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Resumo 

LOSNAK. DO. Detecção molecular de fungos importantes em saúde pública em animais 

silvestres mortos por atropelamento no estado de Santa Catarina, Brasil. 2017. 85p. 

Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual 

Paulista, Botucatu, 2017. 

 

A emergência e reemergência de doenças infecciosas é impulsionada por vários fatores e a 

busca de patógenos em amostras animais podem oferecer oportunidades para estudos eco-

epidemiológicos e também dados sobre a evolução dos patógenos. O objetivo deste estudo foi 

avaliar a ocorrência de fungos patogênicos importantes em saúde pública, em exemplares de 

animais silvestres mortos por atropelamento no estado de Santa Catarina e identificar e 

mapear áreas de risco para a infecção humana.  Grande parte destes fungos apresenta em 

comum dimorfismo, distribuição geográfica restrita e produção de conídios infectantes que 

são aspirados pelo hospedeiro por meio das vias respiratórias. Cães e tatus são apontados 

como transmissores de Paracoccidioides brasiliensis, os morcegos ao Histoplasma spp., 

assim como as fezes de pombos ao Cryptococcus spp.. No presente trabalho foram analisadas 

1063 amostras de pulmão, fígado, baço, pele e coração de 297 animais silvestres, para 

detecção de Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum e Cryptococcus spp. pela 

técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR). Utilizou-se primers universais para 

detecção de fungos em geral e obteve-se positividade em 102 amostras de 59 animais. Para a 

análise de P. brasiliensis, utilizou-se os primers específicos, obtendo oito amostras positivas 

em cinco animais (quatro Oxymycterus spp. e um Euryoryzomys russatus). Não houve a 

detecção molecular para Histoplasma spp.. Foi possível a identificação de três amostras para 

Cryptococcus spp.. O sequenciamento foi realizado, porém em 89 amostras de 49 animais foi 

possível somente a identificação em Fungal sp. (GenBank KT923226.1), duas amostras para 

Cryptococcus neoformans (GenBank  KY107218.1) obtidas de Oxymycterus spp. e Akodon 

spp. e três amostras de Aspergillus penicillioides (GenBank KP131612.1 e KP997215.1) 

obtidas de Gracilinanus spp.,  Oxymycterus spp.  e Philander spp.  Importante salientar que 

houve coinfecção de P. brasiliensis e Cryptococcus neoformans em amostra de um 

Oxymycterus spp. Esta pesquisa mostra a importância dos animais silvestres na transmissão 

de doenças e auxilia no mapeamento dos locais de ocorrência de determinados patógenos e 

doenças em uma região ainda não avaliada.  

Palavras-Chave: Fungos patogênicos, PCR, Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma 

capsulatum, Cryptococcus spp., Aspergillus penicillioides 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102643648?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=12&RID=8Y6A9TXE014


 
 

Abstract 

LOSNAK. DO. Molecular detection of important fungi for public health in road-killed 

wild animals in Santa Catarina State, Brasil 2017. 85p. Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2017. 

 

The emergence and reemergence of infectious diseases is propelled by many diverse factors 

and the search for pathogens in animal samples may offer opportunity for eco-epidemiologic 

studies as well as data on the evolution of pathogens. The objective of this study was to 

evaluate in samples of road-killed wild animals the occurrence of pathogenic fungi of 

importance for public health. A great part of these fungi presented, in common, dimorphism, 

restricted geographic distribution and production of conidia infecting, which are aspirated by 

the host by means of their respiratory tract. Dogs and armadillos are normally related to the 

transmission of Paracoccidioides brasiliensis, bats to Histoplasma spp., as well as pigeons 

feces to Cryptococcus spp.. In this study we analyzed 1063 samples of organs of 297 wild 

animals for the detection of Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum and 

Cryptococcus spp. by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). Universal primers 

were employed for the detection of fungi in general and positivity was obtained in 102 

samples from 59 animals. For the P. brasiliensis analysis was used specific primers, resulting 

in eight positive samples from five animals (four Oxymycterus spp. and one Euryoryzomys 

russatus). There was no molecular detection to Histoplasma spp.. Was possible the 

identification of three samples to Cryptococcus spp.. The sequencing was performed, however 

in 89 samples from 49 animals was possible to identify Fungal sp. (GenBank KT923226.1), 

two samples for Cryptococcus neoformans (GenBank KY107218.1) obtained from 

Oxymycterus spp. and Akodon spp. and three samples from Gracilinanus spp., Oxymycterus 

spp. and Philander spp. were positive for Aspergillus penicillioides (GenBank KP131612.1 e 

KP997215.1). Is important emphasize the coinfection with P. brasiliensis and Cryptococcus 

neoformans in a sample from Oxymycterus spp.. This research shows the importance of the 

wild animals in transmissions of diseases and assists in the mapping of pathogen and disease 

sites in a region that has not yet been evaluated. 

 

Key words: Pathogenic fungi, PCR, Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum, 

Cryptococcus spp., Aspergillus penicillioides 
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Revisão da literatura 1 

  A intervenção humana e os fenômenos naturais causam desordens no ambiente e são 2 

considerados fatores importantes nas emergências e reemergências de doenças (Bengis et al., 3 

2004;  Keesing et al., 2010). A transmissão de agentes infecciosos também é facilitada devido 4 

ao crescimento populacional, à introdução dos animais a novos hábitats ou a falta deles, 5 

alterações na distribuição dos hospedeiros e vetores (Jones et al., 2008; Thompson et al., 6 

2009). O aumento da interação da vida silvestre com humanos e animais domésticos também 7 

contribui para a transmissão de zoonoses (Smith-Patten & Patten, 2008; Laurance et al., 2009; 8 

Preston et al., 2013). 9 

Zoonoses, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), são as doenças e/ou 10 

infecções comuns entre animais e homens, cuja transmissão possa ocorrer de um para o outro. 11 

São transmitidas de maneira direta ou indireta. O contato com excreções ou secreções de 12 

animais infectados é considerado como transmissão direta. Por outro lado, quando a 13 

transmissão ocorre por água ou alimentos contaminados, como também por insetos vetores ou 14 

moluscos, essa transmissão é indireta (Acha & Szyfres, 1986). 15 

Para as aplicações práticas relacionadas com a prevenção, vigilância e detecção de 16 

doenças em animais (incluindo as zoonoses), vêm sendo utilizado o conceito One Health 17 

(saúde única) que consiste no esforço colaborativo de várias áreas para alcançar a saúde das 18 

pessoas, ambiente, animais domésticos e animais silvestres (Bidaisee & Macpherson, 2014; 19 

Gebreyes et al., 2014; Jenkins et al., 2015). 20 

Os estudos epidemiológicos utilizando animais silvestres são restritos, pois muitas 21 

espécies já estão em risco de extinção, assim, uma alternativa em pesquisa para o 22 

esclarecimento da epidemiologia de doenças de interesse em saúde pública é o uso de animais 23 

silvestres mortos por atropelamento. As estradas e rodovias possibilitam unir cidades e 24 

estados com o objetivo de facilitar a passagem de veículos, porém passam por hábitats 25 
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naturais e em locais próximos, dentro e fora de centros de conservação, dificultando a 26 

migração rotineira de animais, ou quando estes estão à procura de abrigo e alimento. O 27 

animal morto atropelado deixado na estrada, serve de alimento e isca à outros animais, que 28 

também podem ser mortos por atropelamento (Lima & Obara, 2004; Turci & Bernarde, 29 

2008). 30 

Outro aspecto que contribui para o atropelamento de animais é a disponibilidade de 31 

alimentos na estrada, pois grãos e sementes caídos de caminhões atraem pequenos animais 32 

como roedores, aves e insetos (Steil et al., 2016). 33 

O número e a diversidade de animais mortos em rodovias brasileiras aumentam a cada 34 

ano e o problema se agrava principalmente pelo aumento do fluxo de automóveis e também 35 

porque a rodovia corta áreas potencialmente ricas em fauna e flora, interferindo no 36 

deslocamento natural da espécie (Forman & Alexander, 1998; Rodrigues et al., 2002; Prada, 37 

2004).  38 

Nas últimas décadas, os levantamentos quantitativos e qualitativos das ocorrências de 39 

atropelamento da fauna vêm sendo estudados (Vieira, 1996; Candido Jr. et al., 2002; 40 

Rodrigues et al., 2002; Prada, 2004; Pinowski, 2005; Cáceres, 2012; Hegel, 2012) assim 41 

como estudos helmintológicos com a identificação de endo e ectoparasitas (Cheadle et al., 42 

2001; Nelder & Reeves, 2005; Griese, 2007; Ferroglio et al., 2009; Hoppe et al., 2009; 43 

Miquel et al., 2009; Sepulveda et al., 2013; Al-Sabi et al., 2014). 44 

A utilização de técnicas moleculares para detectar agentes causadores de zoonoses em 45 

amostras de animais silvestres atropelados está em expansão. Matos et al., em 2014, 46 

realizaram a detecção molecular de Mycobacterium bovis em raposas em Portugal. No estado 47 

de São Paulo, não foi possível a detecção de Mycobacterium leprae (Pedrini et al., 2010).  48 

A detecção molecular de protozoários como Toxoplasma gondii (Richini-Pereira et al., 49 

2016), Leishmania spp. e Leishmania infantum (syn. chagasi) (Richini-Pereira et al., 2014) e 50 
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fungos como Paracoccidioides brasiliensis (Richini-Pereira et al., 2008; 2009), Amauroascus 51 

aureus, Metarhizium anisopliae, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Emmonsia parva e 52 

Pichia stipitis (Richini-Pereira et al., 2010) foi realizada no estado de São Paulo. 53 

Desta forma, sabe-se que muitos animais silvestres de várias espécies têm sido 54 

apontados como importantes no processo evolutivo adaptativo de algumas espécies de fungos 55 

patogênicos. Este fato foi documentado em fungos queratinofílicos dos gêneros 56 

Epidermophyton, Microsporurm e Trichophyton (Rippon, 1988), e os roedores silvestres tem 57 

sido considerados não somente portadores destes fungos, mas também por desempenharem 58 

importante papel na passagem da forma saprofítica para a parasitária (Mantovani et al., 1982). 59 

Em relação aos principais fungos patogênicos causadores de micoses sistêmicas, a 60 

maioria apresenta tipicamente em comum o dimorfismo, distribuição geográfica localizada, 61 

ocorrência saprofítica em micro-nichos com produção de propágulos infectantes, os quais 62 

penetram o hospedeiro principalmente pelas vias respiratórias (Chakrabarti, 2005; Marques, 63 

1998). 64 

Para idendificação molecular de fungos patogênicos, pode-se utilizar diversas técnicas, 65 

sendo a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) a mais comum, permitindo a análise de 66 

polimorfismos em diferentes grupos de organismos, como os marcadores moleculares ITS 67 

(Internal Transcribed Spacer) que auxiliam na criação de bancos de dados de perfis genéticos 68 

para fins diagnósticos mais rápidos e precisos (Fungaro, 2000). As regiões ITS do DNA 69 

ribossomal são as sequências nucleotídicas mais utilizadas para sistemática e taxonomia de 70 

fungos no nível de gênero e espécie. São divididas em sub-regiões denominadas ITS1, ITS2 e 71 

o gene 5,8S ribossomal. As sequências ITS1 e ITS2 são empregadas na discriminação 72 

espécie-específica e possuem variabilidade e comprimentos relativamente semelhantes. 73 

Diferentes autores têm demonstrado a utilização de marcadores ITS na identificação de 74 

genótipos, no estudo da variabilidade genética, na discriminação entre isolados quanto à 75 
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taxonomia e na localização geográfica dos fungos (Lott et al., 1998; Henry et al., 2000; 76 

Taylor et al., 2016). Essa região é considerada como um código de barras dos fungos, que 77 

auxilia em uma rápida identificação de espécies, podendo gerar hipóteses de novas espécies e 78 

guiar estudos de biodiversidade e ecológicos (Schoch et al., 2012; Xu, 2016) e para codificá-79 

la, há várias combinações de primers que podem ser usadas (White et al. 1990; Gardes & 80 

Bruns, 1993; Ihrmark et al., 2012) A Figura 1 representa a região ITS e alguns primers que 81 

podem ser utilizados. 82 

 83 
Figura 1: Localização da região de DNA ribossomal ITS e alguns primers que podem ser 84 

utilizados na PCR (White et al. 1990). 85 

 86 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica endêmica na América Latina 87 

(Oliveira et al., 2015) ocorre em maior número na zona rural, afetando principalmente 88 

agricultores, pois estes podem inalar os esporos ao lidar com o solo (Teixeira et al., 2014). Os 89 

agentes etiológicos são os fungos termodimórficos do complexo Paracoccidioides, 90 

pertencentes à ordem Onygenales, família Ajellomycetaceae, crescem em forma de micélio a 91 

25ºC e em forma de levedura a 37ºC (Martinez, 2004; Untereiner, 2004; Teixeira et al., 92 

2013). A espécie P. brasiliensis era considerada a única responsável pela PCM, mas 93 

recentemente os estudos demonstraram se tratar de um complexo de espécies crípticas: S1 – 94 

encontrada em toda a América Latina e dividida recentemente em dois clados: S1a e S1b 95 

(Muñoz et al, 2016) –, PS2 – Brasil e Venezuela –, PS3 – Colômbia – e PS4 – Venezuela – 96 

(Matute et al., 2006; Theodoro et al., 2012; Salgado-Salazar et al., 2010) e a nova espécie, P. 97 

lutzii com casos no Brasil e Equador (Teixeira et al., 2013).  98 

A doença é contraída por meio da inalação dos conídios, as lesões em humanos são 99 
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ocasionadas na mucosa oral e consideradas secundárias em relação à disseminação do agente 100 

a partir dos pulmões (Franco et al.,1994; Londero et al., 1994; McEwen et al., 1987). Estudos 101 

mostram que o P. brasiliensis tem maior aptidão para se aderir às células do pulmão, quando 102 

comparado ao P. lutzii, e in vitro apresenta-se mais virulento do que o P. lutzii, 103 

correlacionando virulência e aderência (Oliveira et al., 2015). 104 

A localização do fungo na natureza é bastante difícil, pois o período prolongado da 105 

doença dificulta a associação com a fonte de infecção e a ausência de surtos e a pouca 106 

repetibilidade nas tentativas de isolamento do fungo do ambiente não esclarecem seu nicho 107 

ecológico (Bagagli et al., 2008). Os humanos eram tidos como únicos hospedeiros 108 

naturalmente infectados por este fungo, porém, atualmente alguns animais silvestres e 109 

domésticos foram detectados como portadores da infecção (Ricci et al., 2004; Shikanai-110 

Yasuda et al., 2006; Richini-Pereira et al., 2008; Farias et al., 2011.).  111 

Utilizando técnicas sorológicas, Ricci et al. (2004) relataram o primeiro caso de cão 112 

doméstico infectado por P. brasiliensis e em 2011 um outro caso foi relatado por Farias et al. 113 

Em 2012, Corte et al. estudaram a infecção por Paracoccidioides brasiliensis em cães da 114 

Amazônia no Brasil, encontrando positividade em 54,8% de um total de 126 cães. No estudo 115 

recente de Headley et al. (2016), foram realizados exames clínicos, citológicos, 116 

micopatológicos, sorológicos e moleculares em um cão da região Sul do Brasil e associaram a 117 

dermatite e linfadenite com P. brasiliensis. 118 

No estudo de Sbeghen et al., em 2015, eles avaliaram por sorologia, amostras de 38 119 

animais silvestres de diferentes espécies, como Akodon spp., Thaptomys nigrita, 120 

Euryoryzomys russatus, Oligoryzomys nigripes, Monodelphis spp., Sooretamys angouya, 121 

Abrawayaomys angouya, Abrawayaomys ruschii e Akodontinae spp. que resultou em 23,7% 122 

de positividade no teste ELISA. Estudos sugerem que o fungo seja sapróbio e se desenvolve 123 

em vários tipos de solo, pois já foi isolado no ambiente (Franco et al., 2000; Restrepo et al., 124 
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2001; Terçarioli et al., 2007). Em alguns animais silvestres, foi realizado com sucesso o 125 

isolamento, sorologia e detecção molecular do fungo (Conti-Díaz et al., 1972; Costa et al., 126 

1995; Corte et al., 2007; Richini-Pereira et al., 2008; 2009; Albano et al., 2014). 127 

Estudos apontam que tatus da espécie Dasypus novemcintus apresentam-se infectados 128 

por P.brasiliensis com alta frequência em regiões endêmicas de Paracoccidioidomicose, 129 

sendo considerados indicadores epidemiológicos de ocorrência desse patógeno (Corredor et 130 

al., 1999; 2005; Macedo et al., 1999; Restrepo et al., 2000; Silva-Vergara et al., 2000; Bagagli 131 

et al., 2003). 132 

Deste modo, o estudo de Paracoccidioides brasiliensis em animais silvestres é 133 

importante para entender melhor sobre sua eco-epidemiologia, pois não se sabe muito ainda 134 

sobre o papel dos animais como carreadores ou reservatório do patógeno. 135 

Histoplasmose consiste em uma infecção fúngica ocasionada pelo fungo dimórfico 136 

Histoplasma capsulatum, causando sintomas principalmente em pacientes imunodeprimidos. 137 

Ocorre no mundo todo, porém endêmico nos Estados Unidos e América Latina. 138 

Comumente associado a solos contaminados com fezes de aves e morcegos infectados 139 

(González-González et al., 2014; Furuie et al., 2016), a histoplasmose é uma das causas mais 140 

comum de micoses em animais, incluindo o homem no Brasil (Medeiros Muniz et al., 2010).  141 

Até recentemente, acreditava-se que H. capsulatum era composto somente por três 142 

variações com distribuição geográfica e manifestações clínicas distintas: var. capsulatum 143 

(patógeno humano do Novo Mundo), var. duboisii (patógeno humano Africano) e var. 144 

farciminosum (um patógeno de cavalo do Velho Mundo) (Kasuga et al., 1999; 2003). Porém, 145 

estudos recentes, demonstraram que Histoplasma capsulatum é um complexo de oito clados 146 

geograficamente distribuídos em: Austrália, Holanda, Eurásia, América do Norte classes 1 e 2 147 

(NAm 1 e NAm 2), América Latina grupos A e B (LAm A e LAm B) e África (Theodoro et 148 

al., 2013; Teixeira et al. 2016). 149 
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A epidemiologia do patógeno se relaciona com as condições nas quais o homem pode 150 

adquirir a infecção por atividades relacionadas ao meio rural como o trabalho, viagem ou 151 

lazer (Ericsson et al., 2002). O fungo é saprófita, se apresenta no solo sob a forma filamentosa 152 

e no organismo do hospedeiro sua forma é leveduriforme (Brooks et al., 2000; Lacaz 2002). 153 

A infecção humana é causada ao aspirar conídios encontrados em solos de cavernas, celeiros, 154 

galinheiros e florestas que contém excrementos de aves e morcegos com alto teor de 155 

nitrogênio (Wheat & Kauffman, 2003).  156 

O fungo causa doença respiratória e sistêmica em hospedeiros mamíferos (Edwards et 157 

al., 2013).  158 

Os morcegos são animais com grande importância na eco-epidemiologia da 159 

Histoplasmose, pois há vários estudos com estes e todos são bem estabelecidos. Em 1973, no 160 

Brasil, foi publicado o primeiro isolamento de H. capsulatum a partir de solo do interior de 161 

cavernas e de vísceras e sangue de morcegos capturados que habitavam o local em Brasília-162 

DF (Schmidt et al., 1973). O voo desses animais pode espalhar os conídios que causam a 163 

infecção (Jülg et al.,  2008). Em 1995, Suzaki et al. descreveram um estudo sobre a 164 

ocorrência de histoplasmose pulmonar aguda em turistas japoneses que visitaram cavernas 165 

com presença de fezes de morcegos.  166 

Os conídios se desenvolvem no pulmão causando a primeira infecção. Em grande 167 

parte dos pacientes esta forma clínica é assintomática ou então semelhante a sintomas de 168 

resfriados, deixando calcificações residuais nodulares no pulmão, parecidas com as de 169 

tuberculose. Indivíduos transplantados, maiores de 60 anos ou menores de um ano, fazendo 170 

quimioterapia ou portadores de HIV podem apresentar a forma disseminada da infecção 171 

(Trabulsi,1998; Flor et al.,2003; Lacaz, et al., 2002;  Negroni et al., 2004; Sidrin et al., 2004).  172 

Em um estudo de González-González et al. (2014) foram avaliados 122 morcegos da 173 

Argentina, Guiana Francesa e México e resultou em 98 morcegos infectados pelo fungo. 174 
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Apesar de muitos estudos correlacionarem morcegos com a dispersão involuntária do H. 175 

capsulatum, o potencial desses animais na propagação do fungo na natureza permanece 176 

incerto (González-González et al., 2014). Há também estudos de outros animais silvestres 177 

como carreadores do fungo, com o isolamento em fígado e baço de H. capsulatum em um 178 

roedor Rattus rattus e em dois marsupiais Metachirus opossum no Rio de Janeiro (Zancopé-179 

Oliveira & Wanke, 1986). 180 

Criptococose é uma infecção fúngica sistêmica, cosmopolita e emergente, que ocorre 181 

como resultado da interação do hospedeiro susceptível com o ambiente, acometendo humanos 182 

e outros animais. O gênero Cryptococcus possui diversas espécies, sendo Cryptococcus 183 

neoformans e Cryptococcus gatti consideradas as de maior importância em saúde pública, 184 

(Takahara et al., 2013; Favalessa et a.l, 2014). Ambos os agentes etiológicos são 185 

leveduriformes, encapsulados, com formato redondo ou oval com brotamento único ou 186 

múltiplo.  187 

Ocorre de duas maneiras distintas do ponto de vista clínico e epidemiológico: 188 

criptococose oportunista que é causada predominantemente pelo Cryptococcus neoformans, e 189 

está associada a condições de imunodepressão celular e a criptococose primária, causada pelo 190 

Cryptoccocus gatti, onde o hospedeiro é imunocompetente, ocorre mais comumente em áreas 191 

endêmicas tropicais. Independente do agente causador, ambas causam meningoencefalite que 192 

pode ter evolução fatal, com presença ou não de lesões pulmonares e focos secundários em 193 

outros órgãos como pele e rim (Kon et al., 2008).  194 

C. neoformans é cosmopolita e encontrado na natureza em árvores, em substratos 195 

orgânicos, associado com frequência a habitat de aves em fezes secas ricas em fontes de 196 

nitrogênio como a creatinina e a ureia, pode viver saprofíticamente no organismo de humanos 197 

e dos animais domésticos e silvestres (Kwon-Chung et al., 1984; Swinne et al., 1989; Swinne 198 

et al., 1986; Ellis & Pfeiffer, 1992; Lazéra et al., 1996). A porta de entrada para o fungo é a 199 
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via inalatória, acomete humanos, principalmente indivíduos adultos, animais silvestres e 200 

mamíferos domésticos como cães e gatos (Malik et al., 1997; Larsson et al., 2003; Pereira & 201 

Coutinho, 2003; Honsho et al., 2003; Pappalardo & Melhem, 2003; Taboada, 2004). 202 

C. gattii encontra-se presente em folhas, partes ocas do tronco e madeira em 203 

decomposição de árvores pertencentes às espécies australianas Eucalyptus camaldulensis e E. 204 

tereticornis, além de árvores nativas de espécies existentes em regiões dos continentes de 205 

clima tropical e subtropical (Sorrel, 2001; Randhawa et al., 2003, McMullan et al., 2013). 206 

As espécies de Cryptococcus se agrupam em um complexo de oito tipos moleculares 207 

que se diferem quanto aos aspectos epidemiológicos, geográficos e a gravidade da doença 208 

(Trilles et al., 2012), sendo os tipos moleculares VNI, VNII, VNIII e VNIV para C. 209 

neoformans e VGI, VGII, VGIII e VGIV para C. gatti (Saijo et al., 2014; Hagen et al., 2015).  210 

Outros animais além das aves podem se infectar com o patógeno, provavelmente por 211 

meio da inalação dos propágulos do fungo (Bui et al., 2008). Em 1952, foi descrito o primeiro 212 

caso em gatos e no ano seguinte o primeiro em cães (Holzworth, 1952; Seibold et al., 1953). 213 

Já havia discussões sobre a origem da infecção no Sistema Nervoso Central de animais 214 

domésticos (Araújo Júnior, 2014).  215 

Em Florianópolis – Santa Catarina, um estudo realizado no ano 2008, identificou uma 216 

positividade de 10% de 40 amostras de fezes de pombo coletadas na cidade (Garcia, 2008). 217 

No ano de 2009, no estado de Oregon –EUA, Byrnes et al. (2009), isolaram o fungo de um 218 

cão com infecção no Sistema Nervoso Central com sintomas como vômito, diarreia e 219 

anorexia. Também no estado de Santa Catarina, no município de Lages, foi feito um estudo 220 

para isolamento e diagnóstico de Cryptococcus spp. em 195 amostras de fezes de pombos de 221 

praças da cidade e resultou em uma positividade de 7,69% (Menezes, 2014).  222 

O gênero Aspergillus tem um alto impacto econômico e social e é composto por mais 223 

de 300 espécies de acordo com a caracterização filogenética (Samson et al., 2014). É 224 



23 
 

composta por fungos sapróbios, cosmopolitas e amplamente distribuídos na natureza sendo 225 

encontradas no solo, ar, poeira, roupas, ar condicionado, antissépticos, grãos e sementes, 226 

conhecido por deteriorar alimentos e produzir micotoxinas. Algumas espécies são usadas para 227 

a produção de fármacos, enzimas e na fermentação, porém cerca de 30 espécies causam 228 

infecções que usualmente são oportunistas e frequentemente reportadas como patógenos em 229 

diversos tipos de hospedeiros, como insetos, aves e mamíferos, incluindo humanos (Pitt, 230 

1994; Sidrim & Rocha, 2004; Heitman, 2011; Samson et al., 2014).  231 

A presença deste fungo no ambiente é responsável por provocar reações alérgicas ou 232 

então aspergilose invasiva e doença disseminada em um hospedeiro imunossuprimido 233 

(Carvalho, 2013). Ao penetrar nos hospedeiros principalmente por via respiratória, o 234 

Aspergillus se aloja preferencialmente nos brônquios e seios nasais do hospedeiro, este 235 

desenvolvendo doenças (Sidrim & Rocha, 2004) e quando infectado, pode sofrer com uma 236 

micose sistêmica atingindo diversos órgãos internos, como baço, fígado, ossos e olhos (Klein 237 

& Gamsu, 1980; Smith et al., 1998; Harkin, 2003).  238 

Existem relatos de animais como cães, pinguins e outros animais silvestres infectados 239 

pelo fungo (Xavier et al., 2006; Sanches & Coutinho, 2007; Richini-Pereira et al., 2010), 240 

sendo  A. fumigatus o mais encontrado e responsável por aproximadamente 90% dos casos 241 

diagnosticados de aspergilose invasiva (Araujo et al., 2005), possivelmente por seu conídio se 242 

dispersar mais que os demais (Kwon-Chung & Sugui, 2013). As outras espécies relacionadas 243 

como principais responsáveis são: Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger 244 

e Aspergillus terreus (Jiang et al, 2013, Martins et al, 2005; Murray et al, 2006). 245 

Aspergillus penicillioides foi descrito pela primeira vez, após análises de cana de 246 

açúcar mofada (Thom & Church, 1926) e é encontrado no mundo todo em poeira e água com 247 

pouca atividade (Meklin et al., 2004, 2007; Stevenson et al., 2016), porém já foi isolado de 248 

grãos, sementes, peixe seco (Pitt et al., 2009) e noz-pecã (Moraes et al., 2015). Sua 249 
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distribuição ocorre principalmente em locais com clima temperado, mediterrâneo ou tropical. 250 

A ocorrência do fungo é influenciada pelo clima, ocorrendo em maior número nos trópicos e 251 

menor em clima mediterrânico. O tempo frio tende a diminuir o número de A. penicillioides 252 

em poeiras domésticas (Bossche 1988).  253 

Em humanos, pode causar rinites (Hamilos, 2010), e também há um relato de um caso 254 

onde uma criança de três meses de vida sob suspeita de fibrose-cística, que desenvolveu 255 

aspergilose disseminada e por meio de técnica molecular foi identificado o fungo A. 256 

penicillioides (Gupta et al., 2015). 257 

A importância da aspergilose em humanos e em outros animais aumentou, pois as 258 

espécies do fungo são encontradas em todo o mundo em humanos e em quase todos os 259 

animais domésticos, aves e em muitas espécies selvagens, causando doenças fatais e 260 

localizadas (Seyedmousavi et al,. 2015). 261 

Outra potente ferramenta para estudos eco-epidemiológicos é a utilização do Sistema 262 

de Informação Geográfica (SIG), a qual já vem sendo amplamente utilizada na análise da 263 

distribuição geográfica e dinâmica de diversas doenças, das mais variadas etiologias 264 

(Peterson, 2001; Kirby et al., 2017), inclusive no estudo da paracoccidioidomicose (Simões et 265 

al., 2004; Vieira et al., 2014; Arantes et al., 2016 ). 266 

A identificação de animais domésticos e silvestres infectados por fungos patogênicos 267 

é importante para monitorar a ocorrência dos mesmos em uma determinada região e 268 

estabelecer indicadores ambientais facilmente mapeáveis, permitindo a identificação das 269 

áreas de risco à infecção, pois estes atuam como marcadores epidemiológicos para a presença 270 

do micro-organismo, indicando a existência de fontes de infecção para humanos e animais 271 

(Canteros et al., 2004). 272 

 273 

 274 
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 275 

Objetivos 276 

 277 

Avaliar, por meio de técnicas de Biologia Molecular como PCR e Nested-PCR, a 278 

ocorrência de fungos causadores de doenças de interesse em saúde pública, em exemplares de 279 

animais silvestres atropelados, podendo deste modo, identificar e mapear áreas de risco para a 280 

infecção humana. 281 

 282 

 283 

 284 

 285 

 286 

 287 

 288 

 289 

 290 

 291 

 292 

 293 
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 297 

 298 

 299 
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 31 

Abstract 32 

The emergence and reemergence of infectious diseases is propelled by many diverse factors 33 

and the search for pathogens in animal samples may offer opportunity for eco-epidemiologic 34 

studies as well as data on the evolution of pathogens. The objective of this study was to 35 

evaluate the occurrence of pathogenic fungi of public health importance in samples of road-36 

killed wild animals. A great part of these fungi presented, in common, dimorphism, restricted 37 

geographic distribution and production of conidia infecting, which are aspirated by the host 38 

by means of their respiratory tract. Dogs and armadillos are normally related to the 39 

transmission of Paracoccidioides brasiliensis, bats of Histoplasma spp., as well as pigeons 40 

feces of Cryptococcus spp.  We analyzed 1063 samples of organs of 297 wild animals for the 41 

detection of Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum and Cryptococcus spp. 42 

by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). Universal primers were employed for 43 

the detection of fungi in general and positivity was obtained in 102 samples from 59 animals. 44 

Specific primers were used for the analysis for P. brasiliensis, resulting in eight positive 45 

samples from five animals (four Oxymycterus spp. and one Euryoryzomys russatus). There 46 

was no molecular detection for Histoplasma spp. Three samples were identified as 47 

Cryptococcus spp. The sequencing was performed, however in 89 samples from 49 animals 48 

was possible to identify Fungal sp., two samples for Cryptococcus neoformans obtained from 49 
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Oxymycterus spp. and Akodon spp.; three samples from Gracilinanus spp., Oxymycterus spp. 50 

and Philander spp. were positive for Aspergillus penicillioides. It is important emphasize the 51 

coinfection with P. brasiliensis and Cryptococcus neoformans in one sample from 52 

Oxymycterus spp.. This research shows the importance of wild animals in the transmission of 53 

diseases and the location of the origin of the pathogens in a region that has not been evaluated 54 

yet.  55 

 56 

Author Summary 57 

There are many fungi that are pathogenic and important for cause systemic mycosis in 58 

humans. A great part of these fungi presented in common: dimorphism, restricted geographic 59 

distribution and production of conidia infecting, which are aspirated by the host by means of 60 

their respiratory tract. Many animals are often related with the transmission of some fungi. 61 

The objective of this study was to evaluate the occurrence of pathogenic fungi of importance 62 

for public health in samples of road-killed wild animals. This study supports in the mapping 63 

of pathogen and disease sites in a region that has not yet been evaluated.We analyzed, by 64 

molecular techniques, 1063 samples of organs of 297 wild animals for the detection of fungi 65 

with importance for public health, resulting in 102 samples positive. Therefore, 49 samples 66 

were positive for Fungal sp., eight for Paracoccidioides brasiliensis, two for Cryptococcus 67 

neoformans, one for Cryptococcus spp. and three for Aspergillus penicillioides. The present 68 

results draw attention to a very important source of research and emphasize the importance of 69 

using this biological resource in an epidemiological study of zoonotic infection. 70 

 71 

Introduction 72 

Domestic and wild animals have been pointed out as important in the adaptive evolutionary 73 

process of some species of pathogenic fungi [1] The detection of Paracoccidioides 74 



48 
 

brasiliensis was related especially in dogs [2-5] and armadillos [6-11]. Histoplasma spp. is 75 

commonly associated to the detection in bats [12-16] and Cryptococcus spp. is mainly related 76 

too pigeons feces [17,18] and was also isolated in biologic samples of dogs and cats [19,20]. 77 

Studies with wild animals are restricted and an alternative for the elucidation of the 78 

epidemiology of diseases of interest in public health is the use of road-killed wild animals. . 79 

Roads and highways are examples of human interventions that by means of natural habitats 80 

rendering their dispersion more difficult. The dead ran over animal and its carcasse left aside 81 

the road is consumed as food by other animals which can also be ran over, increasing the 82 

number of traffic accidents and deaths of wild animals [21,22] Most of the studies with dead 83 

ran over animals are related to the quantitative and qualitative queries of the fauna [23-29] 84 

and helminthologic studies, with the identification of endo and ectoparasites [30-37]. The use 85 

of molecular techniques for the detection of causative agents of zoonosis in samples of road-86 

killed animals is expanding. Detection of Mycobaterium bovis in foxes in Portugal [38], was 87 

possible, although detection of Mycobacterium leprae was not [39]. Other studies show 88 

molecular detection for many diverse bacteria and protozoa genders such as Ehrlichia spp. 89 

and Hepatozoon spp. [40], Toxoplasma gondii [41], Leishmania spp. and Leishmania 90 

infantum (syn. chagasi) [42] and fungi such as Paracoccidioides brasiliensis
 

[43,44], 91 

Amauroascus aureus, Metarhizium anisopliae, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, 92 

Emmonsia parva and Pichia stipitis [45]. Moreover that, the study with wild ran over animals 93 

may offer the development or the perfecting of molecular biology techniques more sensitive 94 

and specific [43,46]. Advances in molecular biology techniques with the characterization of 95 

pathogenic agents are fundamental for the elucidation of molecular epidemiology and species 96 

evolution. Molecular techniques may be employed in the identification and typing of 97 

pathogens, by techniques such as PCR (Polymerase Chain Reaction) employing specific 98 

primers which amplify a fragment of DNA specific of the pathogen, followed by cloning and 99 
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sequencing [47,48], contributing to a better understanding of epidemiologic and phylogenetic 100 

studies of microorganisms important for public health. Therefore, the study of the major 101 

microorganisms of interest in public health in animal and environmental studies is 102 

fundamental for phenotypic and genotypic diversity, dissemination routes, pathogeny and 103 

improvement of laboratorial diagnosis. It is important to accumulate information of 104 

microorganisms as well as about the host, since this information may also be useful for the 105 

development of drugs and vaccines. The identification of domestic and wild animals infected 106 

by pathogenic fungi is important to evaluate their occurrence in a known region, since they 107 

act as epidemiological markers for the presence of the microorganism, indicating the 108 

existence of sources of infection for humans and animals [49]. 109 

 110 

Methods 111 

Animals 112 

In our study, samples were collected from many different species of the following families: 113 

Atelidae, Canidae, Caviidae, Cervidae, Cricetidae, Dasypodidae, Didelphidae, Echimyidae, 114 

Erethizontidae, Felidae, Hydrochaeridae, Leporidae, Marmosidae, Muridae, Mustelidae, 115 

Myocastoridae, Myrmecophagidae, Procyonidae and Sciuridae, representing a total of 1063 116 

samples from 297 road-killed wild animals (Table 1).  117 

 118 

 119 

 120 

 121 

 122 

 123 
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 124 

Table 1: Distribution of the 297 road-killed wild animals collected for analysis  125 

Family Species Number of animals 

Atelidae Alouatta guariba 1 

Callitrichidae NI 1 

Canidae Cerdocyon thous 5 

Caviidae 

Cavia aperea 1 

Cavia spp. 1 

Hydrochoeus hydrochaeris 2 

Cervidae 
Mazama spp. 2 

NI 1 

Cricetidae 

Akodon montensis 6 

Akodon spp. 58 

Brucepattersonius iheringi 3 

Brucepattersonius spp. 3 

Delomys spp. 2 

Euryoryzomys russatus 4 

Nectomys spp. 6 

Nectomys squamipes 3 

Oligoryzomys flavescens 1 

Oligoryzomys nigripes 5 

Oligoryzomys spp. 68 

Oxymycterus spp. 12 

Rhagomys spp. 1 

Scapteromys spp. 1 

Sooretamys angouya 3 

Thaptomys nigrita 9 

Thaptomys spp. 2 

NI 7 

Dasypodidae 
Dasypus novemcinctus 1 

Euphractus sexcintus 2 

Dasyproctidae Dasyprocta spp. 1 

 

 

 

 

Didelphidae 

Didelphis albiventris 12 

Didelphis aurita 3 

Didelphis spp. 2 

Gracilinanus microtarsus 2 

Gracilinanus spp. 3 

Lutreolina crassicaudata 1 

Micoureus paraguayanus 2 

Monodelphis spp. 4 

Philander frenatus 1 

Philander spp. 2 

Echimyidae 
Euryzygomatomys spinosus 1 

NI 5 

Erethizontidae Sphigurus spp. 1 

Felidae Leopardus wiedii 1 
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Puma yagouaroundi 1 

Leporidae NI 2 

Marmosidae Micoureus spp. 1 

Muridae 
Juliomys pictipes 1 

Nectomys spp. 1 

Mustelidae 

Galictis cuja 1 

Galictis spp. 1 

Lontra londicaudis 3 

Myocastoridae Myocastor coypus 1 

Myrmecophagidae Tamandua tetradactyla 5 

Procyonidae 
Nasua nasua 2 

Procyon cancrivorus 2 

Sciuridae 
Guerlinguetus aestuans 1 

NI 1 

NI (Order Rodentia) NI 22 

*NI (no identification) 126 

We collected organs such as skin, liver, heart, spleen and lungs from wild ran over animals in 127 

roads at the State of Santa Catarina (SC), Brazil. Animals collected presented time of death 128 

between 1 to 7 hours and were well preserved and had not completely disfigured. The animals 129 

were put in plastic bags with the proper labels indicating location data, city and sex. Animals 130 

were necropsied and fragments of the tissues were frozen at – a 70° C. This study was 131 

approved by the Animal Experiments Ethics Committee of the Adolfo Lutz Intitute (CEUA nº 132 

02/2015) and by the Biodiversity Authorization and Information System (SISBIO nº 50785-133 

3). The geographic positions of the road-killed animals, established through GPS (Global 134 

Positioning System), were plotted on a digital map using a geographic database by ESRI
®

 135 

ArcMap™ 10.0, ArcView Licence Type (1999-2010 ESRI Inc), using basemaps available in 136 

the software. 137 

 138 

Molecular analysis 139 

Extraction of DNA from tissue samples obtained from the animals was performed employing 140 

the kit Illustra Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare), according to 141 

instructions from the manufacturer. Quantification was evaluated in spectrophotometer 142 
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(Epoch-Biotek). DNA amplification for fungi was performed employing the universal primers 143 

ITS4 and ITS5 [50] and for the amplification specific for Paracoccidioides brasiliensis was 144 

performed Nested-PCR with primers PbITSE and PbITSR [51]. For the amplification for 145 

Histoplasma capsulatum primers ITS1 and ITS4, followed by Nested-PCR with primers HC1 146 

and HC2 [52] and for Cryptococcus spp. were employed primers ITS1 and CN4, followed by 147 

Nested-PCR with primers CN5 and CN6 [53]. PCR reactions were performed employing 148 

reaction buffer (20mM Tris HCl pH 8.0, 50mM KCl), 1.6mM MgCl2, 0.2mM dNTP, 0.2µM 149 

each primer, 1 U Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen®, USA) and 10ng genomic 150 

DNA. Aliquots of 10µL of each amplified product were added to 2 µL of reaction buffer 151 

(0,25% bromophenol blue, 0,25% xyleno cianol, 30% glicerol, 70% Milli-Q water). After 152 

homogenization, this solution was subjected to horizontal electrophoresis in agarose gel 153 

(1.5%) stained with 0.1µL/mL de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®, USA) in a TBE 154 

buffered solution 1X (0.1M Tris, 0.09M boric acid and 0.001M EDTA) (Invitrogen®, USA) 155 

for 60 min at 100V. The bands were visualized under ultraviolet light (296nm), and registered 156 

using the transiluminator (Syngene, USA), and the image was captured by the digital 157 

documentation system. Amplified products were sequenced in the Instituto de Biotecnologia 158 

(IBTEC-Botucatu). Amplicons were visualized in the software Chromas 2.3. Technelysium, 159 

Helensvale, Australia, aligned by the program MEGA7 (54), submitted to BLASTn 160 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) and compared to the sequences deposited in the 161 

databanks.   162 

  163 

Results 164 

Figure 1 illustrates the geographic location of all the road-killed animals evaluated. 165 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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 166 

Figure 1: Geographic location of the road-killed animals employed for pathogenic fungi 167 

molecular detection. 168 

 169 

All the 1063 samples were evaluated by the PCR technique with panfungal primers ITS4 and 170 

ITS5.  The positivity was obtained in 102 samples of 59 animals (Figure 2, Table 2) and 171 

rodents had the highest positivity for fungi.  172 
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at 173 

Figure 2: Geographic location of road-killed animals employed for fungal infection.  174 

 175 

Table 2: Distribution of the positive samples at the PCR with ITS4 and ITS5 primers. 176 

Species Tissue Animal 

Akodon spp. 

 

spleen A251 

heart A113, A127, A171, A243 

liver A150, A171, A243 

lung A61, A62, A127, A171, A254 

Alouatta guariba 

 

lung A187 

liver A187 

spleen A187 

heart A187 

skin A187 

Brucepattersonius iheringi 

 

lung A103, A117 

liver A103 

heart A103 

Brucepattersonius spp. 

 

lung A176 

liver A176 

heart A176 

Cerdocyon thous 
spleen A140 

lung A231 
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Dasypus novemcinctus liver A56 

Delomys spp. 

 

spleen A188, A189 

heart A188, A189 

liver A188 

lung A188, A189 

Didelphis albiventris 
liver A232 

lung A289 

Didelphis aurita heart A178 

Euryoryzomys russatus 

lung A102 

liver A102 

heart A102 

Gracilinanus microtarsus heart A179 

Gracilinanus spp. heart A37 

Juliomys pictipes spleen A65 

Lontra longicaudis 
heart A159 

skin A159 

Nectomys spp. heart A257 

NI (Family Callitrichidae) spleen A229 

NI (Family Cervidae) 

lung A260 

liver A260 

heart A260 

NI (Family Cricetidae) 

spleen A222 

heart A55, A180 

liver A180 

lung A180 

NI (Family Echimyidae) 
liver A1 

spleen A1 

NI (Family Sciuridae) 

lung A259 

liver A259 

spleen A259 

heart A259 

NI (Order Rodentia) 

liver A63 

lung A262 

spleen A262 

Oligoryzomys nigripes spleen A118 

Oligoryzomys spp. 

spleen A174, A190, A261 

heart A58, A175, A181, A227, A261, A290 

liver A38, A181, A226, A261 

skin A38 

lung A261, A287 

Oxymycterus spp. 

spleen A76, A78, A79 

heart A73, A78, A82 

liver A73, A78, A79 

skin A73, A76, A79 



56 
 

lung A73 

Philander spp. 
lung A256 

spleen A258 

Sooretamys angouya spleen A64 

Tamandua tetradactyla 
liver A220 

heart A220 

Thaptomys nigrita liver A169 

Thaptomys spp. liver A149 

 177 

In Nested-PCR it was possible to detect Paracoccidioides brasiliensis in 8 samples from 5 178 

animals (Table 3), three samples positive for Cryptococcus spp. (Table 4) and none for 179 

Histoplasma capsulatum.  180 

 181 

Table 3: Distribution of the samples evaluated in the Nested-PCR for P. brasiliensis 182 

Family Species Tissue Animal 

Cricetidae 
Oxymycterus spp. 

spleen A76 

heart A73,  A78 

liver A73, A78, A79 

skin A73 

Euryoryzomys russatus  lung A102 

 183 

Table 4: Distribution of the samples evaluated for Nested-PCR for Cryptococcus spp. 184 

Family Species  Tissue Animal 

  Oxymycterus spp. heart A78 

Cricetidae Oligoryzomys spp. liver A226 

  Akodon spp. liver A243 

 185 

Positive samples for fungi, with no characterization of the researched species, were 186 

sequenced. The identities of the 89 samples from 49 animails showed 85%- 98% similarity 187 

with Fungal sp. sequence deposited at GenBank (access KT923226.1),  two samples wich 188 

showed 98% similarity with Cryptococcus neoformans (GenBank KY107218.1) obtained 189 

from Oxymycterus spp. and Akodon spp. and three samples wich showed 99% similarity with 190 

Aspergillus penicillioides (GenBank KP131612.1 and KP997215.1) obtained from 191 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102643648?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=12&RID=8Y6A9TXE014
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Gracilinanus spp., Oxymycterus spp. and Philander spp.. Is important emphasize the 192 

coinfection with P. brasiliensis and Cryptococcus neoformans in a sample from Oxymycterus 193 

spp.. 194 

 195 

Discussion 196 

Wild run over animals in roadsides, even representing a current preservation problem, 197 

represent great potential for eco-epidemiologic studies and molecular detection of 198 

microorganisms represent a viable alternative for the use of animals in research. In the State 199 

of Santa Catarina (SC),  Brazil,  few quantitative studies exist, the first dating from 2007, in 200 

which 257 mammals were collected from roads BR 116, BR 282 and BR 470 [55] and in 201 

more recent studies 63 specimens were collected from BR 101 [56]. In the year 2014, 66 ran 202 

over mammals were collected in the west of the State [57]. According to the “Departamento 203 

Nacional de Infraestrutura de Transportes” (DNIT), on the road BR-470 in the state of SC, in 204 

a extension of 738,80 km, 133 animals are killed. This road (BR-470) is the second of SC 205 

with the highest number of wild animals ran over [58]. There is a stretch of highway that is 206 

located in the Atlantic Forest and is also bordered by agricultural farms [59] Currently, areas 207 

of the BR-470 are undergoing duplication in the municipalities of Blumenau, Gaspar, Ilhota, 208 

Indaial and Navegantes, and there will be the construction of fauna passages, which are 209 

underground tunnels with the purpose of reducing environmental impacts under the fauna, 210 

minimizing fragmentation of habitats and trampling of wild animals. Beyound the passages of 211 

fauna, it is also thought of the placement of fences that make it difficult for the animal to pass 212 

through the lane or forcing it to pass through the tunnel [60]. In this study, 18 animals were 213 

found died in the BR-470 SC. It was verified that 32% (93/297) of the wild animals were 214 

found ran over near the “Pequenas Centrais Hidrelétricas” (PCHs). These PCHs are built in 215 

areas with a lot of vegetation and with proximity to rivers and water parting, where it is 216 
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usually the habitat of wild animals. Because of  these constructions the animals must leave 217 

their habitat occupied by the buildings, running the risk of being run over [61]. A total of 102 218 

positive samples were obtained from animals such as marsupials, monkeys, bush dogs, 219 

armadillos, squirrels, otter and rodents. Rodents, pertaining to the Rodentia order, were the 220 

group with the highest number of animals collected from roads, probably due to their high 221 

population and the very weak vision, therefore suffering a higher risk of being ran over while 222 

looking for food or shelter [62]. The result not totally conclusive in 89 samples from 49 223 

animals obtained in the sequencing of ITS-5.8S region with universal primers for ITS4/ITS5 224 

fungi, was probably detected because the gene sequence of the species corresponding to the 225 

amplicon has not been deposited in GenBank. In Nested-PCR for P.brasiliensis as shown in 226 

Table 2, 8 samples tested positive, from 5 different animals: 4 from the Oxymycterus spp. 227 

found in liver, heart, skin and spleen, and one of the Oryzomys russatus detected only in 228 

lungs. Both positive species are from rodents and this is confirmed by the literature, showing 229 

the importance of this group of animals as reservoirs of pathogens with zoonotic potential 230 

[63]. In 2015, a study performed in an endemic area for paracoccidioidomycosis (PCM) in 231 

humans, verified, employing PCR, the infection by P. brasiliensis in liver and spleen of a 232 

rodent from the species Oligoryzomys nigripes. In the same study, other species of rodents 233 

from the species Akodon spp., E. russatus and T. nigrita were positive for PCM in serologic 234 

tests therefore showing that wild animals living in endemic areas for PCM are infected by 235 

P.brasiliensis and may be epidemiologic markers for the presence of the fungus in the 236 

environment [64]. For years studies focus on the infection of wild and domestic animals for 237 

Histoplasma capsulatium fungus [13,65-67]. In 2014, in a zoo in Bangladesh, animals 238 

infected by H. capsulatum were identified [68]. None of the samples analyzed in this study, 239 

so far, were positive for the fungus, since SC is not an endemic region for the disease and the 240 

first report of a microepidemics of Hystoplasmosis in the state occurred in 2006, with two 241 
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cases and it was possible to isolate the fungus for the first time in SC [69]; however, further 242 

studies are requested in order to understand the epidemiology of this fungus in the State. 243 

Three samples for rodents were positive for Cryptococcus spp.: Oxymycterus spp. in the 244 

heart, Oligoryzomys spp. and Akodon spp. in the liver (Tabela 4). That confirms with others 245 

research about the circulation of this fungi in the SC State, where species from Cryptococcus 246 

was found in pigeon excreta [70-72) and in humans [73-75]. The sample positive from heart 247 

of the animal Oxymycterus spp. was positive for P. brasiliensis. Regarding the positive 248 

samples for Aspergillus penicillioides, three animals were positive: Gracillinanus spp. 249 

(marsupial),  Oxymycterus spp. (rodent) and Philander spp. (marsupial), infected organs such 250 

as heart and spleen. The fungus Aspergillus spp. is the agent causing the opportunistic 251 

systemic mycosis Aspergilosis [76]. There are some reports of animals infected by the 252 

fungus, such as penguins [77], dogs [78] and in other wild animals [45]. In the cases of 253 

immunosuppression, the fungus may reach diverse internal organs such as spleen, heart, 254 

bones and eyes [79,80]. Studies identified cardiac aspergilosis by Aspergillus spp. in patients 255 

with other diseases [81,82] and regarding Aspergillus penicillioides, there is one report of one 256 

case occurring in a three month old child suspected of cystic fibrosis, developing 257 

disseminated aspergilosis and, employing the molecular technique, the fungus A. 258 

penicillioides was identified [83]. It is important emphasize the coinfection with P. 259 

brasiliensis and Cryptococcus neoformans in a sample from Oxymycterus spp..  The present 260 

results show the problem of the large number of wild animals killed in our highways, 261 

emphasizing the relevance of using this biological resource in eco-epidemiological studies of 262 

fungal pathogens. 263 

 264 
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Conclusão  265 

 266 

Os animais silvestres mortos por atropelamento são importantes sinalizadores da 267 

presença de diversos fungos na natureza; 268 

 269 

A detecção molecular de P. brasiliensis em animais silvestres em uma área não 270 

avaliada confirma a presença deste patógeno no Estado de Santa Catarina; 271 

 272 

No Estado de Santa Catarina, a detecção molecular de Cryptococcus neoformans em 273 

roedores demonstra a expansão do fungo para um novo grupo de animais; 274 

 275 

A utilização do sistema de informação geográfica é uma ferramenta útil para a 276 

caracterização ambiental das áreas de ocorrência de fungos, principalmente as espécies 277 

detectadas: P. brasiliensis; Cryptococcus neoformans e Aspergillus penicillioides; 278 

 279 

A coinfecção de P.brasiliensis e C. neoformans em roedores demonstra a importância 280 

deste grupo animal no processo evolutivo adaptativo de algumas espécies de fungos 281 

patogênicos; 282 

 283 

A detecção molecular inédita de A. penicillioides em marsupiais e roedores indica a 284 

distribuição deste patógeno em animais silvestres;  285 

 286 

A utilização de ferramentas moleculares sensíveis e específicas são úteis para estudos 287 

epidemiológicos de detecção de fungos patogênicos em amostras de tecido de animais. 288 

 289 
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Anexo 3: Lista dos primers consolidados na literatura a serem testados nas reações de PCR e Nested-PCR, indicando o micro-organismo, a 

quantidade de pares de bases,  a sequência e o perfil de ciclagem 

Micro-organismo Amplicon primers sequência perfil de ciclagem 

Fungos em geral 

 

 

634pb 

 

ITS4 
5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3

’
 

            94
0
C-5min 

            94
0
C-1min  

    25X        60
0
C-2min 

            72
0
C-2min 

            72
0
C-7min 

ITS5 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAACG-3
’
 

Histoplasma capsulatum 

 

600pb 

 

ITS1 5’- TCCGTAGTAACCTGCGG -3’                    95
0
C-5min 

                   95
0
C-50s  

30X            50
0
C-50s 

                   72
0
C-50s 

                   72
0
C-5min 

 

ITS4 

 
5’- TCCTCCGCTATTGATATGC-3’ 

400pb 

 

HC1 5’- GGAGCCTCTGACCGGGAC -3’ 
                    95

0
C-5min 

                    94
0
C-1min  

40X             60
0
C-1min 

                    72
0
C-1min 

                    72
0
C-5min 

 

HC2 
5’-CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3’ 

Cryptococcus spp 

 

 

 

 

415pb 

 

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 94ºC – 5 min 

94ºC – 1 min 

     30x           62ºC – 1 min  

                      72ºC – 2 min 

    72ºC–10 min 

 

CN4 

 
5’- ATCACCTTCCCACTAACACATT -3’ 

115pb 

 

CN5 5’- GAAGGGCATGCCTGTTTGAGAG-3’ 
 94ºC – 5 min 

94ºC – 1 min 

     35x          61ºC – 1 min  

                     72ºC – 2 min 

  72ºC–10 min 

 

CN6 
5’- TTTAAGGCGAGCCGACGTCCTT -3’ 

Paracoccidioides brasiliensis 

 

 

Nested-PCR 387pb 

PbITSE 5’-GAGCTTTGACGTCTGAGACC-3
’
 

           94
0
C-5min 

           94
0
C-1min  

    30X        62
0
C-2min 

           72
0
C-2min 

          72
0
C-10min PbITSR 5’-AAGGGTGTCGATCGAGAGAG-3

’
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Anexo 4: Protocolo de Extração de DNA em amostras de tecido utilizando kit de extração: 

Ilustra Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin (GE) 

 Ligar fluxo 30 minutos na luz UV 

 Masserar a amostra e passar no Biospec 

 Em um tubo de 1,5 ml colocar 400 µl de tampão de extração 2 e colocar uma pequena 

quantidade de tecido macerado 

 Deixar 15 minutos no agitador 

 Centrifugar 3.000 G (de 30 s à 1 minuto) 

 Retirar sobrenadante com pipeta e colocar novos micro-tubos de 1,5 

 Adicionar 10µl de proteinase K (20mg/ml) + 50 µl de solução de lise 1 

 Vórtex 15 segundos 

 Incubar temperatura ambiente 10 min 

 Colocar coluna no tubo coletor e aplicar toda a amostra na coluna 

 Centrifugar 11000 G por 1 minuto 

 Descartar o sobrenadante 

 Adicionar 500 µl da solução de lise 2 

 Centrifugar 11000 G por1 minuto 

 Descartar o líquido centrifugado 

 Adicionar 500 µl de tampão de lavagem 

 Centrifugar 11000 G por 3 minutos 

 Descartar tubo coletor e colocar o filtro em novo microtubo de 1,5 ml  

 Adicionar 100 µl de tampão de eluuição à 70ºC 

 Incubar 1 minuto em temperatura ambiente 

 Centrifugar 11000 G por 1 minuto 
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Anexo 5: Submissão do artigo 

 

 



78 
 

Anexo 6: Currículo Lattes 

Debora de Oliveira Losnak 

Curriculum Vitae 
_________________________________________________________________________________ 

Formação acadêmica/titulação 

 
2011 - 2014  Graduação  em Biomedicina.  
 Faculdades Integradas de Bauru, FIB, Bauru, Brasil 
 Título: Estudo Sorológico de Leishmaniose Visceral Canina em Amostras 

Enviadas ao Instituto Adolfo Lutz - CLR II - Bauru - São Paulo 
 Orientador: Priscila Raquel Martins 
_________________________________________________________________________________ 

Formação complementar 

 
2015 - 2015  Curso de curta duração  em Biologia Molecular de Fungos. (Carga horária: 8h). 
 Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil 
 
2015 - 2015  Curso de curta duração  em ABNT NBR ISO/IEC 17025. (Carga horária: 9h). 
 Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil 
 
2015 - 2015  Curso de curta duração  em ABNT NBR NM ISO 15189:2008. (Carga horária: 9h). 
 Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil 
 
2013 - 2015  Course of English: Start, Vision, Control and Speed Up. . (Carga horária: 160h). 
 The Place English School, TPES, Brasil 
 
2014 - 2014  Curso de curta duração  em Como elaborar um POP. (Carga horária: 2h). 
 Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil 
 
2014 - 2014  Curso de curta duração  em Requisitos da Qualidade. (Carga horária: 2h). 
 Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil 
 
2013 - 2013  Curso de curta duração  em Treinamento de POPS de Biossegurança. (Carga 

horária: 2h). 
 Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil 
 
2013 - 2013  Curso de curta duração  em Minicurso Células Tronco. (Carga horária: 4h). 
 Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil 
 
2012 - 2012  Curso de curta duração  em Bioquímica Básica e Clínica. (Carga horária: 4h). 
 Faculdades Integradas de Bauru, FIB, Bauru, Brasil 
 
2009 - 2011  Informática DOT NET. . (Carga horária: 273h). 
 Microcamp, MC, Brasil 
 
2011 - 2011  Curso de curta duração  em Minicurso Síndromes Genéticas e Aconselhamento. 

(Carga horária: 5h). 
 Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil 
_________________________________________________________________________________ 

Atuação profissional 
 
 

1. Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho - UNESP 
_______________________________________________________________________ 
Vínculo institucional 
  
2015 - Atual   Vínculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Aluna de Mestrado , 



79 
 

Carga horária: 40,  Regime: Dedicação exclusiva  
 
 

2. Instituto Lauro de Souza Lima - ILSL 
_______________________________________________________________________ 
Vínculo institucional 
  
2016 - 2016    Vínculo: Estágio , Enquadramento funcional: Estagiário , Carga 

horária: 40,  Regime: Integral  
_______________________________________________________________________ 
Atividades 
  
08/2016 - 09/2016 Estágio, Instituto Lauro de Souza Lima 
  Estágio na Área de Biologia Molecular 
 
 

3. Instituto Adolfo Lutz - IAL 
_______________________________________________________________________ 
Vínculo institucional 
  
2015 - Atual   Vínculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Aluna de Mestrado , 

Carga horária: 40,  Regime: Dedicação exclusiva  
2013 - 2014    Vínculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Bolsista de Iniciação 

CIentífica , Carga horária: 30,  Regime: Dedicação exclusiva  
 
_______________________________________________________________________ 
Atividades 
  
11/2016 - 11/2016 Outra atividade técnico-científica, Centro de Laboratórios de Bauru 
 Especificação:  
 Ouvinte no Seminário de Ciência e Tecnologia e Inovação do IAL, Palestra: Noçõesde 

Propriedade Industrial, Patentes e outras formas de proteção 
 
09/2016 - 09/2016 Estágio, Centro de Laboratórios de Bauru 
 Estágio:  
 Laboratório de Micologia 
 
04/2016 - 04/2016 Outra atividade técnico-científica, Centro de Laboratórios de Bauru 
 Especificação:  
 Ouvinte no Seminário em Ciência, Tecnologia e Inovação do IAL 
 
03/2015 - Atual Pesquisa e Desenvolvimento, Centro de Laboratórios de Bauru 
 Linhas de pesquisa: 
 Detecção molecular de fungos importantes em saúde pública em animais silvestres 

mortos por atropelamento no estado de Santa Catarina, Brasil. 
 
07/2013 - 12/2014 Pesquisa e Desenvolvimento, Centro de Laboratórios de Bauru 
 Linhas de pesquisa: 
 Avaliação sorológica de Leishmania em amostras provenientes de cães e suas 

implicações em saúde pública na região de Bauru, São Paulo. 
 

4. Faculdades Integradas de Bauru - FIB 
_______________________________________________________________________ 
Vínculo institucional 
  
2012 - 2012    Vínculo: Monitoria , Enquadramento funcional: Monitora , Carga 

horária: 12,  Regime: Parcial  
2011 - 2014    Vínculo: Aluno de Graduação , Enquadramento funcional: Aluno , 

Carga horária: 20,  Regime: Parcial  
 
_______________________________________________________________________ 
Atividades 



80 
 

  
01/2014 - 12/2014 Estágio, Faculdades Integradas de Bauru 
 Estágio:  
 Estágio Supervisionado de Conclusão de Curso 
 
07/2013 - 07/2013 Estágio, Faculdades Integradas de Bauru 
 Estágio:  
 Estágio de Observação Extra Curricular em Parasitologia Clínica 

________________________________________________________________________________ 

Linhas de pesquisa 

 
1. Avaliação sorológica de Leishmania em amostras provenientes de cães e suas 

implicações em saúde pública na região de Bauru, São Paulo. 
 
2. Detecção molecular de fungos importantes em saúde pública em animais 

silvestres mortos por atropelamento no estado de Santa Catarina, Brasil. 
_________________________________________________________________________________

Projetos 

 
Projetos de pesquisa 
2015 - Atual Detecção molecular de fungos importantes em saúde pública em animais 

silvestres mortos por atropelamento no estado de Santa Catarina, Brasil. 
 Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico (1);  
Integrantes: Debora de Oliveira Losnak;  Virgínia Bodelão Richini-Pereira (Responsável) 
 
2013 - 2014 Avaliação sorológica de Leishmania em amostras provenientes de cães e suas 

implicações em saúde pública na região de Bauru, São Paulo 
 Situação: Concluído Natureza: Projetos de pesquisa 
Alunos envolvidos: Graduação (3);  
Integrantes: Debora de Oliveira Losnak;  Cassio de Oliveira;  BARBARA SUARES DE ALMEIDA;  
Virgínia Bodelão Richini-Pereira (Responsável) 
Financiador(es): Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo-FAPESP 
 
_________________________________________________________________________________ 

Áreas de atuação 

 
1. Epidemiologia 
2. Imunologia 
3. Análises Clínicas 
4. Biologia Molecular 
 
_________________________________________________________________________________ 

Idiomas 

 
Inglês Compreende  Razoavelmente  , Fala  Razoavelmente , Escreve  Bem , Lê  Bem  
 
Espanhol Compreende  Razoavelmente  , Fala  Razoavelmente , Escreve  Razoavelmente , 

Lê  Bem  
 
 
_________________________________________________________________________________ 

Prêmios e títulos 

 
2015 2º Lugar na sessão de apresentação oral da área 1 do I Encontro Encontro 

Nacional  entre os Programas de Pós-Graduação de Doenças Tropicais, 
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP 

 
2014 2º Lugar na sessão de pôster da área 1 (Iniciação Científica, Aprimoramento, 

Especialização e Outros) do VIII Encontro de Pós-Graduação da Faculdade de 



81 
 

Medicina de Botucatu - UNESP, Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP 
 
 
 

Producão 

 
_________________________________________________________________________________ 

Produção bibliográfica 
 
Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo) 
 
1. RUIZ, L. S.; MELO, M. B. A.; PAULA, C. R.; MELHEM, M. S. C.; SZESZS, M. W.; RICHINI-
PEREIRA, V. B.; AULER, M. E.; LOSNAK, D.O.; SIMOES, C. C. N.; ARNONI, M. V. 
INFECÇÕES CAUSADAS POR ESPÉCIES DE FUSARIUM EM PACIENTES PEDIÁTRICOS COM 
CÂNCER In: VIII Congresso Brasileiro de Micologia, 2016, Florianópolis. 
  Resumos VIII Congresso Brasileiro de Micologia. , 2016.  
 

2. ROCHA, F. R.; LOSNAK, D.O.; BATISTA, K. Z. S.; ALTHOFF, S. L.; HAUPT, J.; RUIZ, L. S.; 
RICHINI-PEREIRA, V. B. 
MOLECULAR DETECTION OF FUNGI IN ROAD-KILLED RODENTS FROM THE SANTA CATARINA 
STATE, BRAZIL In: IX Encontro de Pós-Graduação da Faculdade de Medicina de Botucatu, 2016, 
Botucatu. 
  IX Encontro de Pós-Graduação da Faculdade de Medicina de Botucatu. , 2016.  
 

3. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; SILVA, L. R.; HILOMI, H. T.; MITSUYOSHI, R. H.; TOLEZANO, J. 
E.; LUCHEIS, S. B.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
ANÁLISE DOS TESTES SOROLÓGICOS DE AMOSTRAS DE SOROS HUMANOS DA REGIÃO DE 
BAURU-SP ENVIADOS AO INSTITUTO ADOLFO LUTZ - CLR II - PARA CONFIRMAÇÃO DE 
LEISHMANIOSES HUMANA VISCERAL E CUTÂNEA In: 18º Encontro Nacional de Biomedicina, 
2015, Botucatu. 
  18º Encontro Nacional de Biomedicina. , 2015.  
 

4. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; SILVA, L. R.; NOBREGA, D. B.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
ATIVIDADES DE EDUCAÇÃO EM SAÚDE SOBRE LEISHMANIOSE EM UM ESCOLA MUNICIPAL 
NA CIDADE DE BAURU-SÃO PAULO In: 1º Encontro Nacional entre os Programas de Pós-
graduação em Doenças Tropicais/Medicina Tropical, 2015, Botucatu. 
  1º Encontro Nacional entre os Programas de Pós-graduação em Doenças Tropicais/Medicina 
Tropical. , 2015.  
 

5. LOSNAK, D.O.; MARQUES, M. J. G.; GARCIA, M. Z.; SILVA, L. R.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
AVALIAÇÃO DA POSITIVIDADE DE MARCADORES SOROLÓGICOS PARA HEPATITE B EM 
AMOSTRAS DE SORO DE PACIENTES DE BAURU E REGIÃO ENVIADAS AO INSTITUTO 
ADOLFO LUTZ – CLR – II – BAURU, SP In: 18º Encontro Nacional de Biomedicina, 2015, Botucatu. 
  18º Encontro Nacional de Biomedicina. , 2015.  
 

6. ALMEIDA, B. S.; OLIVEIRA, C; LOSNAK, D.O.; LUCHEIS, S. B.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
AVALIAÇÃO MOLECULAR DE LEISHMANIA EM AMOSTRAS PROVENIENTES DE CÃES E SUAS 
IMPLICAÇÕES EM SAÚDE PÚBLICA NA REGIÃO DE BAURU, SÃO PAULO In: 1º Encontro 
Nacional entre os Programas de Pós-graduação em Doenças Tropicais/Medicina Tropical, 2015, 
Botucatu. 
  1º Encontro Nacional entre os Programas de Pós-graduação em Doenças Tropicais/Medicina 
Tropical. , 2015.  
 

7. FIGUEIREDO, K. M.; LOSNAK, D.O.; ALMEIDA, B. S.; SILVA, L. R.; MARQUES, M. J. G.; 
GARCIA, M. Z.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
DIAGNÓSTICO DE DENGUE EM MUNICÍPIOS DA REGIÃO DE BAURU - SP, ANO DE 2013 In: 1º 
Encontro Nacional entre os Programas de Pós-graduação em Doenças Tropicais/Medicina Tropical, 
2015, Botucatu. 
  1º Encontro Nacional entre os Programas de Pós-graduação em Doenças Tropicais/Medicina 
Tropical. , 2015.  
 



82 
 

8. FIGUEIREDO, K. M.; LOSNAK, D.O.; ALMEIDA, B. S.; SILVA, L. R.; MARQUES, M. J. G.; 
GARCIA, M. Z.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
DIAGNÓSTICO DE DENGUE EM MUNICÍPIOS DA REGIÃO DE BAURU - SP, ANO DE 2014. In: 18º 
Encontro Nacional de Biomedicina, 2015, Botucatu. 
  18º Encontro Nacional de Biomedicina. , 2015.  
 

9. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; SILVA, L. R.; HILOMI, H. T.; MITSUYOSHI, R. H.; TOLEZANO, J. 
E.; LUCHEIS, S. B.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
POSITIVIDADE DE LEISHMANIOSE HUMANA EM EXAME DIRETO DE ASPIRADOS DE MEDULA 
ÓSSEA ENVIADOS AO INSTITUTO ADOLFO LUTZ - CLR II - BAURU, SP In: 1º Encontro Nacional 
entre os Programas de Pós-graduação em Doenças Tropicais/Medicina Tropical, 2015, Botucatu. 
  1º Encontro Nacional entre os Programas de Pós-graduação em Doenças Tropicais/Medicina 
Tropical. , 2015.  
 

10. RICHINI-PEREIRA, V. B.; LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; RUIZ, L. S.; HILOMI, H. T.; 
MITSUYOSHI, R. H.; TOLEZANO, J. E.; LUCHEIS, S. B. 
AVALIAÇÃO SOROLÓGICA DE LEISHMANIA PELOS TESTES DE ELISA E TR-DPP® EM 
AMOSTRAS DE CÃES DE INQUÉRITO EPIDEMIOLÓGICO PROVENIENTES DE MUNICÍPIOS DA 
REGIÃO DE BAURU, SÃO PAULO. In: XXX Reunião Anual de Pesquisa Aplicada em Doença de 
Chagas e XVIII Reunião Anual de Pesquisa Aplicada em Leishmanioses, 2014, Uberaba. 
  XXX Reunião Anual de Pesquisa Aplicada em Doença de Chagas e XVIII Reunião Anual de 
Pesquisa Aplicada em Leishmanioses. , 2014.  
 

11. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; HILOMI, H. T.; MITSUYOSHI, R. H.; TOLEZANO, J. E.; SILVA, L. 
R.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Evalution of Chromatographic Immunoassay for the Serodiagnosis of Canine Visceral Leishmaniasis 
in the Region of Bauru In: VIII Encontro de Pós Graduação da Faculdade de Medicina de Botucatu, 
2014, Botucatu. 
  VIII Encontro de Pós Graduação da Faculdade de Medicina de Botucatu. , 2014.  
 
 

12. OLIVEIRA, C; LOSNAK, D.O.; ALMEIDA, B. S.; SILVA, L. R.; PAVANELLI, A.; NOBREGA, D. B.; 
RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Health Educational Activies on Leishmaniasis for Healthcare Agents Jaú-SP, Brazil In: VIII Encontro 
de Pós Graduação da Faculdade de Medicina de Botucatu, 2014, Botucatu. 
  VIII Encontro de Pós Graduação da Faculdade de Medicina de Botucatu. , 2014.  
 

13. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; MARQUES, M. J. G.; GARCIA, M. Z.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Diagnóstico de Dengue em municípios da região de Bauru - SP, no ano de 2012 In: 16º Encontro 
Nacional de Biomedicina, 2013, Botucatu. 
  16º Encontro Nacional de Biomedicina. , 2013.  
 

14. OLIVEIRA, C; LOSNAK, D.O.; GARCIA, M. Z.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Diagnóstico de Sífilis em pacientes encaminhados ao Instituto Adolfo Lutz - CLR II- Bauru In: 16º 
Encontro Nacional de Biomedicina, 2013, Botucatu. 
  16º Encontro Nacional de Biomedicina. , 2013.  
 

15. BERGAMO, V. F.; LOSNAK, D.O.; RETT, M. S.; QUERINO, G. A. 
Epidemiologia, Aspectos Clínicos e Prevenção da Gonorreia In: VIII Jornada Científica das 
Faculdades Integradas de Bauru, 2013, Bauru. 
  VIII Jornada Científica das Faculdades Integradas de Bauru. , 2013.  
 

16. LOSNAK, D.O.; RETT, M. S.; BERGAMO, V. F.; NASCIMENTO, M. G. 
Carcinoma Espinocelular de Pulmão – Marcadores Tumorais In: VII Jornada Científica das 
Faculdades Integradas de Bauru, 2012, Bauru. 
  VII Jornada Científica das Faculdades Integradas de Bauru. , 2012.  
 
 
 
 
 

 Apresentação de trabalho e palestra 
 



83 
 

1. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; SILVA, L. R.; HILOMI, H. T.; MITSUYOSHI, R. H.; TOLEZANO, J. 
E.; LUCHEIS, S. B.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Análise dos Testes Sorológicos de Amostras de Soros Humanos da Região de Bauru - SP 
Enviados ao Instituto Adolfo Lutz - CLR II para Confirmação de Leishmanioses Humana 
Visceral e Cutânea, 2015.  (Congresso,Apresentação de Trabalho) 

 

2. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; SILVA, L. R.; NOBREGA, D. B.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Atividades de Educação em Saúde sobre Leishmaniose em Uma Escola Municipal na Cidade 
de Bauru - São Paulo, 2015.  (Congresso,Apresentação de Trabalho) 

 

3. LOSNAK, D.O.; MARQUES, M. J. G.; GARCIA, M. Z.; SILVA, L. R.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Avaliação da Positividade de Marcadores Sorológicos para Hepatite B em Amostras de Soro 
de Pacientes de Bauru e Região Enviadas ao Instituto Adolfo Lutz - CLR II - Bauru, SP, 2015.  
(Congresso,Apresentação de Trabalho) 

 

4. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; SILVA, L. R.; HILOMI, H. T.; MITSUYOSHI, R. H.; TOLEZANO, J. 
E.; LUCHEIS, S. B.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Positividade de Leishmaniose Humana em Exame Direto de Aspirados de Medula Óssea 
Enviados ao Instituto Adolfo Lutz - CLR II - Bauru, SP, 2015.  (Congresso,Apresentação de 
Trabalho) 

 

5. LOSNAK, D.O.; MARTINS, P. R. 
Estudo Sorológico de Leishmaniose Visceral Canina em Amostras Enviadas ao Instituto 
Adolfo Lutz - CLR II - Bauru - São Paulo, 2014.  (Outra,Apresentação de Trabalho) 

 

6. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; HILOMI, H. T.; MITSUYOSHI, R. H.; TOLEZANO, J. E.; SILVA, L. 
R.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Evalution of Chromatographic Immunoassay for the Serodiagnosis of Canine Visceral 
Leishmaniasis in the Region of Bauru, 2014.  (Congresso,Apresentação de Trabalho) 

 

7. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C; MARQUES, M. J. G.; GARCIA, M. Z.; RICHINI-PEREIRA, V. B. 
Diagnóstico de Dengue em municípios da região de Bauru - SP, no ano de 2012, 2013.  
(Congresso,Apresentação de Trabalho) 

 

8. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C 
Introdução a Imunologia, 2013.  (Conferência ou palestra,Apresentação de Trabalho) 

 

9. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C 
Leishmaniose em Saúde Pública no Município de Jaú - SP, 2013.  (Conferência ou 
palestra,Apresentação de Trabalho) 

 

10. LOSNAK, D.O.; OLIVEIRA, C 
Refrata: Detecção Molecular de Leishmania spp. em gatos do Município Andradina, São Paulo, 
Brasil, 2013.  (Outra,Apresentação de Trabalho) 
 

11. LOSNAK, D.O.; RETT, M. S.; BERGAMO, V. F. 
Carcinoma Espinocelular de Pulmão – Marcadores Tumorais, 2012.  (Outra,Apresentação de 
Trabalho) 

 

 

 Eventos 

 
 

Eventos 
Participação em eventos 
 
1. Apresentação de Poster / Painel no(a) 1º Encontro Nacional entre os Programas de Pós-
graduação em Doenças Tropicais, 2015.  (Encontro) 
Positividade de Leishmaniose Humana em Exame Direto de Aspirados de Medula Óssea Enviados 
ao Instituto Adolfo Lutz - CLR II - Bauru, SP.  
 
2. Apresentação de Poster / Painel no(a) 1º Encontro Nacional entre os Programas de Pós-



84 
 

graduação em Doenças Tropicais, 2015.  (Encontro) 
ATIVIDADES DE EDUCAÇÃO EM SAÚDE SOBRE LEISHMANIOSE EM UM ESCOLA MUNICIPAL 
NA CIDADE DE BAURU-SÃO PAULO.  
 
3. One Health Summer School, 2015.  (Encontro) 
.  
 
4. Reunião Técnica da Subrede de Laboratórios de Leishmanioses, 2015.  (Outra) 
.  
 
5. 11ª Semana Nacional da Ciência e Tecnologia, 2014.  (Exposição) 
.  
 
6. 9º FisioFib, 2014.  (Feira) 
.  
 
7. Ciclo de Palestras em Recentes Avanços em Microbiologia Médica, dos Alimentos e do Meio 
AMbiente, 2014.  (Outra) 
.  
 
8. IX Jornada Científica das Faculdades Integradas de Bauru, 2014.  (Encontro) 
Estudo Sorológico de Leishmaniose Visceral Canina em Amostras Enviadas ao Instituto Adolfo Lutz - 
CLR II - Bauru - São Paulo.  
 
9. Apresentação de Poster / Painel no(a) VIII Encontro da Pós Graduação, 2014.  (Encontro) 
Evalution of Chromatographic Immunoassay for the Serodiagnosis of Canine Visceral Leishmaniasis 
in the Region of Bauru.  
 
10. Apresentação de Poster / Painel no(a) 16º Encontro Nacional de Biomedicina, 2013.  
(Encontro) 
Diagnóstico de Dengue em municípios da região de Bauru - SP, no ano de 2012.  
 
11. 2º Simposio Laboratorial em Saúde Pública da Região de Araçatuba (SI (SIMLASPRA) e 1º 
Simpósio de Leishmaniose, 2013.  (Simpósio) 
.  
 
12. 3º Encontro Multidisciplinar de Profissionais da Saúde, 2013.  (Encontro) 
.  
 
13. FisioFib em Agudos, 2013.  (Outra) 
.  
 
14. Palestra Eco epidemiologia molecular de importantes fungos causadores de micoses 
sistêmicas, 2013.  (Outra) 
.  
 
15. Palestra Noções básicas no diagnóstico laboratorial das principais leveduras de interesse 
médico, 2013.  (Outra) 
.  
 
16. VIII Jornada Científica das Faculdades Integradas de Bauru, 2013.  (Encontro) 
.  
 
17. 2º Encontro Multidisciplinar de Profissionais da Saúde das Faculdades Integradas de 
Bauru, 2012.  (Encontro) 
.  
 
18. 7º FisioFIB, 2012.  (Outra) 
. 19. FIBrincando, 2012.  (Outra) 
.  



85 
 

 
20. Palestra Interferentes Pré-Analítico em Laboratório Clínico, 2012.  (Outra) 
.  
 
21. SIPAT (Semana Interna de Prevenção de Acidentes de Trabalho, 2012.  (Outra) 
.  
 
22. Semana Qualidade de Vida, 2012.  (Outra) 
.  
 
23. Apresentação de Poster / Painel no(a) VII Jornada Científica das Faculdades Integradas de 
Bauru, 2012.  (Encontro) 
Carcinoma Espinocelular de Pulmão – Marcadores Tumorais.  
 
24. 14º Encontro Nacional de Biomedicina, 2011.  (Encontro) 
.  
 
25. 1º Encontro Multidisciplinar de Profissionais da Saúde, 2011.  (Encontro) 
.  
 
26. 6º FISIOFIB NA COMUNIDADE, 2011.  (Outra) 
.  
 
27. FIBrincando, 2011.  (Outra) 
.  
 
 
Organização de evento 
 
1. LOSNAK, D.O. 
Capacitação da Campanha FIque Sabendo 2013, 2013.  (Outro, Organização de evento) 

 

2. LOSNAK, D.O. 
3º Encontro Multidisciplinar de Profissionais da Saúde, 2013.  (Outro, Organização de evento) 

 

3. LOSNAK, D.O. 
2º Encontro Multidisciplinar de Profissionais da Saúde, 2012.  (Outro, Organização de evento) 

 
______________________________________________________________________________________ 

Totais de produção 

 
Produção bibliográfica 

Trabalhos publicados em anais de 

eventos.................................................. 16 

Apresentações de trabalhos (Conferência ou 

palestra)...................................... 2 

Apresentações de trabalhos 

(Congresso).................................................... 6 

Apresentações de trabalhos 

(Outra)........................................................ 3 

 

 

Eventos 

Participações em eventos 

(simpósio)....................................................... 1 

Participações em eventos 

(encontro)....................................................... 12 

Participações em eventos 

(outra).......................................................... 12 

Organização de evento 

(outro)............................................................. 3 


