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RESUMO

A Leishmaniose € uma doenca onde os individuos podem desenvolver os sinais, sintomas
e caracteristicas imunolodgicas da condicao parasitaria do protozoario descrito no género
Leishmania. Esta parasitose € um grave problema na satde publica mundial, j& que esta
presente em aproximadamente 98 paises atingindo cerca de 350 milhdes de individuos
em grande parte do globo, além de ser uma doenca endémica em vérias regides do Brasil.
Considerado um parasito de ciclo heteroxénico, apresentando os insetos do género
Lutzomyia como vetor, sendo o Lutzomyia longipalpis o mais importante na disseminacgao
da parasitose no Brasil; O Leishmania sp. também aproveita de outros animais para
manter a existéncia da espécie bem como no processo de transmissdo aos humanos,
fazendo com que outros mamiferos e principalmente os cdes sirvam de reservatorio.
Nestas circunstancias, os objetivos deste trabalho foram estimar a prevaléncia de casos
positivos de LVC no municipio de Iguatama-Minas Gerais; avaliar os principais sinais
clinicos apesentados nos cées e verificar a concordancia de diagndstico entre as duas
metodologias DPP® e ELISA. Foi estudada exclusivamente a populagio canina
domiciliar urbana do municipio de Iguatama-MG, onde os resultados foram classificados
em ‘reagentes’ e ‘ndo reagentes’. Posteriormente foi utilizado o calculo de Kappa para
analisar a concordancia de ambas as técnicas. A prevaléncia de LV C encontrada foi 7,4%.
Ressalta-se a importancia de uma vigilancia epidemioldgica no municipio, bem como
examinar o protocolo atual para diagndstico de Leishmaniose Visceral Canina.

Palavras-chave: Diagndstico. Epidemiologia. Leishmaniose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease in which an individual encounters the development of signs,
symptoms and immunological characteristics of the parasitic condition of the protozoan
described without genus Leishmania. This parasitosis is a serious problem in the world's
public health, it is present in approximately 98 countries that generate about 350 million
dollars in great part of the globe, besides being a final illness in several regions of Brazil.
Considered a parasite of heteroxenic cycle, presenting the insects of the genus Lutzomyia
as vector, being Lutzomyia longipalpis the most important in the dissemination of
parasitosis in Brazil; Leishmania sp. is also approved of other animals to maintain the
existence of the species as well as the process of human transmission, making other
mammals and especially dogs serve as reservoir. In these circumstances, the objectives
of this study were to estimate the prevalence of positive cases of LVC in the municipality
of Iguatama-Minas Gerais; Evaluation of the main apical clinical trials in dogs and to
verify the diagnostic agreement between the two DPP® and ELISA methodologies. It was
studied exclusively an urban domiciled canine population of the municipality of
Iguatama-MG, where the results were classified as ‘reagents’ and 'non-reagents'.
Subsequently it was used or calculated from Kappa to analyze the agreement of both
techniques. A prevalence of LVC found was 7.4%. We emphasize the importance of
epidemiological surveillance in the municipality, as well as to examine the current
protocol for the diagnosis of Visceral Canine Leishmaniasis.

Keywords: Diagnosis. Epidemiology. Leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

Diversas doengas foram disseminadas no novo continente através das viagens da
capitania portuguesa e do descobrimento das Américas no século XVI, (ALTAMIRANO-
ENCISO et al., 2003). Artefatos oriundos da época retratam imagens de pessoas afetadas
por deformacdes similares as lesdes provocadas em individuos com Leishmaniose, o que
evidencia a existéncia secular desta doenga (LAINSON, 2010).

A Leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Doenca de Calazar, €
uma zoonose provocada por diversos parasitos descritos dentro do género Leishmania
(ROSS, 1903), esta doenca é frequentemente encontrada na regido europeia, e em paises
localizados nas zonas tropicais e subtropicais do globo (CDC, 2013).

Esta parasitose pode ser considerada de quatro formas diferentes de acordo com o
agente, regido do corpo acometida e viruléncia da cepa, sendo estas: Leishmaniose
Visceral (LV), Leishmaniose Dérmica (LDPK — Leishmaniose Dérmica pds-kala-azar),
Leishmaniose Mucocutanea (LMC) e Leishmaniose Cutanea (LC), além de também
serem classificadas através do seu reservatorio, humanos e ndo humanos como doencas
antropozoondticas ou zoondticas respectivamente (WHO, 2016).

O meio de transmissdo mais comum ao homem e animais é quando fémeas de
flebotomineos, da familia Psychodidae, principalmente da espécie Lutzomyia longipalpis
realizam a hematofagia. Estes insetos estdo presentes nas regides Sudeste, Norte,
Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, e recentemente ha relatos de que Lu. cruzi no estado
de Mato Grosso do Sul e a espécie Pintomyia fischeri em Séo Paulo, estejam envolvidos
na transmissao da doenca, ou seja, um vetor em potencial (GONTIJO e MELO, 2004;
BRASIL 2006; GALVIS-OVALLOQOS, 2017).

A LV acomete popula¢des marginalizadas que vivem em extrema pobreza e niveis
de instrucdo e recursos inferiores, sendo listada como uma doenca pertencente ao grupo
de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) (PAHO, 2014; BARATA et al., 2013).

A condicdo da endemicidade para esta parasitemia é alarmante, pois esta presente
em 98 paises e territdrios, expondo cerca de 350 milhdes de pessoas (PAHO, 2014); desde
0 ano de 2013 ha relatos com namero de casos autoctones que averiguam a incidéncia e
prevaléncia desta parasitemia em diferentes paises (WHO, 2017).

Apesar da Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ser provocada pelo L.
infantum (SOLCA, et. al., 2014), outras espécies estdo envolvidas no desenvolvimento

desta parasitemia em diferentes regiGes do mundo, na regido asiatica principalmente no
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Nepal e Blangadesh assim como na india o agente causador é L. donovani, provocando
mil novos casos nestes trés paises em 2010 (PICADO et. al., 2014).

Estima-se que 75% dos casos formalmente notificados estdo reunidos em apenas
10 paises, sendo que quatro destes estdo localizados na América Latina (PAHO, 2014).
Grande parte dos paises que dividem fronteira com o Brasil notificam os casos de
infeccdo. Na Coldmbia apesar de ndo haverem programas de erradicacéo da LV, o nimero
de casos tem diminuido, entretanto a presenca do vetor € um grande problema
epidemioldgico, fazendo com que o risco de adquirir a doenga seja aumentado
(GONZALEZ, PAZ e FERRO, 2014).

No Brasil a Leishmaniose Visceral (LV) era mais comumente encontrada em areas
rurais, entretanto essa realidade ja é obsoleta e nos Gltimos 25 anos o nimero de casos
nacionais notificados aumentaram aproximadamente 70% assim como as chances de
disseminacdo. (BRASIL, 2016). Isso pode ser levado em consideracdo devido ao
desmatamento, condi¢Bes migratdrias, razGes econémicas e sociais, bem como o éxodo
rural favorecendo o aparecimento de novos focos devido a expansdo da area endémica
(ACOSTA et al., 2013; BRASIL, 2006).

Além de parasitar humanos, o Leishmania sp. também utiliza outros vertebrados
como reservatorios; o cdo doméstico (Canis familiares) e a raposa (Lycalopex vetulus).
Entretanto, ressalta-se o fato de que o inseto vetor Lu. longipalpis (LUTZ & NEIVA,
1912) tem maior antropofilismo (DANTAS-TORRES, 2006; DEANE e DEANE, 1955).

Por apresentar um ciclo epidemioldgico complexo que envolve diversos fatores
na transmissibilidade da doenca, associado aos habitos caninos que se tornaram
sinantrépicos, a combinacdo entre o ciclo doméstico e o ciclo silvestre foi facilitada,
entretanto pesquisas ainda devem ser feitas em relagdo aos meios de transmissdo
envolvendo o vetor, pois pouco se sabe sobre sua biologia (GONTIJO e MELO, 2004).

O maior problema na transmissdo da parasitose sdo os canideos, que além de
albergarem o agente podem desenvolver a patologia fazendo com que as estratégias e
erradicacdo se tornem dificeis, principalmente pelo fato de alguns proprietarios ndo
sabem lidar com o fim dado ao animal depois de diagnosticado, e mesmo quando
compreendem a necessidade da eutanasia, adquirem outros animais € 0s mantém em
condigcdes de baixo zelo propiciando assim a possivel continuacdo do ciclo da
Leishmaniose (GONTIJO e MELO, 2004; MENEZES et al., 2016; BORGES et al.,
2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23988300
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23988300
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferro%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23988300
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Outra circunstancia que dificulta o controle da doenca é o fato dos flebotomineos
manterem seus habitos préximos as residéncias, em comparagdo com areas de mata
fechada, o levantamento de dipteros proximos as imediacdes urbanas foi seis vezes
superior, sendo que 17% dos apurados estavam na regido intradomiciliar e 65% na regido
peridomiciliar. (REBELO et al., 1999). A presenca do inseto vetor anexada as condi¢fes
de cuidados dos cées estdo intimamente ligadas ao aumento nos numeros de casos de LV
assim como a urbanizacédo desta parasitose (BORGES et al., 2009).

Visando a melhoria da situacdo epidemiologia e morbimortalidade da LV, o
controle desta parasitemia aborda agdes que tangem desde o tratamento de infecgdes
humanas tal como a reducdo na populacdo de reservatérios e vigilancia entomoldgica.
Entretanto, a identificacdo das populacdes suspeitas de estarem infectadas com o parasito,
seja no diagndstico clinico ou laboratorial, possuem limitacdes de importancia, como
sintomatologia, sensibilidade e especificidade relativa ou ainda meios invasivos
(BRASIL, 2006).

O diagnostico de cdes suspeitos de infeccdo até 2011, era realizado através do
protocolo ELISA/RIFI pelo Ministério da Saude, entretanto um novo parecer deste
mesmo 6rgao estabeleceu que os testes de diagndsticos devem ser realizados através do
protocolo DPP®/ELISA, estando sua eficacia comprovada por estudos recentes (BRASIL,
2011; FARIA, 2014).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspectos Histdricos

No ano de 1893, o cirurgido militar William Boog Leishman, em pesquisa na
cidade de Londres comegou a estudar formas amastigotas, até entdo denominadas de
‘pequenos corpos ovais’, encontradas no bago de um soldado que sofria de febre baixa,
disenteria e caquexia, este individuo foi avaliado e apresentava caracteristicas da “febre
de Dum-Dum” (ALTAMIRANDO-ENCISO, 2003; ROSS, 1903; LEISHMAN, 1893).

No ano de 1903, o médico Charles Donovan que pesquisava as formas da malaria,
através de estudos post mortem associou a presen¢a de um parasito com a “febre de Dum-
Dum” também conhecida como calazar (Kala-Azar), entretanto a identificacao prévia foi
feita ao pensar que eram degeneracGes das células do bago e s6 apds ler o artigo de
Leishman correlacionou o fato (ROSS, 1903).

Em meados de novembro de 1903, o meédico Ronald Ross através de laminas
coradas com Romanowisky enviadas por Donovan discordou de Leishman ao classificar
0s corpos intracelulares como a desintegracéo de tripanossomos, e sugeriu tratar-se de um
novo organismo quando associado aos sintomas (ROSS, 1903; ROSS, 1903).

Na procura em identificar de que espécie tratava-se este organismo, o médico
Larevan também concordou que as formas ovais ndo tratavam-se de involugdes de
tripanossomos, entretanto devido a sobreposi¢do celular imaginou tratar-se de um
parasito que também se alocasse nas hemacias e afirmou erroneamente em classifica-lo
em Piroplasma donovani, que ndo foi aceito, diferente a sugestdo de Ross que o
denominou de Leishmania donovani em homenagem aos primeiros pesquisadores
(ALTAMIRANDO-ENCISO, 2003; ROSS, 1903).

O primeiro caso Leishmaniose Visceral Humana (LVH) registrado em terras
brasileiras ocorreu no ano de 1913, quando Migone, ao avaliar o material de uma
necropsia em um paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso descreveu tratar-se de
LVH (ALENCAR et al. 1991 apud MS, 2006).

O agente etioldgico da LV no Brasil ainda € um tema de bastante discussées em
meio cientifico, pois existem alguns autores que consideram as espécies Leishmania

(Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi sendo responsaveis pela
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propagacao da condicédo parasitaria no Velho e Novo Mundo, respectivamente (BRASIL,
2006; FARIA, 2014).

2.2. Ciclo da Leishmaniose

A Leishmaniose é transmitida quando fémeas do flebotomineos realizam o repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado liberando as formas infectantes, promastigotas.
Ja em contato com elementos sanguineos as formas promastigostas séo endocitadas pelos
macrofagos e outras células do sistema mononuclear, transformando-se em formas
amastigotas que se multiplicam através de biparticdo e difundem-se por todo o organismo.
Quando ha novo repasto pelos flebotomineos; as formas amastigotas presentes nos
macrofagos sdo ingeridas pelo inseto vetor e no seu intestino se desenvolvem em formas
promastigotas, e posteriormente em formas paramastigotas que colonizam o es6fago e a
faringe do vetor, permanecendo aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam
em formas infectantes - promastigotas metaciclicas e migram novamente para a
probdscide do inseto para dar continuidade ao ciclo (BRASIL, 2006; CDC, 2013).

2.3. Caracteristicas Epidemioldgicas

A Leishmaniose Visceral Humana é considerada um grande problema de salde
publica mundial, principalmente quando se diz respeito as suas altas taxa de
morbimortalidade e distribuicdo geografica que corroboram para classifica-las em uma
Doenca Tropical Negligenciada (PAHO, 2013).

Os individuos que estdo infectados com Leishmaniose apresentam variacGes na
sintomatologia e das condi¢cbes hematoimunolégicas, com variacBes interindividuais
podendo apresentar ou ndo o0s sintomas com quadro classicos de manifestacOes
hemorragicas, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, perda ponderal com episodios
febris e anemia, que quando néo tratados precocemente podem ocasionar o 6bito (PAHO,
2013; BRASIL, 2006).

Responsavel por afetar cerca de 350 milhdes de pessoas em diversas areas do
globo, esté presente em aproximadamente 98 paises, além de ter a sua presenca associada
ao clima temperado dos tropicos, fazendo com que esta parasitose esteja intimamente
implantada no Brasil (WHO,2017).



20

Nas Ameéricas, entre os anos de 2001 e 2011 houve a notifica¢do de 38.808 casos
de LVH, dentre estes, 96,6% foram registrados no Brasil (PAHO, 2013). Entretanto, o
numero de casos que ocorrem no mundo na verdade deve ser superior a esta estimativa ja
que podem existir fatores que impliquem nesta quantificacdo, principalmente em paises
onde a notificacdo desta doenca ndo seja obrigatdria ou ainda haja zonas com focos
amplamente dispersos (Desjeux, 2004 apud Faria, 2014).

Em dez anos, o nimero de casos de LV nacionais reduziu em 9%, anteriormente
em 2005 o numero de casos era de 3.597 e dez anos ap0ds 0s casos cairam para 3.289, mas

ainda assim o numero é agravante (BRASIL, 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

Um dos grandes problemas que a satde publica brasileira enfrenta nas cidades
interioranas, € a dificuldade que o Sistema Unico de Salde (SUS) tem em efetivar os
protocolos propostos para vigilancia epidemiologica, seja esse empecilho causado pela
n&o acdo correta dos servidores, falta de programas de capacitagéo ou ainda pela auséncia
no repasse de subsidios pelas esferas municipais.

No municipio de Iguatama-MG foi ressaltada uma alta prevaléncia de
Leishmaniose em um inquérito realizado por Faria (2014). Diante disso considera-se esta,
uma regido ideal para mensuracdes adequadas da validade e reprodutibilidade de testes
rapidos no diagnostico da LVC, que sdo comercializados no mercado.

A utilizacdo destes ensaios sdo de extrema relevancia no que diz respeito no
funcionamento da vigilancia epidemioldgica. Vendo que € através destas analises
soroldgicas que a relagdo de prevaléncia da doenca no municipio é estimada, este estudo

visa investigar o desempenho dos testes no ambiente laboratorial.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Analisar os testes sorologicos DPP® e ELISA para o diagndstico de Leishmaniose

Visceral Canina (LVC).
4.2. Objetivos especificos

a) Estimar a prevaléncia de casos positivos de LVC no municipio de Iguatama-
Minas Gerais;
b) Avaliacdo dos principais sinais clinicos apesentados nos cées

¢) Verificar a concordancia diagndstica entre as duas metodologias DPP® e ELISA;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Esboco do estudo

Trata-se de um estudo quantitativo transversal efetivado com base em uma
amostra do tipo estratificada por conglomerado de carater ndo controlado no municipio
de Iguatama — Minas Gerais para comparar 0s testes de diagnosticos bem como a
prevaléncia de LVC. O trabalho em campo foi realizado entre fevereiro e maio de 2017.

5.2. Area de estudo

As colheitas das amostras de sangue canino foram realizadas no municipio de
Iguatama que esta localizada na regido central do estado de Minas Gerais (20° 10° 27”S
45° 42’ 41”W) (FIG. 1), com os municipios limitrofes de Arcos, Doresopolis, Luz e
Bambui. Sua populacdo estimada é de 8.031 habitantes distribuidos 6.716 no perimetro
urbano e 1.315 na zona rural em uma area territorial de 628,2 Km? (IBGE, 2010).

Figura 1 — Representacdo geogréafica da localizacao

do municipio de Iguatama-MG.

Fonte: Abreu, R. L, 2014.

5.3. Populagéo canina estimada

O numero de cées presentes no perimetro urbano é estimado com base na ultima

campanha de vacinacdo antirrabica realizada em 2016, totalizando 885 cées e uma relacéo
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populacional humana/canina de 12,7% ou = 1 animal para cada sete humanos (ANEXO
C).

5.4. Calculo amostral

Devido aos limites territoriais do municipio ndo serem extensos o calculo da
amostra para o0 estudo contou com a inclusdo de todos os bairros localizados na zona
urbana constituindo o produto da amostragem, onde estes estratos formam o setor do
PEAa (Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti) e os quarteirGes os conglomerados
(BRASIL, 2006).

Nos municipios onde ndo é conhecida a prevaléncia de animais infectados com o
parasito, é preconizado para calcular o tamanho da amostra uma taxa de prevaléncia igual
a 2% (BRASIL, 2006). Entretanto, o dado utilizado para calculo amostral é de 8,3% de
acordo com o inquérito populacional realizado no ano de 2013 (FARIA, 2014).

Seguindo as recomendacg6es do Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose
Visceral, o tamanho da amostra serd calculado de acordo com a populagdo canina
estimada e populacdo canina esperada, dados estes contidos na tabela de prevaléncia
esperada/observada considerando um nivel de significancia de 5% (Tabela 1). Deste
modo, observando os elementos tabelados, serdo amostrados no municipio um total de
270 caes, sendo a populagéo estimada superior a 1000 animais e prevaléncia esperada de
2,1a3,0%.

Tabela 1: Tamanho de amostra (n.° de cées) segundo a populagdo canina estimada no

setor e prevaléncia canina esperada, para um nivel de significancia de 5%.

Prevaléncia Esperada/Observada
Populacao (£0,05)
Estimada no a= 0,05
Setor < 11-20 21-30 31-40 41-50 51- >100
1,0 9,9

500-599 | 356 300 240 212 184 137 108
600-699 | 430 334 272 228 196 144 112
700-799 | 479 363 291 242 206 149 115
800 — 899 524 388 252 214 153 118
900 - 999 565 410 320 262 220 157 120
+ 1000 603 430 332 269 226 159 121

Fonte: BRASIL, 2006.
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Para cada estrato foi realizado um sorteio de conglomerados utilizando de um
conjunto de tabelas de numeros aleatérios (ANEXO D), a coleta teve inicio
sistematicamente de forma a visitar a residéncia mais ao norte e ao leste, saltando a
seguinte, atingindo 50% dos imdveis ao fim da busca ativa pelo nimero de cées
calculados (Tabela 2), obtendo uma amostra espacial mais homogénea e desqualificando
a possibilidade de dados viciados (BRASIL, 2006).

Tabela 2 - Calculo amostral do nimero de caes a serem examinados em cada bairro da

cidade (&rea urbana) de Iguatama-MG.

N° de N°decdes N°decéesa
N° Estratos (Bairros) Populacdo Conglomerados esperados serem
examinados
1  Alto Séo Francisco 548 10 110 32
2 Bela Vista 1.079 36 216 29
3 Capoeira 277 6 55 17
4 Centro 2349 75 470 74
5 Cidade Nova 623 19 125 13
6 Garcas de Minas 497 28 99 26
7 Jardim Paraiso 774 24 155 23
8 Perdizes 247 11 49 19
9 Pio XII 1.051 19 210 37
TOTAL 7.445 228 1489 270

Fonte: Dados do Programa de Controle da Febre amarela e Dengue do municipio de Iguatama-MG.

5.5. Aspectos ético-legais

A realizaco do projeto de pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei — Campus Dona Lindu - CEUA-
UFSJ, sob protocolo n°® 028/2016 (ANEXO E). Todos os procedimentos de coleta do
material foram realizados de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), além de seguir as
normas prescritas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA).

5.6. Termo de consentimento livre esclarecido

Durante as visitas nas residéncias os membros da equipe de pesquisa conversaram

com os tutores dos animais e explicaram qual o intuito e objetivo da pesquisa
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evidenciando os beneficios e possiveis riscos em participar do projeto. Caso houvesse a
concordancia, o tutor do animal assinava o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

para autorizacdo da colheita do sangue (ANEXO A).

5.7. Coleta de sangue canino

A equipe de pesquisa visitou o imovel sorteado e foi realizada a avaliacédo clinica
do cdo em busca de sinais e historico de mudanca de comportamento em conversa com o
tutor do animal (ANEXO B). Logo em seguida do preenchimento da ficha clinica o céo
foi contido com o uso de guia e focinheira para ndo ferir o animal e garantir a seguranca
da equipe. Posteriormente com uma seringa hipodérmica foi coletada a quantidade de 5
mL de sangue da veia cefalica dianteira para cdes de grande porte ou na veia jugular para
caes de médio e pequeno porte.

Apos colheita o sangue foi transferido da seringa para o tubo de ensaio sem
anticoagulante ou ativador de coagulos, previamente identificados por nome e numero
idéntico ao presente na ficha clinica do animal. No laboratorio as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a uma velocidade de 3000rpm para alcance do soro, estes
posteriormente foram armazenados a uma temperatura negativa de -20°C, e logo ap6s 0s

testes imunologicos foram realizados.

5.8. Pesquisa Sorologica

Todos os testes foram realizados no laboratorio de Parasitologia e Imunologia da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei — Campus Centro-Oeste (CCO), credenciado
junto a Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED) como unidade referéncia no diagndstico de

Leishmaniose Canina no Centro-Oeste Mineiro.

5.8.1. Teste de imunocromatografia rapida = DPP®

A realizagio dos testes de Imunocromatografia rapida DPP® -FIOCRUZ/Bio-
Manguinhos, foi devidamente realizado em ambiente laboratorial controlado, livre de
contaminagdes, mudancas extremas de temperaturas seguindo as regras de biosseguranca

e recomendacdes do fabricante.
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e As plataformas de corrida, testes individuais (FIG. 2), que estiveram
armazenados sobre refrigeracdo foram colocadas sobre uma superficie

plana e limpa até que alcancem temperatura ambiente.

Figura 2 — Materiais fornecidos pelo Kit de Imunocromatografia
rapida — DPP

A — Enquadramento da superficie externa da embalagem do Kit DPP®; B — Plataforma
de corrida para realizacdo do teste; C — Lancetas e algas de coleta para trabalho em
campo; D — Reagente Tampd&o.

Fonte: Arquivo Pessoal

e O Kit € munido de 20 plataformas de corrida, 1 tampao de corrida e 20
alcas coletoras.

e As plataformas foram retiradas do envelope plastico laminado, e com
caneta/pincel permanente foram devidamente identificadas com nome ou
numero do cdo em que o teste foi aplicado. Apos isso a integridade dos
testes e seus componentes foram verificados, bem como a existéncia de 2
linhas azuis na janela de teste do suporte, ndo houveram casos de
discrepancia do teste, descartando a comunicagdo ao fabricante.

e Com auxilio de uma pipeta volumétrica automatica de capacidade

regulavel entre 5uL e 50uL, da marca ‘Eppendorf’, a quantidade de 5 pL
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do soro canino foi colocada no poco #1, e logo em seguida duas gotas do
tampdo também foram colocadas no mesmo poco. Depois de verificar se
0 Tampédo+Amostra escorreu pela janela do teste apagando as linhas azuis
aguardou-se 5 minutos.

e Passado 5 minutos, quatro gotas do tampé&o foram colocadas no poco #2,
entdo a leitura somente foi realizada apds 10 minutos.

e A leitura do teste seguiu as recomendac6es do fabricante, ou seja, quando
linha controle ascende significa integridade da plataforma e validade do
ensaio, observacOes diferentes a essa na &rea teste inviabilizard o

procedimento (FIG. 3).

Figura 3 — Representacéo dos possiveis resultados observados no teste DPP®.
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A —Teste ‘POSITIVO’; B — Teste ‘NEGATIVO’; C — Teste INVALIDO’; D — Teste INVALIDO".

Fonte: Arquivo Pessoal

e Na marca teste, a linha pode ser evidenciada ou ndo, utilizando assim a

classificag¢ao ‘positivo’ ou ‘negativo’ respectivamente (FIG.3).

5.8.2. Ensaio Imunoenzimatico - ELISA

Para a realizacdo do teste de ELISA, o Kit utilizado foi o EIE — LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA, fabricado pela empresa Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, e assim
como recomendado foi executado em ambiente laboratorial livre de possiveis
contaminac0es e interferentes externos.

e O Kit contém Diluente de Amostra/Conjugado, Lecitina de leite, Tampéo

de Lavagem, Diluente do Substrato, Cromogeno (TMB -



29

Tetrametilbenzidina), Substrato (H20), Acido Sulfarico, Controle

Positivo, Controle Negativo, Conjugado, Molduras ¢/ 6 strips duplas

sensibilizadas, Folhas Adesivas.

Os Kits que estavam sob refrigeracdo e ap0Os espera atingiram a
temperatura ambiente para realizacédo do teste.

Todas as placas seguiram o mesmo critério de montagem (FIG. 4)
sendo o primeiro e segundo poco #1/#2 (A-1 e B-1) preenchidos com
0 Controle Positivo, os pogos #3 e #4 (C-1 e D-1) com o Controle
Negativo, os pogos #5 e #6 (E-1 e F-1) com o Branco (Diluente da

Amostra+Conjugado).

Figura 4 — Representacdo da montagem da placa para o teste de
ELISA.
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Fonte: Arquivo Pessoal

O diluente foi preparado para 96 reacodes, utilizando 14mL do Diluente
da amostra/conjugado, 1,4g de Lecitina de Leite e 56mL de Agua
destilada, assim como recomendado pelo fabricante.

Assim como os controles, as amostras caninas analisadas foram
diluidas na proporcéo de 1:100, ou seja, 5uL da amostra em 500uL do
Diluente da Amostra/Conjugado, dando continuidade no
preenchimento dos pocos, sempre de ‘A’ para ‘H’ e ‘1’ para ‘12’ (FIG.

4).
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Depois de aplicada todas as amostras na placa, a mesma permaneceu
selada com a folha adesiva disponibilizada no Kit e incubada por 30
minutos a uma temperatura de 37°C, e posteriormente lavados seis
vezes com o preparado do tampé&o de lavagem.

e Depois de lavadas, e com o conjugado previamente diluido, 100uL
dessa diluicdo estas foram distribuidas por todos 0s pogos
homogeneizando bem.

e Com asolugéo do substrato preparada momentos antes e reservada em
recipiente escuro, 100uL da solucdo foram distribuidos rapidamente
em cada orificio e incubado em temperatura ambiente reservados da
luz durante 30 minutos.

e Antes de realizar a leitura espectrofotométrica, a reacédo foi blogueada
pela solucdo de Acido Sulfarico 2M, adicionando em cada orificio
50uL.

e A Leitura foi feita em espectrofotdbmetro adaptado a um filtro de
450nm dispensando o uso do filtro de referéncia (620nm-630nm).

e O calculo do ponto de corte (cut-off - CO) foi feito através da

multiplicacdo do triplo da média da densidade 6ptica dos orificios do

controle negativo (CO = 3X CN).

e Também foi calculada a “faixa cinza” (FC), que corresponde ao
intervalo de testes com valores indeterminados (FC = 1,2CQO). As
amostras foram consideradas reagentes quando apresentavam
densidade Optica igual ou superior ao valor expresso na “faixa cinza”,
interpretada inversamente para as amostras ndo reagentes, bem como
as amostras indeterminadas apresentam-se na densidade 6Gtica entre a

ponto de corte e a “faixa cinza”.

5.9. Estudos complementares

Por haver outras linhas de pesquisa dentro deste projeto, utilizando as mesmas
amostras, a realizacdo da pesquisa para sequéncias especificas do género Leishmania sp.
consistiu em ser o ‘padrdo ouro’ na identificagdo da espécie causadora desta parasitemia,

tal como a pesquisa direta do parasito em amostras post mortem.
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5.10. Andlise Estatistica

A prevaléncia de LC foi calculada somente na area urbana do municipio de
Iguatama-MG, desconsiderando possiveis erros causados pelo tipo de amostragem, j& que
todos os bairros do municipio foram utilizados como conglomerado, com intervalo de
confianca de 95% utilizando um programa computacional para o calculo, além de utilizar
do teste de qui-quadrado (X?) para julgar a capacidade fidedigna do estudo quanto ao
percentual de confianga de 95%.

Para verificarmos a concordancia entre os dois testes soroldgicos, utilizando a
formula descrita a seguir para calcular o indice de Kappa (k), onde os resultados estdo
dispostos em variaveis de “menos 1” a “mais 1” que comparados junto ao quadro de
interpretacdo do indice (Quadro 1), classificam o nivel de concordancia entre ruim e
perfeita (PAHO, 1997; PEREIRA, 2014).

[(axd)—(bxc)]

k=2 NixND+ (N2 + N3)

Quadro 1 — Interpretagédo de Kappa.

Kappa Concordancia
<0,00 Ruim
0,00 — 0,20 Fraca
0,21 -0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61 -0,80 Boa
0,81 —0,99 Otima
1,00 Perfeita

Fonte: PEREIRA,2014.

Tabela 3 — Modelo de tabela de contingéncia para realiza¢do do teste Kappa

Teste 1
Positivo Negativo Total
Positivo A B A+B=N1
Teste 2 Negativo C D C+D=N2
Total A+C=N3 B+D=N4 TOTAL

Fonte: FARIA, 2014.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas da amostra e positividade

Com este inquerito tivemos como resultado o estudo de 270 (duzentos e setenta)
cdes, independentes de sexo, raca e porte, excluindo da pesquisa os cdes com idade
inferior a seis meses, nos nove bairros do municipio. Das casas visitadas somente dois

tutores dos cées se recusaram a participar do projeto.

Das amostras colhidas na regido, 20 (vinte) cdes foram diagnosticados positivos
para Leishmaniose canina, segundo o protocolo DPP®/ELISA estabelecido pelo

Ministério da Satde (2011). Contudo obtivemos a prevaléncia de 7,4%.

6.2. Sinais clinicos associados a positividade

Todos os c3es, cujo as amostras positivas para o protocolo (DPP®/ELISA), utilizado
nos diagnosticos da LVC, tiveram suas fichas clinicas avaliadas em busca de sinais
clinicos que pudessem estar correlacionados a condicao parasitaria do animal, vendo que
mesmo com auséncia de sinais evidentes o cdo pode estar infectado com o parasito e viver
durante um grande periodo e transmiti-lo ao vetor (BRASIL, 2006.; FERROGLIO, et al.,
2013; MADEIRA, et al., 2004)

Dos vinte cédes positivos para o protocolo, aproximadamente 5% apresentavam
condicBes sintomaticas, os mais frequentes eram onicogrifose, ceratoconjuntivite e

alopecia.

6.3. Comparacéo das técnicas de Diagnostico sorologico

Para todas as 270 amostras foram realizados os testes DPP® e ELISA, 0 que nos
possibilita a comparacgéo de seus resultados para analise de concordancia (TAB.6). Destas
270 amostras, duzentos e vinte cinco ndo foram positivas para nenhum dos dois testes.

Entretanto o valor diminui quando comparamos as e notamos que ha a discordancia em
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reatividade do diagnostico, vinte e cinco testes foram classificados como discordantes

pois apresentavam-se reagente para um e negativo para outro ou ainda indefinidos.

Tabela 4 — Resultados observados em 270 espécimes caninas, obtidas pela
realizagdo da técnica de DPP® e ELISA, em um inquérito realizado no municipio
de Iguatama-MG.

Resultados observados no NUmero de amostras
inquérito
Reagente DPP® + ELISA 20
Reagente Somente DPP® 35
Reagente somente ELISA 24
Né&o reagente para DPP® e ELISA 225

Através dos dados expressos na Tabela 4 associado ao modelo da tabela de
contingéncia demonstrada pela Tabela 3, € possivel construir uma tabela de contingéncia
com os resultados e calcular a concordéncia entre as duas técnicas por meio da andlise do
Kappa (TAB.5) (TAB.6).

Tabela 5 — Tabela de contingéncia dos resultados obtidos do soro de 270 cdes examinados
pelas técnicas de DPP® e ELISA para diagnostico de LVC no municipio de Iguatama-
MG.

DPP®
Positivo Negativo Total
Positivo 20 4 24
ELISA Negativo 15 231 246
Total 35 235 270

[(20 x 231) — (4 X 15)]
[(24 x 235) + (246 x 35)]

[(4620) — (60)]
[(5640) + (8610)]

k =0,64

Neste estudo foi observado que o valor de Kappa é de 0,64, quando observado a
sua interpretacdo no Quadro 1 indica que a concordancia entre as duas técnicas de
diagndstico é classificada como ‘Boa’.



34

7. DISCUSSOES

A partir deste estudo, que procura tornar continuo o processo de vigilancia e
manutencdo epidemiolégica no municipio de lguatama, foi possivel encontrar a
soroprevaléncia de anticorpos caninos em 7,4% dos animais amostrados, isto indica que
este municipio deve ser classificado como uma area de transmissdo moderada de acordo
com o Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral (BRASIL, 2006).

O municipio mais proximo a Iguatama a realizar um inquérito epidemioldgico de
LVC é Divindpolis, cujo a prevaléncia encontrada foi de 4,6% (TEXEIRA-NETO et al.,
2014) e também pdde ser considerada como uma zona de transmissdao moderada, bem
como Montes Claros-MG (4,9%) (MONTEIRO, E. M. et al., 2005), Brumadinho-MG
(4,2%) (PEREIRA, D. C. A. et al., 2016) e Poxoréo-MT (7,8%) (AZEVEDO, M. A. A,
2004), diferente dos municipios de Pedro Leopoldo-MG (1,1%) (NAVEDA, L. A. B. et
al., 2006), Claudio-MG (1,1%) (PEREIRA, V. V. et al., 2016) e Juiz de Fora-MG (3,8%)
(CASTRO-JUNIOR, J. G. et al., 2014) que séo classificadas como zonas de transmissao
esporéadica.

J4 as cidades de Marambaia — Rio de Janeiro (18,1%), Aracuai — Minas Gerais
(19,5%), Juatuba — Minas Gerais (10,6), Jacira — Mato Grosso do Sul (54%) e Cuiaba —
Mato Grosso do Sul (22,1%), Barra das Garcas — Mato Grosso do Sul (11%), sdo areas
extremamente endémica para LV por possuirem uma prevaléncia superior a 10% como
relatado por Alonso e cols. (2014), Ursine e cols. (2016), Borges e cols. (2014), Lopes e
cols. (2014) Almeida e cols. (2012) e Marchi e cols. (2013) respectivamente.

Assim como grande parte das doencas infecciosas, a LV possui dimensbes
temporais, espaciais e até mesmo sazonais fazendo com que dentro de uma mesma area
de estudo possa haver diferencas na distribuicdo de vetores, diferentes padrdes de contato
vetor/hospedeiro e variagfes de suscetibilidade populacional além de outros fatores de
risco (SEVA, A. P. etal., 2017).

No municipio de lguatama ndo houve homogeneidade quanto a distribuicdo de
casos, isso também foi notado por Borges e cols. (2014), Naveda e cols. (2006). O bairro
onde a maior prevaléncia foi observada nédo se difere tanto do restante da cidade (FIG.6),
este possui ruas asfaltadas e arborizadas, extremidades de conglomerado ou quintais com
plantacdes e ainda regides com condi¢cdes precarias de saneamento, alem topografia e
clima favoréaveis a proliferacdo entomoldgica, assim como Naveda e cols. (2006), Prado
e cols. (2011), Lopes e cols. (2014), Ursine e cols. (2016) e Almeida e cols. (2012)
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observaram em Pedro Leopoldo-MG, Montes Claro-MG, Jacira-MT, Araguai-MG e
Cuiaba-MT respectivamente.

Figura 5 — Vista aérea parcial do municipio de Iguatama-MG.
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Fonte: Prefeitura Municipal de Iguatama < https://iguatama.mg.gov.br/videos/visita-da-imagem-

de-n-s-aparecida/>

Assim como relatado por Naveda et al., (2006), Prado et al., (2011), Lopes et al.,
(2014) e Ursine et al., (2016), a populagdo canina envolvida no estudo ndo apresentou
diferenca significativa quanto ao nimero de cdes machos e fémeas, assim como a idade
também ndo foi fator preditivo para a infeccdo pelo parasito ou taxas de deteccdo
imunoldgica, entretanto ressalta-se que o grupo de cdes sem racga definida foi o que maior
foi se destacou em relacdo a reatividade dos testes, fato também descrito por Gomes
(2007), Borges (2014) e Alonso (2014). Este fato, porém, pouco tem relagdo quanto ao
tropismo do vetor a estas ragas, mas sim a facilidade que o tutor proporciona ao cdo em
manté-lo em regime semi-domiciliar, isso possibilita que o animal perambule entre
conglomerados com diferentes endemicidades e adquira o parasito.

O célculo de Kappa é um coeficiente de concordancia utilizado na epidemiologia
para avaliar a confiabilidade de informac6es; assim como em nosso estudo (Kappa =
0,64), Belo e cols. (2017) encontraram um valor de Kappa, 0,61, que também classifica
a concordancia entre os testes de DPP® e ELISA como ‘Boa’, considerando a harmonia
diagnéstica intraprotocolo eficaz, mas ainda ndo satisfazendo a concordancia étima
associada a um custo efetivo melhor.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A proximidade de cées infectados, associados a presenca de vetores nas regides
endémicas é fator contribuinte para a ocorréncia de casos humanos desta parasitose, e
uma alta prevaléncia como a encontrada apenas reforca que a Leishmaniose deixou de ser
uma doenca exclusiva das regides rurais e ja propagou-se em meio urbano.

Ainda que esteja sendo eficaz quanto ao diagndstico de LVC, este novo protocolo
implementado pelo Ministério da Satde deve ser revisto, para obter um protocolo ainda
mais barato, que careca de menos tempo e mao de obra, sem perder a confiabilidade

diagnostica.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

m UNIVERSIOADE FEDERAL
DE SAO JOAO DEL-RE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO

Reavaliagdo de uma &rea endémica para leishmaniose visceral canina no centro
oeste de Minas Gerais.

Eu, RG

: CPF , residente no
endereco: :
proprietario do cao da raca

, aceito que meu animal participe desse estudo, cujo
objetivo é determinar a prevaléncia atual de leishmaniose canina no municipio e compara-
la a prevaléncia encontrada ha trés anos. Fui informado que o meu céo tera seu sangue
coletado para os testes de diagndstico da leishmaniose visceral canina (LVC) no estudo
acima referido. Fui orientado em relacéo aos beneficios desse estudo, que contribuiré para
determinar a prevaléncia e o controle da leishmaniose no municipio de Iguatama.
Autorizo a Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, Campus Centro Oeste a conservar,
sob sua guarda, o material bioldgico, para ser usado com objetivo de pesquisa médica,
em salde ou educacional, podendo ser utilizado em pesquisas posteriores. Estou ciente
que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer momento da investigacao,
sem qualquer penalizagdo ou pressdo e que ndo serei ressarcido financeiramente para
participar deste estudo.

Este “termo de consentimento” me foi totalmente explicado e eu entendi seu contetdo e
minha participagdo no mencionado estudo. Estou consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacdo implica.
Concordo em participar e dou 0 meu consentimento sem que para isso eu tenha sido
forcado ou obrigado.

Endereco do responsavel pelo projeto: Professor Dr. Gilberto Fontes

Instituicdo: Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei, Campus Centro Oeste.

Endereco: Rua Sebastido Gongalves Coelho, 400, Bairro Chanadour, Divinépolis - MG,
CEP: 35501-296. Telefones p/ contato: (37) 3221-1584.

Iguatama, de de 2017.

Assinatura do responsavel pelo céo

Membro da equipe de pesquisa



ANEXO B - Ficha de Avaliacéo Clinica

FICHA CLINICA CANINA

m UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SAO JOAO DEL-RE
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Reavaliacdo de uma area endémica para leishmaniose visceral canina no centro
oeste de Minas Gerais.

IDENTIFICACAO

TUTOR:

ENDERECO:

DATA:

NOME DO CAO:

IDADE:

SEXO:

RACA:

PORTE:

PELAGEM:

VACINADO CONTRA LEISHMANIOSE (QUAL):

SINAIS CLINICOS

ALTERACAO NAO |SIM | COMPLEMENTO
Mucosas normocoradas Hipocoradas: Hipercoradas:
Ceratoconjuntivite Olho direito: Olho esquerdo:
Opacidade da cornea Olho direito: Olho esquerdo:
Blefarite Olho direito: Olho esquerdo:
Cegueira
Alopecia Local:
Dermatite Local:
Escore corporal bom Magro(a): Obeso(a):
Edema de patas MAE: MAD: MPE: MPD:
Paresia de patas MAE: MAD: MPE: MPD:
Onicogrifose
Linfoadenopatia
Hepatomegalia/
Esplenomegalja
OBSERVACOES

TESTE NEGATIVO POSITIVO
DPP

ELISA




ANEXO C - Dados da campanha de vacinagao de 2016.

UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SAO JOAO DEL-RE

Dados da vacinacao anti-rabica em caes, do
ano 2016, da cidade de Iguatama-MG.

Zona Urbana: 885 caes

e Bela Vista, Cidade Nova e Gargas de Minas - 346
e Alto S3o Francisco - 118

e Centro-153

e PioXll-63

e Perdizes, Jardim Paraiso e Capoeira - 205

TOTAL: 885 caes vacinados na area urbana.
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ANEXO D — Tabela para sorteio de nimeros aleatorios

Tabelas para sorteio de nimeros aleatérios

03 47 43 73 86 36 96 47 36 6l 46 98 63 71 62 33 26
97 74 24 67 62 42 81 14 57 20 42 53 32 37 32 27 07
16 76 G2 27 66 56 50 26 71 07 32 90 79 78 53 13 55
12 56 85 99 26 96 96 68 27 31 05 03 72 93 15 57 12
55 59 56 35 64 38 54 82 46 22 31 62 43 09 90 06 18

16 22 77 94 39 49 54 43 54 82 17 37 93 23 78 87 35
84 42 17 53 31 57 24 55 06 88 77 04 74 47 67 21 76
63 01 63 78 59 16 95 55 67 19 98 10 50 71 75 12 86
33 21 12 34 29 78 64 56 07 82 52 42 07 44 38 15 31
57 60 86 32 44 49 17 46 09 62 49 17 46 09 62 90 52

18 18 07 92 46 44 17 16 58 09 79 83 86 19 62 06 76
26 62 38 97 75 84 16 07 44 99 83 11 46 32 24 20 14
23 42 40 64 74 82 97 77 77 81 07 45 32 14 08 32 98
52 36 28 19 95 50 92 26 11 97 00 56 76 31 38 80 22
37 85 94 35 12 83 39 50 08 30 42 34 07 96 88 54 42

70 29 17 12 13 40 33 20 38 26 13 89 51 03 74 17 76
56 62 18 37 35 96 83 50 87 75 97 12 25 93 47 70 33
99 49 57 22 77 88 42 95 45 72 16 64 36 16 00 04 43
16 08 15 04 72 33 27 14 34 09 45 59 34 68 49 12 72
31 16 93 32 43 50 27 89 87 19 20 15 37 00 49 52 85

68 34 30 13 70 55 74 30 77 40 44 22 78 84 26 04 33
74 57 25 65 76 59 29 97 68 60 71 91 38 67 54 13 58
27 42 37 86 53 48 55 90 65 72 96 57 69 36 10 96 46
00 39 68 29 61 66 37 32 20 30 77 84 57 03 29 10 45 65 04 26
29 94 98 94 24 68 49 69 10 82 53 75 91 93 30 34 25 20 57 27

16 90 82 66 59 83 62 64 11 12 67 19 00 71 74 60 47 21 29 68
11 27 94 75 06 06 09 19 74 66 02 94 37 34 02 76 70 90 30 86
35 24 10 16 20 33 32 51 26 38 79 78 45 04 91 16 92 53 56 16
38 23 16 86 38 42 38 97 01 50 87 75 66 81 41 40 01 74 91 62
31 96 25 91 47 96 44 33 49 13 34 86 82 53 91 00 52 43 48 85

66 67 40 67 14 64 05 71 95 86 11 05 65 09 68 76 83 20 37 90
14 90 84 45 11 75 73 88 05 90 52 27 41 14 86 22 98 12 22 08
68 05 51 18 00 33 96 02 75 19 07 60 62 93 55 59 33 82 43 90
20 46 78 73 90 97 51 40 14 02 04 02 33 31 08 39 54 16 49 36
64 19 58 97 79 15 06 15 93 20 01 90 10 75 06 40 78

05 26 93 70 60 22 3585 15 13 92 03 51 59 77 59 56
07 97 10 88 23 09 98 42 99 G4 61 71 62 99 15 06 51
68 71 86 85 85 54 87 66 47 54 73 3208 11 12 44 95
26 99 61 65 53 58 37 78 80 70 42 10 50 67 42 32 17
14 65 52 68 75 87 59 36 22 41 26 78 63 06 55 13 08

17 53 77 58 71 71 41 61 50 72 12 41 94 96 26 44 95
90 26 59 21 19 23 52 23 33 12 96 93 02 18 39 07 02
41 23 52 55 99 31 04 49 69 96 10 47 48 45 88 13 41

SE& RSxRY KSRAL XEIIB Rs2&a
%
&

BGR2LB USSEN YU &
3
8

60 20 50 81 69 31 99 73 68 68 35 81 33 03 76 24 30 48 60
91 25 38 05 90 94 58 28 41 36 45 37 59 03 09 20 35 29 12
34 50 57 74 37 98 80 33 00 91 09 77 93 19 82 74 94 04 04
85 22 04 39 43 73 81 53 94 79 33 62 46 86 28 08 31 46 31
09 79 13 77 48 73 82 97 22 21 05 03 27 24 83 72 89 05 60
88 75 80 18 14 22 95 75 42 49 39 32 82 22 49 02 48 70 37
90 96 23 70 00 39 00 03 06 90 55 85 78 38 36 94 37 69 32
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ANEXO E - Certificado de aceite pelo comité de Etica

UFS)

LEVERSIDADE FEDERAL
o Ao kD DEL-RE

Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSJ — CEUA/UFS)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Reavaliacdo de uma area endémica para leishmaniose
visceral canina no centro oeste de Mians Gerais”, protocolo n2 028/2016 sob a responsabilidade
de Gilberto Fontes que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo. Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) —encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n211.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de S3o Jo3o del-Rei, em reunido de

26/08/2016
Finalidade () Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto Inicio: 01/10/2016 Término: 30/04/2017
Espécie/Linhagem/raca Cao/ Canis familiaris
N° de animais 272
Peso/ldade  --mmmeeeee-
Sexo  mmemmeeeee-
Origem Cées domiciliados que serdo amostrados (inquérito

epidemioldgico) e serdo examinados através de sangue
colhido em Iguatama — MG

(ﬁ')p\)‘?ﬂ"\, JL 4 NV, (A.’T,A;.),ﬁ\/

Prof.2 Leila de Genova Gaya
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais

CEUA-UFS)



