., 2013). Além de áreas contaminadas pelos dejetos dos gatos, a forma de 

transmissão quem tem se tornado mais comum é através de mordeduras e arranhaduras dos 

gatos contaminados com o agente causador da esporotricose (RODRIGUES et al., 2013). 

É fundamental conhecer e monitorar as micoses profundas em gatos por vários 

motivos. Primeiramente, essas infecções podem causar doenças graves, que podem ser fatais se 

não forem tratadas adequadamente (ALVES SOARES et al., 2019; ALVES et al., 2020; 

INDOUNG et al., 2022). Além disso, algumas dessas micoses podem ser transmitidas para 

humanos, representando um risco à saúde pública (GREMIÃO et al., 2017). O monitoramento 

também permite a identificação precoce de surtos de infecções fúngicas, facilitando o controle 

e a prevenção de sua propagação. Por fim, o conhecimento dessas micoses permite aos 

proprietários de gatos e aos veterinários a implementação de medidas preventivas e terapêuticas 

adequadas para garantir a saúde e o bem-estar dos gatos. 

 

2.2 Criptococose em Gatos Domésticos 

 

A criptococose foi descrita pela primeira vez em gatos na década 50 por Holzworth 
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(1952). O complexo das espécies C. neoformans e C. gattii possui distribuição mundial, no qual 

o Cryptococcus em gatos já foi identificado em diversos países como Estados Unidos, Austrália, 

Canadá, China, Itália, Bélgica, Japão e Portugal, cujo C. neoformans é o agente que predomina 

nesses países (DANESI et al., 2014; KANO et al., 2015; LIVET et al., 2015; PIMENTA et al., 

2015; SIAK et al., 2015; SCHAIBLE, 2019; ALMENDROS et al., 2020; NEWMAN), 

informações baseadas em relatos de caso. 

 
São poucas a informações sobre a criptococose em gatos na América Latina. Relatos 

de casos de gatos com criptococose foram descritos em dois países, Chile e Costa Rica. As 

espécies isoladas nestes países foram C. neoformans var. grubii e C. gattii (VIEILLE et al., 

2018; OLIVARES et al., 2021). 

O Brasil também vem relatando casos de criptococose felina. O Cryptococcus já foi 

identificado nas regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (MARTINS et al., 2011; 

CARDOSO et al., 2013; PAULA et al., 2014; SILVA FILHO et al., 2017; CASTRO et al., 2017; 

BRITO-SANTOS et al., 2019; GUEDES et al., 2019; MARUYAMA et al., 2019; RODRIGUES 

et al., 2020;). Um estudo retrospectivo realizado no Sul do Brasil em um período de dez anos, 

mostrou que a infecção fúngica que mais acomete os felinos domésticos é a criptococose 

seguida da esporotricose (CASTRO et al., 2017). É possível perceber que o patógeno está 

presente em todo o território brasileiro, por isso é necessário realizar estudos para investigar a 

prevalência desse fungo em felinos no Brasil. 

 

 
2.2.1 Agentes 

 

O Cryptococcus é uma levedura encapsulada pertencente ao filo Basidiomycota, classe 

Tremellomycetes, ordem Tremalles, família Tremellaceae e gênero Cryptococcus (FINDLEY 

et al., 2009). O complexo das espécies Cryptococcus neoformans/C. gattii (LESTER et al., 

2011; KWON-CHUNG et al., 2014), são as espécies fúngicas que mais acometem os animais 

domésticos, e a espécie felina é a mais acometida (SEYEDMOUSAVI et al., 2018). 

Para identificação da variabilidade genética das espécies de C.neoformans e C. gatti, 

surgiram os métodos moleculares (PCR e o sequenciamento de DNA), as espécies foram 

classificadas em subtipo: VNI, VNII e VNB para C. neoformans var. grubii, VNIII para o 

híbrido, VNIV para C. neoformans var. neoformans e VGI, VGII (sorotipo B), VGIII e VGIV 

(sorotipo C) para C. gattii (IQBAL et al., 2010; KWON-CHUNG et al., 2014). Uma nova 
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nomenclatura sugerida por Hagen et al. (2015), incluiria sete espécies: no complexo de espécies 

C. neoformans (C. neoformans e C. deneoformans) e no complexo C. gattii (C. gattii, C. 

deuterogattii, C. bacillisporus, C. tetragattii e C. decagatti). Porém, a proposta apresenta muitas 

controvérsias, por isso as espécies do gênero Cryptococcus podem ser classificadas de acordo 

com Kwon-Chung et al. (2017) (Figura 1). 

 

 

 

 
 

Para se proteger das agressões do meio externo, o Cryptococcus desenvolve alguns 

mecanismos e características que o tornam único. Essas espécies fúngicas possuem fatores de 

virulência que influenciam a resistência do Cryptococcus spp. e que conseguem despistar o sistema 

imunológico (FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999; ZARAGOZA, 2019). Fatores de 

virulência são elementos de um patógeno que podem causar danos no hospedeiro (PIROFSKI; 

CASADEVALL, 2015). O Cryptococcus possui enzimas degradantes como proteases, lipases e 

urease, e são considerados fatores de virulência. Mas a cápsula e a melanina se destacam mais por 

atuarem como protetores a contra-ataques da resposta imune (ZARAGOZA, 2019). 

Figura 1 Fluxograma classificação das espécies de Cryptococcus e subtipos de acordo com Kwon-Chung et al. 

(2017), e nova nomemclatura sugerida por Hagen et al. (2015). Esta imagem foi criada no power point 10. 
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2.2.2 Transmissão e Formas Clínicas 

 

A principal forma dos gatos contraírem o agente fúngico é através da via aérea quando o 

microrganismo ressecado é inalado pela exposição ambiental, e afeta inicialmente a cavidade nasal 

(TRIVEDI et al., 2011; PIMENTA et al., 2015). O agente fúngico se aloja na mucosa nasal e 

inicia uma colonização desenvolvendo a doença local e/ou sistemicamente (PENNISI et al., 

2013). Após a contaminação pela via aérea, o período de incubação do microrganismo pode levar 

meses a anos (MACDOUGALL; FYFE, 2006; CASTRODALE et al., 2013). 

Os gatos podem apresentar sinais clínicos no trato respiratório superior como rinite, 

descarga nasal unilateral ou bilateral (CARDOSO et al., 2013), secreção com aspecto seroso, 

mucopurulento ou sanguinolento e espirros. Quando ocorre na forma cutânea, as lesões mais 

comuns são ulcerações, profundas causando deformação da pele com presença de granulomas 

(PENNISI et al., 2013), e formação de nódulos conhecido como nariz de palhaço (GUEDES et 

al., 2019). A infecção pode ocorrer ocasionalmente na cavidade oral, sistema linfático, otite média 

e interna, respiratório e SNC desencadeando alterações na função cognitiva e locomotora 

(BEATTY et al., 2000; MARTINS et al., 2011; TRIVEDI et al., 2011; PENNISI et al., 2013; 

PAULIN; MORSHED; ARMIÉN, 2013; LIVET et al., 2015; SIAK et al., 2015; NEWMAN; 

SCHAIBLE, 2019). 

 

 
2.2.3 Diagnóstico 

 

Inicialmente o diagnóstico em gatos com criptococose pode ser feito a partir da 

anamnese, exame físico e laboratoriais. Para a identificação das espécies do gênero Cryptococcus, 

vários métodos são empregados, desde a técnica de coleta e isolamento desses agentes até a 

tipagem molecular para diferenciar características genotípicas de cada agente fúngico. Os tipos de 

coletas podem ser realizados a partir de amostras da cavidade nasal (swab), por punção por agulha 

fina (PAF), líquido cefalorraquidiano, urina, fluidos abdominais e pleurais, linfonodos, pele, 

pulmão e medula óssea. A partir das amostras coletadas pode ser realizada através de exame 

citológico, isolamento e identificação em meios de cultura, exame histopatológico, detecção de 

antígenos pelo teste de ELISA, teste de antígeno criptococócico por aglutinação em látex, teste 

fluorescente de anticorpos (PENNISI et al., 2013; TRIVEDI et al., 2011) e biologia molecular 

(HNILICA, K. A., MEDLEAU, 2007). 
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2.2.4 Tratamento 

 

Os antifúngicos mais utilizados no tratamento contra a criptococose em felinos são 

anfotericina B, cetoconazol, fluconazol e itraconazol (TRIVEDI et al., 2011; PENNISI et al., 

2013; MYERS et al., 2017). O fluconazol e o itraconazol são os fármacos de eleição por causarem 

menos efeitos colaterais nos pacientes felinos (NUNES RODRIGUES; STROOBANTS; 

VANDENABEELE, 2020; VERCELLI et al., 2021). No entanto, estudos relatam que alguns 

agentes da criptococose apresentam resistência para fluconazol (SYKES et al., 2017; KANO; 

SUGITA; KAMATA, 2020). 

 

 
2.3 Esporotricose em Gatos Domésticos 

 

A esporotricose é uma doença infecciosa causada pelo fungo Sporothrix spp. Ela foi 

descrita por Benjamin R. Schenck (1898) quando isolou o agente a partir de lesões nos dedos de 

um paciente em um hospital nos Estados Unidos. No Brasil a doença foi descrita pela primeira vez 

em 1907 por Adolfo Lutz e Alfonso Splendore em ratos. A esporotricose é uma doença descrita 

mundialmente, assim como a criptococose, é encontrada em países de áreas tropicais e subtropicais 

(CHAKRABARTI et al., 2015). Os agentes etiológicos da esprorotricose podem ser encontrados 

no solo, espinhos de roseira e madeiras em decomposição (CHAKRABARTI et al., 2015; 

LOPES-BEZERRA et al., 2018). 

Mundialmente a esporotricose foi relatada nos Estados Unidos, Índia, Malásia, México, 

Panamá, Argentina, Brasil e Reino Unido (GREMIÃO et al., 2017; ETCHECOPAZ et al., 

2021; BARNACLE et al., 2023). O S. brasiliensis é encontrado exclusivamente no Brasil e 

Argentina, e está principalmente associado a doenças zoonóticas, manifestando alterações 

graves em humanos devido sua alta virulência (CÓRDOBA et al., 2018; RODRIGUES et al., 

2020; CRUZ et al., 2021; ETCHECOPAZ et al., 2021). Contudo o Estado do Rio de Janeiro é 

considerado hiperendêmico devido a um grande número de 4.703 casos de gatos infectados com 

esporotricose, que transmitiram a doença para humanos de forma acidental levando ao índice de 

4.188 pessoas infectadas até 2015 (GREMIÃO et al., 2017). 

2.3.1 Agentes 

O Sprothrix é um fungo dimórfico, tem uma distribuição mundial, especialmente em 

países de zonas tropicais e subtropicais (DE LIMA BARROS et al., 2011; FICHMAN et al., 
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2023). O complexo Sporothrix schenkii pertence ao filo Ascomycota, classe Pyrenomycetes, 

ordem Ophiostomatales e família Ophiostomataceae (GUARRO; GENÉ; STCHIGEL, 1999). O 

complexo Sporothrix neoformans pertence ao “clado patogênico” que compreende quatros 

espécies como S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. luriei (DE BEER; DUONG; 

WINGFIELD, 2016). Existe outro complexo chamado “clado ambiental” que é composto pelo 

complexo S. pallida (S. chilensis, S. mexicana, S. humicola e S. pallida ex-S. albicans) e o 

complexo S. stenoceras (DE BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016). Apesar do complexo S. 

pallida ser estritamente ambiental, é importante destacar que dentro dele incluem fungos que 

habitam o solo com potencial patogênico leve para humanos e animais (RODRIGUES et al., 

2016), como por exemplo o S. humicola (MAKRI et al., 2020). (Figura 2) 

 

2.3.2 Transmissão e Formas Clínicas 

A principal via de transmissão da esporotricose é por forma traumática através da 

inoculação do agente fúngico, uma vez que o Sporothrix está presente no solo, pode contaminar 

pessoas na área da agricultura e jardinagem (GREMIÃO et al., 2017). Porém a inoculação 

traumática mais comum está associada a arranhões e mordidas de gatos infectados (GREMIÃO et 

al., 2020; RODRIGUES et al., 2020). A forma sistêmica é menos comum de ocorrer, como por 

Figura 2 Fluxograma classificação das espécies de Sporothrix e subtipos divididos em clados patogênicos e 

Clado ambiental de acordo com De Beer; duong; wingfield (2016). Esta imagem foi criada no power point 10.   

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/humicola
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exemplo, podendo migrar para os pulmões e desencadear uma esporotricose pulmonar primária 

(ALVES et al., 2020). 

Após a inoculação do agente fúngico, pode manifestar vários sinais clínicos como lesões 

ulcerativas na região da cabeça, principalmente no focinho e na região das patas, devido ao 

comportamento de hábitos noturnos, vida livre, afiar as unhas, enterrar suas fezes e morder 

durante o cio e territorialidade (GREMIÃO et al., 2015). Manifestações clínicas consideradas 

atípicas, como forma sistêmica podem atingir osso, articulações, pulmões e o SNC 

(FRANCESCHI et al., 2017; OROFINO-COSTA et al., 2017; ARINELLI et al., 2019). 

 

2.3.3 Diagnóstico 

 

O diagnóstico definitivo da esporotricose felina é realizado através coleta de amostras de 

tecido de lesões cutâneas, aspirado de abscessos ou punção de nódulos é realizada para análise 

laboratorial. O material coletado é cultivado em meios de cultura específicos para crescimento do 

fungo (LLORET et al., 2013), como ágar Sabouraud, extrato de malte, ágar batata dextrose e 

meio BHI (Brain heart infusion agar. Para o isolamento dos agentes fúngicos da esporotricose, 

pode ser feito nas temeperaturas de 25 ºC para o crescimento na forma filamentosa e 35 a 37 

ºC para o crescimento leveduriforme em meio BHI (MORRIS-JONE, 2002). Além do cultivo, 

técnicas de coloração especial, como a coloração de Giemsa, podem ser utilizadas para observar a 

presença do fungo em amostras de tecido. Testes moleculares, como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), também podem ser realizados para detectar o DNA do fungo de forma mais 

rápida e sensível (FERNANDES et al., 2011; GREMIÃO et al., 2015). 

 
2.3.4 Tratamento 

 

O tratamento eficaz para a esporotricose envolve o uso de antifúngicos orais, como 

iodetos, cetoconazol, itraconazol, anfotericina B e Terbinafina. Além disso, terapias de calor local 

e remoção cirúrgica de lesões podem ser utilizadas como alternativas para alcançar a cura da 

doença em gatos (PEREIRA et al., 2009; GREMIÃO et al., 2015). Os azóis e iodeto de potássio 

são as drogas mais utilizadas no tratamento da esporotricose felina (PEREIRA et al., 2010; REIS 

et al., 2012). Um método que tem oferecido um tratamento eficaz é a administração de ANF 

intranasal associada com ITZ via oral (GREMIÃO et al., 2011). 

O itraconazol (ITZ) é atualmente considerada a droga de escolha para o tratamento da 
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esporotricose, a dose recomendada é de 8,3–27,7 mg/kg a cada 24 horas (GREMIÃO et al., 2015). 

Embora o ITZ seja o tratamento de eleição estudos in vitro relataram a emergência de S. 

brasiliensis com altos valores de MIC para este antifúngico no sul do Brasil (NAKASU et al., 

2021; WALLER et al., 2021), caracterizando resistência antifúngica. 

O CTZ pode ser usado para tratar a esporotricose felina, mas está associada a uma alta 

ocorrência de efeitos hepatotóxicos em gatos em comparação ao ITZ (PEREIRA et al., 2010). A 

dose recomendada para o tratamento da esporotricose felina é de 13,5–27,0 mg/kg a cada 12 ou 

24 horas (GREMIÃO et al., 2015). 

Pereira et al. (2010) compararam a eficácia e segurança do tratamento oral com 

cetoconazol ou itraconazol em 773 gatos com esporotricose. A taxa de cura foi de 30,8%, com 

13,6% de óbitos por várias causas e 55,6% abandonaram ou continuaram o tratamento. O tempo 

médio de tratamento foi de 28 semanas, mais curto que um estudo anterior, devido ao maior 

tamanho da amostra e melhorias na estrutura do tratamento. Foram observados efeitos adversos 

em 39,6% dos gatos, sendo perda de apetite o mais comum (31,3%).  

O tratamento de doenças fúngicas em gatos são consideradas um desafio devido as 

reações adversas que as drogas antifúngicas podem causar, o tempo de duração da terapia que pode 

levar em média 6 meses, e com isso leva o tutor abandonar o tratamento, como também alto custo 

da medicação (DA ROCHA et al., 2018). 

 
2.4 Outros Agentes 

Existem algumas micoses profundas que podem afetar os gatos além da Criptococose e 

Esporotricose. Essas doenças incluem: 

A histoplasmose, blastomicose, coccidioidomicose e aspergilose são doenças fúngicas 

sistêmicas causada pelos principais agentes Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, 

Coccidioides immitis ou C. posadasii e Aspergillus fumigatus (BARRS, 2018; JUNIANTITO et 

al., 2020; CAVALCANTE et al., 2022; SHAVER; FOY; CARTER, 2022). De uma forma geral, 

estas espécies são encontradas no solo contaminado, poeira e madeiras em decomposição 

(BRÖMEL; SYKES, 2005; REINHART et al., 2012; LLORET et al., 2013;). Entre estes quatro 

agentes fúngicos, o Histoplasma é encontrado em fezes de pássaros e morcegos (FIELDER et al., 

2019; MELLO et al., 2019; GRINSTEAD et al., 2021; CAVALCANTE et al., 2022). A 

transmissão ocorre pela via aérea, quando os propágulos fúngicos, presentes no ar, são inalados. 

Os esporos podem se espalhar pelo corpo por via hematógena e se alojar nos pulmões, causando 
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uma reação inflamatória (GRINSTEAD et al., 2021). Em casos mais graves, a infecção pode se 

disseminar para outros órgãos, como o fígado, baço e medula óssea (ALFARO-ALARCÓN et al., 

2019; MELLO et al., 2019). 

De uma forma geral, os sintomas causados por estes agentes fúngicos em gatos são 

semelhantes ao da criptococose, no qual podem desenvolver sintomas respiratórios, como tosse, 

espirros, dificuldade respiratória e falta de apetite (WOODS, 2003). No caso da blastomicose e a 

coccidioidomicose, podem afetar o SNC, alterações oculares (FOUREMAN et al., 2005; GILOR 

et al., 2006). A histoplasmose pode causar doenças intestinais e afetar o fígado (AULAKH; 

AULAKH; TROY, 2012). Para o diagnóstico da coccidioidomicose felina, pode ser feito a 

sorologia por meio do teste de imunodifusão em gel de ágar (GREENE; TROY, 1995). 

Não existem estudos prospectivos sobre o tratamento de micoses sistêmicas felinas. Os 

dados disponíveis sobre o tratamento são baseados em estudos retrospectivos e relatos de casos 

(LLORET et al., 2013). O ITZ é o tratamento de escolha para a histoplasmose e a blastomicose 

(AULAKH; AULAKH; TROY, 2012). O cetoconazol ou fluconazol têm sido usados com mais 

frequência na coccidioidomicose felina (GREENE; TROY, 1995). As doses recomendadas são de 

10 mg/kg via oral a cada 24 horas para o tratamento dessas enfermidades (LLORET et al., 2013). 

 
2.5 Sensibilidade a Antifúngicos 

Realizar o teste de sensibilidade antifúngica é de extrema importância na prática clínica 

e no controle de infecções fúngicas. Esse teste avalia a resposta dos fungos aos antifúngicos, 

determinando quais medicamentos são eficazes no tratamento de uma infecção específica nos 

gatos. Nem todos os antifúngicos são igualmente eficazes contra todos os tipos de fungos, e o teste 

de sensibilidade pode determinar qual medicamento será mais eficaz no combate à infecção 

(BAILLY et al., 2016). Ao conhecer a sensibilidade do fungo aos diferentes antifúngicos, o 

veterinário pode selecionar o tratamento mais adequado, evitando a administração de 

medicamentos ineficazes. Isso reduz o risco de efeitos colaterais e ajuda a prevenir o 

desenvolvimento de resistência aos antifúngicos (ODDS; BROWN; GOW, 2003). 

No entanto, estudos vem demonstrando a resistência dos fungos ao ITZ e FLZ no 

tratamento da criptococose e esporotricose felina (KANO et al., 2015; BRITO-SANTOS et al., 

2019; NAKASU et al., 2021; FICHMAN et al., 2022). Devido a esse problema, é importante 

realizar testes com novas drogas e investigar a concentração inibitória mínima (CIM) de outras 

drogas antifúngicas disponíveis no mercado. Por exemplo, o cetoconazol, quando administrado na 

dose recomendada, pode causar fortes efeitos colaterais nos felinos, o que inviabiliza seu uso no 
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tratamento dessas duas doenças (GREMIÃO et al., 2021; FICHMAN et al., 2022). 
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3 OBJETIVOS 

 

 
3.1 Geral 

➢ Identificar os agentes causadores de micoses profundas em gatos (Felis catus) 

atendidos em uma clínica veterinária na cidade de Manaus–AM, bem como realizar o 

teste de sensibilidade antifúngica 

 

3.2. Específicos 

➢ Isolar e identificação molecular dos agentes das micoses profundas a partir de lesões 

sugestivas em gatos com suspeita clínica; 

➢ Descrever as características clínica e epidemiológicas dos gatos acometidos com a 

criptococose e esporotricose; 

➢ Investigar a sensibilidade dos isolados causadores de micoses profundas aos antifúngicos 

a anfotericina B, cetoconazol, fluconazol e itraconazol; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 
4.1 Modelo de Estudo 

O presente trabalho descritivo e prospectivo com a finalidade de isolar e identificar os 

agentes causadores de micoses profundas em gatos (Felis catus) atendidos em uma clínica 

veterinária na cidade de Manaus–AM. O fluxo das atividades do presente projeto está 

apresentado na Figura 3. 

Figura 3 Fluxograma dos procedimentos e metodologia do presente projeto. 
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4.2 Universo do Estudo 

 
4.2.1 Local de Estudo 

 
O estudo foi realizado em uma clínica veterinária de atendimento exclusivo de felinos 

localizado no município de Manaus-AM e no Laboratório de Micologia do Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia. Na clínica veterinária Gatum – Medicina Felina os gatos com sinais 

clínicos suspeitos de micoses profundas foram direcionados para um consultório no qual o tutor 

passou por uma entrevista, e os dados clínicos e epidemiológicos foram anotados em um 

prontuário. 

Após a entrevista os pacientes felinos passaram por exames físicos quanto a aferição de 

temperatura, avaliação das mucosas, peso e escore corporal. Em seguida foram realizadas as 

coletas das amostras dos felinos, utilizando a técnica Cat Friendly, causando o mínimo de estresse 

possível nos pacientes felinos. 

O médico veterinário fez o diagnóstico no seu atendimento clínico através do exame 

citológico. Após o diagnóstico foi enviada a amostra para o Laboratório de micologia do INPA 

para realizar o diagnóstico diferencial. 

 

 
4.2.2 População de Estudo 

 

A população de estudo foram gatos que apresentaram sinais clínicos compatíveis com 

suspeita de micose profunda (criptococose e esporotricose). Em resumo, os sinais clínicos foram: 

edema nasal, descarga nasal serosa, purulenta e/ou sanguinolenta, lesões ulceradas na cabeça, 

tronco, membros torácicos, pélvicos, calda, lesões oculares e otites. 

 

 
4.2.3 Amostra Populacional Analisada no Estudo 

 

Neste estudo foi feita uma amostragem de conveniência com gatos que foram atendidos 

em uma clínica veterinária privada chamada Gatum – Medicina Felina, localizada no bairro Dom 

Pedro I (Zona Centro-Oeste) no município de Manaus, Amazonas. O estudo foi realizado no 

período de outubro de 2022 a fevereiro de 2023. Nesse período foram investigados 38 animais. 
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Os pacientes felinos que foram incluídos no estudo apresentaram sinais clínicos de 

micoses profundas, da demanda espontânea da clínica veterinária e que receberam clientes-tutores 

de seu pet que, aceitaram participar da pesquisa mediante a assinatura do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1). 

Foram excluídas as amostras de animais que as culturas que apresentaram- se 

contaminadas e de animais que seus tutores decidiram abandonar o estudo. 

 

 
4.2.4 Aspectos Éticos 

 

Este estudo foi revisado pela Comissão de Ética e Uso dos animais do INPA (CEUA- 

INPA). O parecer consubstanciado sobre protocolos de pesquisas no uso de animais, relata que não 

é necessário a licença da CEUA, devido a pesquisadora responsável não participar diretamente da 

coleta das amostras, e sim, receber as amostras com os dados clínicos – epidemiológicos dos 

pacientes felinos no laboratório de Micologia do INPA para o isolamento e identificação dos 

agentes fúngicos. A data da liberação do parecer foi dia 13/03/2023 assinado pela presidente da 

CEUA – INPA Raimunda Liége Souza de Abreu. 

 
4.2.5 Procedimentos 

 

4.2.5.1 Diagnóstico Clínico e Epidemiológico dos gatos (questionário) 

 

Para a compilação dos dados clínico-epidemiológicos dos felinos, um prontuário 

solicitando informações sobre os pacientes foi elaborado para os pacientes atendidos na clínica 

veterinária. Os tutores preencheram uma ficha de cadastro junto ao prontuário sobre seus dados 

pessoais e sobre os dados do paciente felino como raça, idade, sexo, cor da pelagem e peso. 

No formulário elaborado no google forms continha questionamentos sobre o histórico 

clínico, local da residência (origem geográfica), estilo de vida se o gato é domiciliado, 

semidomiciliado, resgatado, convívio com outros gatos, sinais clínicos, local da lesão (se houver) 

e evolução da doença (https://forms.gle/mQLfgPnvJQyfgbKg7) (ANEXO 2). 
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4.2.5.2 Isolamento dos Agentes 

 

4.2.5.2.1 Coleta das Amostras 

 

• Gatos com Lesões Muconanais e Outras Alterações 

 
Após a triagem foram realizadas as coletas dos gatos apresentando aumento no plano 

nasal. As amostras foram coletadas por punção por aspiração por agulha fina (PAF), no qual será 

inserida agulha hipodérmica 16G 1 ½ (1,60 x 40mm) e semeadas com a pressão do êmbolo de 

uma seringa de três mL no meio de cultura. A cavidade nasal que apresentou secreção como 

descarga nasal, ocular e auricular foi coletada com swab e cultivadas no meio de cultura (Figura 

4). 

 
Figura 4 Gato com aumento do volume nasal, amostra sendo coletada por PAF (A); Gato com 

lesão cutânea ulcerada na região da cabeça, amostra sendo coletada com swab (B). 

 

 

• Isolamento e Identificação dos Agentes de Micoses Profundas 

As amostras de cada swab foram semeadas em placas de Petri contendo ágar Sabouraud 

e placas de ágar níger, e incubado a 25 ºC por 10 dias, as placas foram observadas a cada 24 horas. 

Colônias com características compatíveis para Cryptococcus e Sporothrix foram subcultivadas. 
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As colônias subcultivadas em ágar Sabouraud dextrose (SDA) para identificação 

clássica pela técnica de macro e micromofologia. A marocomofologia foi realizada em placas 

de Petri contendo ágar Saboraud por 10 dias. A microscopia foi realizada com coloração com 

lactofenol azul de algodão após o microcultivo para observação das estruturas 

micromorofológicas dos fungos (LACAZ, 2002). 

A identificação molecular dos fungos foi realizada através da extração do DNA 

usando  o protocolo Fenol: Clorofórmio: Álcool isoamílico (FERRER et al., 2001) 

As regiões ITS1-5.8S rRNA-ITS2 foram amplificadas por PCR usando os pares de 

primers ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'- 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (WHITE et al., 1990). As condições de amplificação 

consistiram em desnaturação inicial a 95°C por 5 min; 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 1 

min, anelamento dos primers a 53°C por 1 min e extensão a 72°C por 1 min; e uma extensão 

final a 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

e em seguida purificados com Polietilenoglicol 8000 (PEG) 20%(PAITHANKAR; PRASAD, 

1991). A reação de sequenciamento nucleotídico foi realizada com produto de PCR purificado 

usando o kit BigDye Terminator v3.1, seguindo as recomendações do fabricante, e precipitado 

com Etanol/EDTA. As amostras foram eletroinjetadas no analisador automático ABI PRISM 

3130xL (ThermoFisher) do Laboratório Temático de Biologia Molecular (LTBM/INPA - 

Brasil). 

As sequências nucleotídicas de ITS geradas dos isolados foram conferidas, compiladas 

e editadas com o auxílio do programa BioEdit 7.0.9.0 (HALL, 1999) e depositadas no NCBI 

GenBank com os números de acesso, respectivamente. 

As sequências de DNA de espécies relacionadas recuperadas do banco de dados do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando BLASTN (ALTSCHUL et al., 

1990) foram comparadas às obtidas considerando valores acima de 97% de similaridade. A 

árvore de distância genética foi gerada usando o método de agrupamento de vizinhos (NJ - 

Neighbor Joining) com o auxílio do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018). As 

porcentagens de árvores replicadas nas quais os táxons associados se agruparam no teste 

bootstrap (1000 réplicas) também foram determinadas. 
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4.3 Avaliação da Sensibilidade Antifúngica 

 

Os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo M27 e M38-A3 

recomendado pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017a, 2017b). 

A solução estoque de antifúngicos ANF, ITZ e CTZ foram preparadas previamente 

diluídas em dimetisufóxido a 10% (DMSO) e a de fluconazol diretamente em meio RPMI 1640. 

Em seguida, as soluções foram diluídas em meio RPMI 1640 líquido (pH= 7,0) tamponado 

com ácido morfolino propanossulfônico (MOPS). Todas as soluções foram armazenadas a 

uma temperatura de -20 ºC até o momento do uso. 

Para a preparação do inóculo fúngico, as cepas foram previamente reativadas e cultivadas 

em ágar Saboraud dextrose por 48 horas para Cryptococcus e cinco dias para Sporothrix. Em 

seguida foi feita a suspensão de células em 5 mL de solução salina estéril (0,85%) e a quantificação 

delas em câmara de Neubauer. De acordo com a quantidade de células presentes na solução foi 

calculada uma concentração final de 2x103 células/mL para Cryptococcus e 2x104 células/mL para 

Sporothrix e posteriormente o volume correspondente do inóculo inicial foi transferido para um 

novo tubo contendo 10 mL de meio RPMI 1640. 

Para a microdiluição em caldo, primeiramente 100 μL de meio RPMI 1640 foi 

distribuído aos 96 poços da microplaca, em seguida 100 μL da solução da droga foram 

transferidos a partir da segunda coluna com o auxílio da pipeta multicanal, realizando a diluição 

seriada da droga até o poço número dez. Por fim, foram adicionados 100 μL do inóculo fúngico 

nos poços da 1ª até a 11ª coluna da placa para o controle positivo. A 12ª coluna ficou com o 

controle negativo. A faixa de concentração testada para o FLZ era de 0,125 μg/mL a 64 μg/mL 

e a da ANF, CTZ e ITZ de 0,062 μg/mL a 16 μg/mL. 

As microplacas de Cryptococcus foram incubadas a 35 ºC por 72 horas, enquanto para o 

Sporothrix 120 horas. Após este tempo foi realizada a leitura visual da concentração inibitória 

mínima (CIM), tendo como comparação o crescimento nos poços do controle positivo. A CIM da 

ANF foi determinada como a menor concentração capaz de inibir completamente (100%) o 

crescimento fúngico e para os azólicos (50%) a que gerar o uma redução parcial quando 

comparado ao crescimento nos poços do controle positivo.
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4.4 Análise estatística 

O isolamento dos agentes causadores de micoses profundas foi realizado em 

triplicata.A construção da árvore filogenética foi feita utilizando o modelo Neigboor-Joining 

(NJ) e o modelo p-distance, com bootstrap de 1.000 replicatas. Essa árvore filogenética foi 

construída usando o software Mega versão v.10.0.2, a partir do alinhamento dos 

sequenciamentos obtidos. 
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5 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 
 

Os resultados e discussão do presente trabalho estão apresentados em formato de artigo, 

o qual será submetido a revista Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 
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Resumo 

 
 

Este estudo teve como objetivo principal isolar e identificar os agentes causadores de micoses 

profundas em gatos atendidos em uma clínica veterinária em Manaus-AM, além de realizar o 

teste de sensibilidade antifúngica. O projeto incluiu a identificação molecular dos agentes das 

micoses, a descrição das características clínicas e epidemiológicas dos gatos afetados por 

criptococose e esporotricose, bem como a investigação da sensibilidade dos isolados aos 

antifúngicos anfotericina B, cetoconazol, fluconazol e itraconazol. Foram coletadas 38 

amostras de gatos com suspeita de esporotricose. Destes 78,9% apresentaram agentes 

fúngicos, sendo que 96,6% foram identificados como Sporothrix spp. e apenas 3,3% (n=1) 

como Cryptococcus spp. A maioria dos gatos afetados pela esporotricose eram do sexo 

masculino (82,7%) e tinham dois anos de idade (48,2%). Gatos semi-domiciliados ou de vida 

livre foram os mais afetados, vivendo na área urbana de Manaus. 
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A identificação molecular dos agentes fúngicos foi realizada através do sequenciamento das 

regiões ITS1 e ITS4. Todos os três isolados de Sporothrix que foram analisados por 

sequenciamento apresentaram sequências 100% similares ao isolado tipo de Sporothrix 

brasiliensis. O isolado causador do caso de criptococose apresentou sequência 100% similar a 

Cryptococcus neoformans. O teste de susceptibilidade antifúngica mostrou que, dos 29 isolados 

de Sporothrix e o isolado Cryptococcus neoformans, todos apresentaram sensibilidade aos 

antifúngicos utilizados na rotina em veterinária. 

 

 
Palavras – Chave: Cryptococcus, Sporothrix, Felinos, Sequenciamento, Amazonas 

 

 

 
INTRODUÇÃO 

 
 

A esporotricose e a criptococose são doenças fúngicas graves que acometem humanos 

e animais (MARUYAMA et al., 2019; SIEW HAN; KANO, 2021). São micoses causadas pelos 

complexos Sporotrhix schenkii, Cryptococcus neoformans e C. gattii (FERREIRA et al., 2019; 

KWON-CHUNG et al., 2017). Ambos os fungos têm distribuição mundialmente (BRITO- 

SANTOS et al., 2019; SIEW HAN; KANO, 2021). Entre os animais, os gatos são mais 

suscetíveis a contraírem essas micoses. Os gatos são infectados através de traumas e inoculação 

do Sporothrix na pele (ZHOU et al., 2014) e por via aérea pelo Cryptococcus (COELHO; 

FARRER, 2020). São doenças fúngicas graves que causaram alta taxa de mortalidade em 

felinos para criptococose e esporotricose (DUNCAN et al., 2006; LECCA et al., 2020). 

No Brasil, os casos de esporotricose concentravam-se no Estado do Rio de Janeiro, 

apresentando mais de 5.000 casos de contaminação animal (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 

2015). Outros estados como Minas Gerais, São Paulo, Paraná, Rio Grande do Sul e mais 

recentemente no Nordeste também apresentaram relatos de gatos infectados (LECCA et al., 

2020; VALERIANO et al., 2020; MASCHIO-LIMA et al. 2021; SPANAMBERG et al., 2021; 

BERNARDES-ENGEMANN et al., 2022; MARQUES et al., 2022). 

Estudos sobre a identificação e de Cryptococcus em felinos são mais raros no Brasil. 

Desde a primeira descrição em 1971, foram relatados apenas 27 casos de criptococose felina 

(BRITO-SANTOS et al., 2019). Devido a sua variedade genética é importante investigar a 

prevalência do tipo molecular de maior virulência no país. 
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Na medicina veterinária, realizar o diagnóstico da esporotricose e a criptococose é um 

desafio na região norte do Brasil. Além da dificuldade de diferenciar os sinais clínicos entre as 

doenças, a realização de múltiplos métodos analíticos pode ser um fator limitante (DA SILVA, 

2021). No Estado do Amazonas, há apenas dois relatos de casos de criptococose em gatos, 

identificada somente como C. gattii (SILVA FILHO et al., 2017). Sobre dados de relatos de 

casos de esporotricose felina no Amazonas, ainda é desconhecida. A identificação de ambas 

as espécies é importante por se tratar de doenças fatais para os felinos (SIEW HAN; KANO, 

2021). Para a saúde pública a Esporotricose é uma doença zoonótica. A criptococose não, 

porém serve como um alerta, evitando que ocorra um surto na região (ALMENDROS et al., 

2020). 

O presente trabalho teve como objetivo isolar, identificar os agentes causadores de 

micoses profundas, bem como investigar a suscepitibilidade do Cetoconazol, Fluconazol, 

Itraconazol e Anfotericina B em gatos na cidade Manaus -AM. Com o avanço da disseminação 

das doenças fúngicas em várias regiões do Brasil, espera-se identificar os microrganismos 

prevalentes nos gatos de atendimento clínico de rotina. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
Universo do Estudo 

Modelo de Estudo 

O presente trabalho descritivo e prospectivo que foi realizado com a finalidade de 

descrever os genótipos e sensibilidade a antifúngicos dos agentes etiológicos da criptococose e 

esporotricose em felinos atendidos em uma clínica veterinária na cidade de Manaus/AM 

Local de Estudo 

 
O estudo foi realizado em uma clínica veterinária de atendimento exclusivo de felinos 

localizado no município de Manaus-AM e no laboratório de Micologia do Instituto Nacional 

de Pesquisas da Amazônia. 

Na clínica veterinária Gatum – Medicina Felina os gatos com sinais clínicos suspeitos 

de criptococose e esporotricose foram direcionados para um consultório no qual o tutor passou 

por uma entrevista e os dados clínicos e epidemiológicos foram anotados em um prontuário. 

Após a entrevista os pacientes felinos passaram por exames físicos quanto a aferição de 

temperatura, avaliação das mucosas, peso e escore corporal. Em seguida, foram realizadas 
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as coletas das amostras dos felinos, utilizando a técnica Cat Friendly, causando o mínimo de 

estresse possível nos pacientes felinos. 

No Laboratório de micologia do INPA as amostras coletadas dos felinos foram 

semeadas em meio de cultura para o isolamento, durante o período de crescimento as cepas 

fúngicas foram avaliadas quanto ao seu crescimento e separadas aquelas que apresentarem 

colônias características de leveduriforme para Cryptococcus e filamentosa para Sporotrhirx. 

População de Estudo 

 

A população de estudo foram os gatos que apresentaram sinais clínicos compatíveis 

com micoses profundas. Em resumo, os sinais clínicos são: edema nasal, descarga nasal serosa, 

purulenta e/ou sanguinolenta, lesões ulceradas na cabeça, tronco, membros torácicos, pélvicos, 

calda, lesões oculares e otites. 

Amostra Populacional a ser Analisada no Estudo 

 
Neste estudo foi feita uma amostragem de conveniência com gatos que são atendidos 

em uma clínica veterinária privada chamada Gatum – Medicina Felina, localizada no bairro 

Dom Pedro I (Zona Centro-Oeste) no município de Manaus, Amazonas. De acordo com as 

informações da clínica, são atendidos aproximadamente 16 gatos suspeitos entre criptococose 

e esporotricose por mês. 

Foram incluídos no estudo os animais que apresentaram sinais clínicos de 

esporotricose e criptococose, da demanda espontânea da clínica veterinária e que receberem 

clientes-tutores de seu pet que, aceitarem participar da pesquisa mediante a assinatura do Termo 

de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE). 

Foram excluídas as amostras de animais que as culturas de Sporothrix e Cryptococcus 

contaminadas, de animais que seus tutores decidirem abandonar o estudo. 

 
Aspectos Éticos 

 
Este estudo foi revisado pela Comissão de Ética e Uso dos animais do INPA (CEUA- 

INPA). O parecer consubstanciado sobre protocolos de pesquisas no uso de animais, relata que não 

é necessário a licença da CEUA, devido a pesquisadora responsável não participar diretamente da 
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coleta das amostras, e sim, receber as amostras com os dados clínicos – epidemiológicos dos 

pacientes felinos no laboratório de Micologia do INPA para o isolamento e identificação dos 

agentes fúngicos. A data da liberação do parecer foi dia 13/03/2023 assinado pela presidente da 

CEUA – INPA Raimunda Liége Souza de Abreu. 

 
Procedimentos 

 
Diagnóstico Clínico e Epidemiológico dos Animais (questionário) 

 
Para a compilação dos dados clínico-epidemiológicos dos felinos, um prontuário 

solicitando informações sobre os pacientes foi elaborado para os pacientes atendidos na clínica 

veterinária. Os tutores preencheram uma ficha de cadastro junto ao prontuário sobre seus dados 

pessoais e sobre os dados do paciente felino como raça, idade, sexo, cor da pelagem e peso. 

No formulário elaborado no google forms contiveram questionamentos sobre o 

histórico clínico, local da residência (origem geográfica), estilo de vida se o gato é domiciliado, 

semidomiciliado, resgatado, convívio com outros gatos, sinais clínicos, local da lesão (se 

houver) e evolução da doença (https://forms.gle/mQLfgPnvJQyfgbKg7). 

 
Isolamento dos Agentes 

Coleta das amostras 

Após a triagem os pacientes felinos foram realizados as coletas. Os felinos com edema 

nasal foram coletados uma amostra por punção por agulha fina (PAAF), no qual foi inserida 

agulha hipodérmica 16G 1 ½ (1,60 x 40mm) (Figura 1) e semeadas com a pressão do êmbolo 

de uma seringa de três ml no meio de cultura. A cavidade nasal que apresentar descarga nasal, 

ocular e auricular foram coletadas com swab e cultivadas no meio de cultura (ver figura 5). 
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Figura 5 Gato com aumento do volume nasal, amostra sendo coletada por PAAF (A); 

Gato com lesão cutânea ulcerada na região da cabeça, amostra sendo coletada com swab 

(B). 

 

 

Isolamento e Identificação dos fungos 

 
As amostras de cada swab foram semeadas em placas de Petri contendo ágar 

Sabouraud e placas de Ágar Niger e incubado a 25 ºC por duas semanas, as placas foram 

observadas a cada 24 horas. Colônias com características compatíveis de Sporothrix e 

Cryptococcus foram subcultivadas. 

As colônias subcultivadas em ágar Sabouraud dextrose (SDA) para identificação 

clássica pela técnica de macro e micromofologia. A marocomofologia foi realizada em placas 

de Petri contendo ágar Saboraud por 10 dias. A microscopia foi realizada com coloração com 

lactofenol azul de algodão após o microcultivo para observação das estruturas 

micromorofológicas dos fungos (LACAZ, 2002). 

A identificação molecular dos fungos foi realizada através da extração do DNA 

usando o protocolo Fenol: Clorofórmio: Álcool isoamílico (FERRER et al., 2001). 

As regiões ITS1-5.8S rRNA-ITS2 foram amplificadas por PCR usando os pares de 

primers ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'- 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (WHITE et al., 1990). As condições de amplificação 

consistiram em desnaturação inicial a 95°C por 5 min; 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 1 

min, anelamento dos primers a 53°C por 1 min e extensão a 72°C por 1 min; e uma extensão 

final a 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 
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e em seguida purificados com Polietilenoglicol 8000 (PEG) 20% (PAITHANKAR; PRASAD, 

1991). A reação de sequenciamento nucleotídico foi realizada com produto de PCR purificado 

usando o kit BigDye Terminator v3.1, seguindo as recomendações do fabricante, e precipitado 

com Etanol/EDTA. As amostras foram eletro- injetadas no analisador automático ABI PRISM 

3130xL (ThermoFisher) do Laboratório Temático de Biologia Molecular (LTBM/INPA - 

Brasil). 

As sequências nucleotídicas de ITS geradas dos isolados foram conferidas, compiladas 

e editadas com o auxílio do programa BioEdit 7.0.9.0 (HALL, 1999) e depositadas no NCBI 

GenBank com os números de acesso, respectivamente. 

As sequências de DNA de espécies relacionadas recuperadas do banco de dados do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando BLASTN (ALTSCHUL et al., 

1990) foram comparadas às obtidas considerando valores acima de 97% de similaridade. A 

árvore de distância genética foi gerada usando o método de agrupamento de vizinhos (NJ - 

Neighbor Joining) com o auxílio do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018). As 

porcentagens de árvores replicadas nas quais os táxons associados se agruparam no teste 

bootstrap (1000 réplicas) também foram determinadas. 

 

Determinação da CIM frente aos antifúngicos convencionais 

 
Os procedimentos serão realizados de acordo com o protocolo M27 e M38-A3 

recomendado pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLINICAL AND 

LABORATORY STANDARD INSTITUTE (CLSI, 2017a e b). As soluções estoque de 

antifúngicos anfotericina B (ANF), itraconazol (ITR) e cetoconazol (CTZ) serão preparadas 

previamente diluídas em dimetil sufóxido (DMSO) e a de fluconazol (FLZ) diretamente em 

meio RPMI 1640. Em seguida as soluções serão diluídas em meio RPMI 1640 líquido (pH= 

7,0) tamponado com ácido morfolino propanossulfônico (MOPS). Todas as soluções serão 

armazenadas a uma temperatura de -20 ºC até o momento do uso. 

Para a preparação do inóculo fúngico, as cepas foram previamente reativadas e 

cultivadas em ágar Saboraud dextrose por 48 horas. Em seguida será feita a suspensão de células 

em 5 ml de solução salina estéril (0,85%) e a quantificação delas em câmara de Neubauer. De 

acordo com a quantidade de células presentes na solução será calculada uma concentração final 
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de 2x103 células/ml e posteriormente o volume correspondente do inóculo inicial será 

transferido para um novo tubo contendo 10 ml de meio RPMI 1640. 

Para a microdiluição em caldo, primeiramente 100 μL de meio RPMI 1640 foi 

distribuído aos 96 poços da microplaca, em seguida 100 μL da solução da droga foram 

transferidos a partir do segundo poço com o auxílio da pipeta multicanal, realizando a diluição 

seriada da droga até o poço número dez. Por fim, foram adicionados 100 μL do inóculo fúngico 

nos poços da 1ª até a 11ª coluna da placa para o controle positivo. A 12ª coluna ficou com o 

controle negativo. A faixa de concentração testada para o FLZ era de 0,125 μg/mL a 64 μg/mL 

e a da ANF, CTZ e ITZ de 0,062 μg/mL a 16 μg/mL. 

As microplacas serão incubadas a 35 ºC por 72 horas, após este tempo será realizada 

a leitura visual da concentração inibitória mínima (CIM), tendo como comparação o 

crescimento nos poços do controle positivo. A CIM da ANF será determinada como a menor 

concentração capaz de inibir completamente (100%) o crescimento fúngico e para os azólicos 

a que gerar o uma redução parcial (50%) quando comparado ao crescimento nos poços do 

controle positivo. 

 
Análise estatística 

 
O isolamento dos agentes causadores de micoses profundas foi realizado em triplicata. 

A construção da árvore filogenética foi feita utilizando o modelo Neigboor-Joining (NJ) e o 

modelo p-distance, com bootstrap de 1.000 replicatas. Essa árvore filogenética foi construída 

usando o software Mega versão v.10.0.2, a partir do alinhamento dos sequenciamentos obtidos. 

 
RESULTADOS 

 
Isolamentos de Agentes Fúngicos 

 
Foram coletadas 38 amostras de gatos, 78,9% (30/38) apresentaram agentes fúngicos. 

Destes, 96,6% (29/30) foram identificados como Sporothrix spp., enquanto apenas 3,3% 

(1/30) foram positivos para Cryptococcus sp. (ver Tabela 1). Os gatos com lesões cutâneas na 

face, olhos, e aumento do volume nasal (nariz de palhaço) foram diagnosticados com 

Sporothrix brasiliensis (ver Figura 6). Já um gato com acometimento do agente Cryptococcus 

neoformans foi ilustrado na Figura 7. 
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Características Clínico e Epidemiológicas 

 
O estudo dos aspectos clínicos e epidemiológicos da Esporotricose em gatos com 

lesões na clínica veterinária revelou que a maioria dos gatos afetados pela doença é do sexo 

masculino (82,7% ou 24 dos 29 gatos). Os gatos com idade de dois anos (48,2% ou 14 dos 29 

gatos) foram os mais afetados, enquanto gatos com idade de seis meses, oito meses, quatro anos 

e sete anos foram menos afetados (3,4% ou 1 dos 29 gatos). Quanto ao estilo de vida dos gatos, 

os semidomiciliados e os de vida livre (44,8% ou 13 dos 29 gatos) foram os mais afetados. 

Figura 6 Lesão em Felino, Cultura e Cultivo de Sporothrix brasiliensis. a) felino com lesão na face lateral com 

comprometimento do tecido cutâneo com disseminação para a região ocular, orelha e aumento no plano nasal; b) 

macroscopia de S. brasiliensis em um período de incubação para a região ocular, orelha em meio ágar 

Sabouraud; c) microscopia de S. brasiliensis com a característica de uma flor (margarida) observada na objetiva 

40X. 

Figura 7 Lesão cutânea, cultivo, macro e microscopia fúngica de Cryptococcus neoformans. a) felino 

apresentando área alopécica com aumento na região dorsal interescapular; b) macroscopia de C. neoformans em 

um período de incubação de 8 dias cultivado em ágar Níger; c) microscopia de C. neoformans observado na 

objetiva 40X. 

a b c 
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Estes gatos têm um lar, mas também têm acesso livre às ruas. Todos os gatos semidomiciliados 

e de vida livre viviam na área urbana na cidade de Manaus, AM. (Tabela 1) 

 
Tabela 1. Características Clínicas e Epidemiológicas da Criptococose e da Esporotricose em 

Gatos de Manaus. 
 

Características epidemiológicas e 

clínicas 

Criptococose 

Isolados positivos (%) 

Esporotricose Isolados 

positivos (%) 

Idade   

6 meses  1/29 (3,4%) 

8 meses  1/29 (3,4) 

1 ano 1/1 (100%) 6/29 (20,6%) 

2 anos  14/29 (48,2%) 

3 anos  5/29 (17,2%) 

4 anos  1/29 (3,4%) 

7 anos  1/29 (3,4%) 

Sexo   

Macho 1/1 (100%) 24/29 (82,7%) 

Fêmea  5/29 (17,2%) 

Estilo de vida   

Domiciliado  3/29 (10,3%) 

Semidomiciliado 1/1 (100%) 13/29 (44,8%) 

Vida livre  13/29 (44,8%) 

Lesão cutânea  25/29 (86,2%) 

Lesão subcutânea 1/1 (100%) 3/29 (10,3) 

Lesão ocular  1/29 (3,4%) 

 
 

Identificação do Isolados Através do Sequenciamento das regiões ITS1 e ITS4 

 
Na presente investigação, a identificação molecular dos agentes fúngicos Sporothrix 

e Cryptococcus foi realizada por meio de sequenciamento de regiões específicas. Para 

o Sporothrix, a região ITS foi utilizada e todos os 5 isolados avaliados apresentaram 

sequências similares a 100% com o isolado tipo de Sporothrix brasiliensis TYPE NCBI. A 

Figura 3 ilustra a árvore filogenética dos isolados deste estudo e de outros agentes fúngicos 

presentes na base de dados NCBI. 

Observou-se que houve relação de ancestralidade dos três isolados com cepas 

referências de S. schenckii CFP 00746, S. brasilienis CFP 00551 e o que consta no banco de 

dados da NCBI para a comparação de similaridade. O isolado 10 mostrou 100% de 
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CFP 00551 

CFP 00746 

compatibilidade com o isolado C. neoformans MG46461666.1 do NCBI. Observou-se também 

a relação de parentesco e compartilhamento de ancestralidade dos isolados 34 e 36 de 78% com 

a cepa de referência CFP 00551 e S. brasiliensis KP890194.1(Figura 8). 

 

 

 

 

 

Sensibilidade Antifúngica 

 

O teste de susceptibilidade antifúngica foi realizado em isolados fúngicos de 

Sporotrhrix e Cryptococcus, utilizando os principais antifúngicos usados na medicina 

veterinária para gatos. O objetivo era determinar a concentração inibitória mínima (CIM) 

de acordo com as normas da CLSI (2017a e b). Na tabela 3, é possível ver as espécies 

fúngicas e as concentrações dos antifúngicos. Em geral, a CIM variou de 0,062 a 8 µg/mL 

para as duas espécies fúngicas isoladas. Dos 29 isolados de S. brasiliensis, a maior CIM 

foi encontrada para o fluconazol (64 µg/mL) e a menor para o cetoconazol (0,25 µg/mL). 

Já o isolado de Cryptococcus neoformans apresentou maior CIM para o fluconazol (4 µg 

/mL). 

 
 

Figura 8 Árvore filogenética Neigboor-Joinning (NJ), construída para o marcador molecular espaçador transcrito interno 

(ITS) no software MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). As amostras de cepas selecionadas: 10, 34 e 36 

com o controle positivo (C+), forma utilizadas as cepas SS e SB. O Penicillium chrysogenum NR_077145 foi usado como 

frupo externo. 
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Tabela 2. Distribuição das concentrações inibitórias mínimas (CIM), faixa e média 

geométrica dos isolados de Sporotrhrix e Cryptococcus em gatos da cidade de Manaus-AM. 
 

 
Antifúngico Espécie Fúngica n MG* Faixa µg/mL 

Anfotericina B   7,27 4 -8 

Cetoconazol S. brasiliensis 29 
0,25 0,125 - 0,5 

Itraconazol 0,57 0,25 - 1 

Fluconazol 64 64 
 

Anfotericina B 

Cetoconazol C. neoformans 1 

2 2 - 8 

0,062 0,062 - 8 

Itraconazol 2 2 - 8 

Fluconazol 4 4 - 32 
 

*Média Geométrica 

 

6 DISCUSSSÃO 

 

O presente artigo apresenta os resultados de uma pesquisa que investigou a prevalência 

de agentes fúngicos em casos positivos de infecções em gatos. Os resultados mostraram a 

predominância de Sporothrix brasiliensis em casos de esporotricose felina, além da presença 

de Cryptococcus neoformans na região amazônica. A análise dos aspectos clínicos e 

epidemiológicos revelou que a esporotricose afeta principalmente gatos machos e com idade de 

dois anos. O estudo destaca a importância do diagnóstico e identificação molecular dos agentes
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fúngicos em gatos, bem como a necessidade de monitorar a susceptibilidade antifúngica para 

melhorar a eficácia do tratamento. 

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram a predominância de agentes 

fúngicos em casos positivos de infecções em gatos, com destaque para o genero fúngico 

Sporothrix spp que foi encontrada em 96,6% dos casos (29/30). Deve-se salientar que dois dos 

isolados de Sporothrix spp. foram identificados como S. brasiliensis por sequenciamento da 

região ITS. Recentemente, um estudo realizado no Estado Espírito Santo por Rediguieri et al. 

(2022), mostrou resultados similares ao nosso sobre esporotricose felina, no qual a maioria 

dos casos analisados 92,5% foram causados por S. brasiliensis. A esporotricose já se encontra 

em quase todo o território brasileiro. Sobre a evolução temporal e prevalência da esporotricose 

causada por S. brasiliensis em outros Estados do Brasil são descritas por Rodrigues et al. 

(2022). Dessa forma, potencialmente, os demais 28 isolados do presente estudo também são 

da espécie S. brasiliensis. 

Além disso, neste estudo, foi encontrado um gato com criptococose causada por 

Cryptococcus neoformans. Esse resultado está de acordo com a literatura que demonstra a 

importância dessa espécie para a doença em felinos (DE OLIVEIRA CARVALHO DA 

SILVA; SOUZA; PEREIRA, 2021). Em outros Estados do Brasil o C. neoformans foi isolado 

em 19 gatos no Rio de Janeiro (REIS et al., 2021). Porém, é necessário realizar mais estudos 

sobre a incidência e prevalência da criptococose felina com uma amostragem maior para 

verificar a real situação da doença no Estado do Amazonas e outras regiões do Brasil. Segundo 

o histórico clínico do paciente felino com criptococose neste estudo, no local da residência, 

havia muitos pombos. Visto que o C. neoformans foi isolado das fezes de pombos presentes 

no ambiente na cidade de Manaus - AM, conforme descrito por Alves et al. (2016). 

A análise dos aspectos clínicos e epidemiológicos revelou que a esporotricose afetou 

principalmente gatos do sexo macho (82,7%) e com idade de dois anos (48,2%), o que pode 

ser devido à maior exposição a fatores de risco, como expressar características da espécie 

como a de escavar e encobrir suas fezes com terra, afiação de unhas em matéria orgânica, e 

principalmente mordedura e arranhadura durante disputas territoriais e brigas com outros 

animais (ALMEIDA et al., 2018). 

Os gatos semidomiciliados e de vida livre (44,8%) foram mais afetados pelo S. 

brasiliensis, possivelmente devido à maior exposição ao ambiente e interação com outros 

animais (LECCA et al., 2020; REDIGUIERI et al., 2022). Os gatos semidomiciliados são os 

animais que possui um tutor, porém o mesmo não tem controle do acesso as ruas. A falta de 
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controle desses animais em suas residências é um fator importante que pode levar a 

transmissão da doença animal – humano (zoonose). A situação para os gatos errantes (vida 

livre), torna alarmante devido ao contágio animal-animal em grupos (epizootia) 

(REDIGUIERI et al., 2022; RODRIGUES et al., 2022), desencadeando um surto e por sua vez 

disseminando o agente fúngico em Manaus. Como não há nenhum registro oficial na literatura 

sobre o monitoramento da esporotricose na cidade de Manaus-AM, faz-se necessário elaborar 

um sistema de manejo, prevenção e tratamento da esporotricose por parte da saúde pública e 

veterinária em Manaus. 

Estudos prévios mostraram que o sequenciamento da ITS tem sido usada na 

identificação de espécies de Sporothrix spp. e agrupa em um ramo monofilético as espécies 

patogênicas do complexo C. neoformans/C. gatti e do complexo Sporothrix (PORTER; 

BRIAN GOLDING, 2011). Essa identificação permite uma melhor compreensão da 

epidemiologia desses patógenos em diferentes regiões do mundo (CHEN; MEYER; 

SORRELL, 2014; MEYER et al., 2003). Em um estudo recente, Rodrigues et al. (2016) 

utilizaram o sequenciamento da ITS para identificar e classificar isolados de S. brasiliensis 

com 100% de similaridade aos isolados tipo da espécie. 

Quanto a avaliação da susceptibilidade antifúngica, a determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM) de antifúngicos utilizados na medicina veterinária é fundamental para 

avaliar a eficácia do tratamento e prevenir a resistência aos medicamentos (BERKOW; 

LOCKHART; OSTROSKY-ZEICHNER, 2020). No presente estudo os isolados de Sporotrix 

spp., S. brasiliensis e C. neoformans apresentaram sensibilidade aos antifúngicos testados. 

Esses resultados estão de acordo com Córdoba et al. (2018) e Waller et al., (2021). Na cidade 

de Manaus, o tratamento tem sido feito segundo (LLORET et al., 2013; PENNISI et al., 2013) 

que utiliza FLZ para criptococose e ITZ para esprotricose. Alguns trabalhos (GREMIÃO et 

al., 2011; RODRIGUES et al., 2020) tem avaliado também antifúngicos no tratamento dos 

gatos. 

Este trabalho científico apresenta algumas limitações importantes, como a ausência 

de sequenciamento de todos os isolados de Sporotrix e a falta de genotipagem do isolado de 

Cryptococcus neoformans, além de sua abrangência restrita a uma única clínica com uma 

abordagem de conveniência. No entanto, oferece perspectivas promissoras para estudos 

futuros. A identificação da espécie de todos os isolados de Sporotrix pode confirmar que todos 

são S. brasiliensis, proporcionando novas informações para o campo da micologia. Além 
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disso, estudos mais amplos têm o potencial de melhor descrever a epidemiologia das micoses 

profundas em gatos, contribuindo para a compreensão de uma zoonose relevante. 

 
7 CONCLUSÃO 

 

O artigo apresentou resultados que indicam a predominância de agentes fúngicos em 

casos positivos de infecções em gatos, com destaque para a presença de Sporothrix spp. 

(incluindo S. brasiliensis) e C. neoformans. A análise dos aspectos clínicos e 

epidemiológicos revelou que a esporotricose afeta principalmente gatos machos e com idade 

de dois anos. Estudos anteriores mostraram que o sequenciamento da ITS pode ser usado para 

identificação e diferenciação de espécies de fungos. A avaliação da susceptibilidade 

antifúngica demonstrou a sensibilidade dos isolados ao antifúngicos convencionais. O estudo 

destaca a importância de monitorar a susceptibilidade antifúngica e a predominância de S. 

brasiliensis em casos de esporotricose felina e a presença de Cryptococcus neoformans na 

região amazônica. 
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