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RESUMO

No Brasil, a leishmaniose visceral € causada pelo protozodrio Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi. E uma zoonose cronica, considerada um grave
problema de sadde publica no mundo. O Capitulo I do presente trabalho objetivou
estimar a soroprevaléncia e os fatores de risco da leishmaniose visceral canina (LVC) na
zona rural do municipio de Patos, Paraiba, além de avaliar a eficiéncia dos testes
sorologicos: ELISA, RIFI e Teste Imunocromatografico Dual Path Plataform (DPP).
Considerou-se o ELISA como padrao ouro, jd que € o teste confirmatério pelo
Ministério da Sadde para a LVC. Foram coletadas 362 amostras de sangue e a
prevaléncia soroldgica foi determinada a partir das amostras que foram positivas em,
pelo menos, dois testes soroldgicos. Aplicou-se um questiondrio epidemiolégico aos
proprietarios para identificacdo dos fatores de risco. A soroprevaléncia encontrada foi
de 11,33% (41/362). O DPP apresentou sensibilidade de 58,33% e especificidade de
95,54%. A RIFI apresentou sensibilidade de 83,33% e especificidade de 99,36%. Os
resultados da comparacdo dos ensaios soroldgicos demonstram que o DPP ndo € a
melhor técnica para triagem dos animais positivos em funcdo da baixa sensibilidade do
método. O fator de risco identificado na anélise multivariada foi o sexo, em que os cdes
machos apresentaram duas vezes mais chances de desenvolver a doenca, o que pode ser
justificado por serem mais utilizados para a caca e como cdo de guarda, o que favorece
a exposicdo do animal aos flebétomos. A soroprevaléncia da leishmaniose visceral
canina aumentou consideravelmente no municipio de Patos, o que indica a necessidade
de aplicagdo de medidas de controle. O objetivo do Capitulo II foi desenvolver e
padronizar um teste de Soroaglutinacio em Latex (SAL) utilizando a proteina
recombinante HSP70 de Leishmania (L.) infantum chagasi para o diagndstico da
leishmaniose visceral canina. Quarenta amostras de soro, 20 positivas e 20 negativas,
foram testadas em trés diluicOes diferentes. Os melhores resultados foram na dilui¢cdo
1:4, com sensibilidade de 75% e especificidade de 90%. O teste de Soroaglutinacdo em
Latex € um bom método de diagnéstico de triagem por ser um teste rapido e de facil
manipulacdo; a utilizagdo do antigeno purificado poderd aumentar a sensibilidade do

ensaio.

Palavras-chave: Calazar; doenca negligenciada; HSP70; Leishmania spp.; proteina

recombinante.



ABSTRACT

In Brazil, visceral leishmaniasis is caused by Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi. It is a chronic zoonosis and considered a worldwide public health problem.
Chapter I describes the prevalence and risk factors of canine visceral leishmaniasis
(CVL) in Patos, Paraiba, and evaluate the performance of serological tests commonly
used in CVL (ELISA, IFA and Test DPP immunoassay). 362 blood samples were
collected and serologic prevalence was determined from samples that were positive in at
least two serological tests. The owners answered an epidemiological questionnaire to
identify potential risk factors. Estimated seroprevalence was 11.33% (41/362). ELISA
was taken as the gold standard because it is established as the confirmatory test to CVL
by the Ministry of Health. Dual Path Platform (DPP) had a sensitivity of 58.33% and
specificity of 95.54%. IFA had a sensitivity of 83.33% and specificity of 99.36%. The
comparison of serological tests showed that DPP is not the best technique to screen for
positive animals due to its low sensitivity. By multivariate analysis, animal gender was
identified as risk factor and male dogs were two times more likely to develop the
disease, what can be justified because of their use in hunting and as guard dogs,
increasing the contact with other animals and with phlebotomine sand flies. The
prevalence of canine visceral leishmaniasis has increased considerably in the county of
Patos, Paraiba, which indicates the urgent need to take control measures. Chapter 1I
describes the development and standardization of a latex agglutination test based on a
recombinant protein (HSP70) of Leishmania (L.) infantum chagasi for the diagnosis of
canine visceral leishmaniasis. Forty serum samples, 20 from positives and 20 from
negative animals, were tested at three different dilutions. The best result was on 1:4,
with a sensitivity of 75% and specificity of 90%. The Rapid Latex Agglutination Test is
a good screening method, being fast and of easy handling; the use of purified antigen

may enhance the assay sensitivity.

Key words: Kala-azar; neglected disease; HSP70; Leishmania spp.; recombinant

protein.
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1 INTRODUCAO GERAL

As leishmanioses sdo um conjunto de enfermidades causadas pelos protozodrios
do género Leishmania. Uma dessas enfermidades é a leishmaniose visceral (LV),
zoonose de cardter cronico e considerada uma das dezessete “Doencgas Tropicais
Negligenciadas” no mundo (WHO, 2014) e a segunda no Brasil.

No Brasil, a LV € causada pela Leishmania (L.) infantum chagasi (LAINSON;
RANGEL, 2005), transmitida principalmente pelo flebétomo Lutzomyia longipalpis € o
cdo é o principal reservatério doméstico (WHO, 2014). E uma doenca endémica e em
constante expansdo, cujas medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Satdde
(MS) sdo: controle do reservatorio canino (diagndstico soroldgico e eutandsia de caes
positivos) e do vetor (aplicacdo de inseticidas), diagndstico precoce e tratamento
adequado em humanos (BRASIL, 2014).

H4 uma grande variedade de métodos diagndsticos disponiveis. No Brasil, os
testes soroldgicos autorizados e recomendados pelo MS para o inquérito soroldgico dos
cdes possuem sensibilidade e especificidade bastante varidveis. Atualmente, o Teste
Imunocromatografico DPP (Dual Path Plataform, Bio-Manguinhos) é preconizado
como teste de triagem e o Ensaio imunoenzimatico — (Kit EIE Leishmaniose Visceral
Canina — Bio-Manguinhos) como teste confirmatério (BRASIL, 2011). Falhas nesses
resultados podem causar a elimina¢cdo de animais nio infectados, e, por outro lado, nao
detectar casos positivos, favorecendo a disseminagao da doencga.

E necessério conhecer melhor sua epidemiologia local, com enfoque nos fatores
de risco, para que as medidas de controles sejam adequadas para cada regido (BRASIL,
2014). Desta forma, o Capitulo I dessa dissertacdo, teve o objetivo de estimar a
soroprevaléncia e os fatores de risco da leishmaniose visceral canina (LVC) na zona
rural do municipio de Patos, semidrido paraibano, e avaliar os testes sorologicos
preconizados pelo MS.

Devido a necessidade de um diagndstico de triagem de alta sensibilidade e
especificidade, pratico, rdpido e de facil manipulagdo, o Capitulo II descreve a
padronizacdo de um Teste de Soroaglutinacio em Latex utilizando a proteina

recombinante HSP70.
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Aspectos epidemioldgicos da leishmaniose visceral canina na zona rural do municipio de Patos,
semiarido paraibano, e analise das técnicas de diagnéstico sorologicol

Raizza B.S. Silva?, Rodrigo S. Mendes?, Vanessa L. Santana?, Heitor C. Souza3, Tereza E.F. Rotondano#, Catarina P.S.
Ramos?, Almir P. Souza?, Paulo P. Andrade® e Marcia A. Melo?*

3. 1 ABSTRACT.- Silva R.B.S., Mendes R.S., Santana V.L., Souza H.C., Rotondano T.E.F., Ramos C.P.S., Souza A.P.,
Andrade P.P. & Melo M.A. 2014. [Epidemiological aspects of canine visceral leishmaniasis in the county of
Patos, in Paraiba State semiarid region, and analysis of serological diagnostic techniques.] Aspectos
epidemiolégicos da leishmaniose visceral canina no semiarido paraibano e analise das técnicas de diagnostico.
Pesquisa Veterindria Brasileira. 00(0):00-00. Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria (PPGMV),
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos, PB. Av. Universitaria, s/n. Bairro Sta.
Cecilia, Patos - PB, CEP: 58.708-110, Brasil. E-mail: marcia.melo@pg.cnpg.br

Visceral leishmaniasis is caused by Leishmania infantum chagasi in Brazil. It is a chronic disease and
often a fatal zoonosis. It is considered as a serious worldwide public health problem and recognized by the World
Health Organization as one of seventeen “Neglected Tropical Diseases”. This study was conducted between 2012
and 2013, in the county of Patos, in Paraiba State semiarid region. The main purposes were to estimate the
prevalence and the risk factors of canine visceral leishmaniasis (CVL) and to evaluate the performance of
serological tests. Serological prevalence was determined using three techniques (ELISA, IFA and DPP
chromatographic immunoassay - Dual Path Platform). ELISA was the golden standard, since it is the
confirmatory test for CVL as established by the Brazilian Ministry of Health. 362 blood samples were collected;
samples were considered positive if they were reactive in at least two serologic tests. An epidemiological
questionnaire was applied to the dog owner to identify risk factors associated to CVL. The seroprevalence was
11.33% (41/362). Chromatographic immunoassay DPP showed a sensitivity of 58% (95%, CI: 0.43 to 0.72) and
specificity of 96% (95%, CI: 0.93-0.98), with a Kappa index of 0.5. The IFA had a sensitivity of 85% (95%, CI: 0.72
to 0.94), specificity of 99% (95%, CI: 0.98 to 1) and Kappa value of 0.8. The risk factor identified in the
multivariate analysis was gender (OR = 2.06 [1.05 to 4.03]), male dogs having 2.06 times more chance to get
infected. The increased likelihood can possibly be explained by the use of male dogs for hunting and as guard
dog, two factors that may increase dog exposure to infected sandflies. The prevalence of canine visceral
leishmaniasis has increased considerably in the city of Patos compared to a survey conducted previously: in
2000, the prevalence was 1.97% among a sample of 2379 dogs, indicating the need of control measures. The
results demonstrate that the Chromatographic immunoassay (DPP-Dual Path Platform) is not the best technique
for screening positive animals due to its low sensitivity.

INDEX TERMS: neglected disease, endemic, Kinetoplastidae, Leishmania spp., Northeast.

3.2 RESUMO.- A leishmaniose visceral é causada, no Brasil, pela Leishmania infantum chagasi. E uma zoonose
cronica e, frequentemente, fatal, sendo considerada um grave problema de saide publica no mundo e
reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saide como uma das dezessete “Doencas Tropicais Negligenciadas”. O
presente estudo foi realizado entre os anos de 2012 e 2013, na zona rural do municipio de Patos, semiarido
paraibano, com o objetivo de estimar a prevaléncia, os fatores de risco da leishmaniose visceral canina (LVC) na
regido e avaliar o desempenho dos testes sorolégicos. Foram coletadas 362 amostras de sangue e a prevaléncia
soroldgica foi determinada através de trés técnicas (ELISA, RIFI e Teste Imunocromatografico DPP - Dual Path
Plataform), sendo consideradas positivas as amostras que apresentaram pelo menos dois testes reagentes.
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2 Programa de P6s-Graduagido em Medicina Veterinaria (PPGMV), Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus de Patos, PB. Av. Universitaria, s/n. Bairro Sta. Cecilia, Patos - PB, CEP: 58.708-110, Brasil.
*Autor para correspondéncia: marcia.melo@pgq.cnpg.br
3 Curso de Graduacgdo em Medicina Veterinaria, UFCG, Campus de Patos, PB.
4 Departamento de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Pernambuco, Avenida Professor Moraes Rego,
s/n, Cidade Universitaria, Recife, PE, CEP 50.670-901, Brasil.
5 Laboratoério de Processos e Produtos Biotecnoldgicos (LPPB), Instituto de Ciéncias Biologicas. Universidade de
Pernambuco (UPE), Rua Ambroésio Marques, 310, Santo Amaro, Recife, PE, CEP 50.100-130, Brasil.
6 Departamento de Genética, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Professor Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Recife, PE, CEP 50.732-970, Brasil.



mailto:raizzabss@hotmail.com

17

Aplicou-se um questiondario epidemiolégico aos proprietarios para identificagdo dos possiveis fatores de risco. A
soroprevaléncia encontrada foi de 11,33% (41/362). Considerou-se o ELISA como padrio ouro, ja que é o teste
confirmatdrio de para a LVC pelo Ministério da Sauide. O DPP apresentou sensibilidade de 58% (95% IC: 0,43-
0,72) e especificidade de 96% (95% IC: 0,93-0,98), com indice Kappa de 0,57. A RIFI apresentou sensibilidade de
85% (95% IC: 0,72-0,94), especificidade de 99% (95% IC: 0,98-1) e valor Kappa de 0,88. O fator de risco
identificado na analise multivariada por regressio logistica multipla foi o sexo (OR = 2,06 [1.05-4.03]) e os cies
machos apresentam 2,06 vezes mais chances de apresentar a doenga, que pode ser justificado por serem mais
utilizados para a ca¢a e como cio de guarda, dois fatores que aumentam a exposicdo do animal ao fleb6tomo. A
prevaléncia da leishmaniose visceral canina aumentou consideravelmente no municipio de Patos comparado ao
levantamento realizado em 2000, com 2379 animais, em que a prevaléncia foi de 1,97%, o que indica a
necessidade de medidas de controle. Os resultados da comparacdo dos ensaios sorolégicos demonstram que o
DPP (Dual Path Plataform) ndo é a melhor técnica para triagem dos animais positivos em funcdo da baixa
sensibilidade do método.

TERMOS DE INDEXACAO: doenca negligenciada, endemia, Kinetoplastidae, Leishmania spp., Nordeste.
3.3 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose cronica e frequentemente fatal, considerada um grave problema de
saude publica no mundo e reconhecida pela Organizagdo Mundial de Saiide como uma das dezessete doencas
tropicais negligenciadas. No Brasil é causada pela Leishmania infantum chagasi, o principal vetor é o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis e o cdo é o reservatdrio doméstico (WHO 2014).

0 nordeste brasileiro é a regido com a prevaléncia mais alta de leishmaniose visceral humana (LVH) e
canina (LVC) no pais (Bavia et al. 2005). Varios fatores estdo associados a prevaléncia, porém, sdo bastante
controversos (Belo et al. 2013). Na Paraiba, pouco se sabe sobre a prevaléncia real da LVC nos municipios e quais
os fatores de risco associados a infec¢do.

Apesar da grande variedade de métodos diagndsticos disponiveis, no Brasil, os testes soroldgicos
autorizados e recomendados pelo Ministério da Saide (MS) possuem sensibilidade e especificidade bastante
variaveis. Em 2011, o MS substituiu a Reacdo de imunofluorescéncia indireta - Bio-Manguinhos (RIFI®) pelo
Teste Imunocromatografico Dual Path Plataform (DPP, Bio-Manguinhos) como teste de triagem e o ELISA® -
(Kit EIE Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos) como teste confirmatdrio (Brasil 2011). Falhas nos
resultados destes testes podem causar a elimina¢do animais ndo infectados, e, por outro lado, ndo detectar casos
positivos, favorecendo a dissemina¢io da doenga.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os fatores de risco da leishmaniose visceral canina na
zona rural do municipio de Patos, Paraiba, e verificar a sensibilidade e a especificidade dos métodos de
diagnostico sorolégico disponiveis.

3.4 MATERIAL E METODOS

0O estudo foi realizado na zona rural do municipio de Patos, terceira maior cidade do estado da Paraiba, localizada
no semiarido paraibano. Para estimativa da prevaléncia da leishmaniose visceral canina, a area estudada foi
estratificada e a amostra total foi constituida de trés estratos amostrais (norte, sul e oeste), com intuito de obter
uma amostragem uniforme da area rural. Sorteou-se de forma aleatéria simples sem reposicdo, um numero pré-
estabelecido de casas por estrato amostral (23% do total de casas) da zona rural (Quadro 1).

Nas casas sorteadas foram realizadas coletas de sangue de todos os cdes domiciliados e aplicado um
questionario epidemiol6gico, para obter-se informagdes sobre parametros e fatores que favorecessem a
disseminacdo da doenca, tais como indicadores socioeconémicos do proprietario (renda familiar e grau de
escolaridade) e indicadores dos fatores de risco da LVC (presenca de outros animais domésticos ou silvestres;
ambiente onde o animal é criado; caracteristicas inerentes aos animais). A coleta das amostras ocorreu entre os
anos de 2012 e 2013. O sangue foi obtido por venopungio cefélica, com o auxilio de seringa de 5 mL BD e agulha
25 X 8 mm BD estéreis e de uso individual. Um total de 5 mL de sangue foi depositado imediatamente em tubo
contendo o anticoagulante citrato de sédio 4%.

Apés a coleta, o material foi encaminhado para o Laboratério de Biologia Molecular do Semiarido do
Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), campus Patos-
PB. Foi retirado um mililitro de sangue total por amostra, feito aliquotas, identificados e congelados a -20°C para
posterior utilizacdo no diagnéstico molecular. As amostras foram centrifugadas a 2000 x g por 10 minutos para
separagdo do plasma, que foi transferido para microtubos de 1,5 mL, identificados e estocados a -202C até a
realizacdo dos ensaios sorolégicos.
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Os testes soroldgicos foram realizados no Laboratério Municipal de Patos-PB, Laboratério Central de
Saude Publica da Paraiba (LACEN/PB), no Laboratério de Referéncia em Taxonomia e Diagnéstico de
Reservatorios Silvestres das Leishmanioses (Instituto Oswaldo Cruz/R]) e no Laboratério de Biologia Molecular
do Semiarido (BIOLMOL/UFCG). As técnicas utilizadas para o diagnoéstico de infec¢do por Leishmania infatum
chagasi nos cies foram: (a) Teste Imunocromatografico DPP (Dual Path Plataform) Leishmaniose Visceral Canina
(Bio-Manguinhos/FIOCRUZ); (b) Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), os soros foram diluidos
serialmente e uma proporc¢io decrescente de 2x (1:10 - 1:320) e testados com antigeno de formas promastigotas
de Leishmania major-like MHOM/BR/76/]OF, o ponto de corte para os titulos sorolégicos foi de 1:40 (kit
Leishmaniose Visceral Canina, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ); (c) ELISA - (Kit EIE Leishmaniose Visceral Canina,
Bio-Manguinhos/FIOCRUZ). Os controles foram estabelecidos a partir de cdes sabidamente infectados e nao
infectados. Para todos os testes foi seguido o protocolo do fabricante. Foram consideradas positivas para LVC as
amostras que foram reagentes em pelo menos dois testes sorolégicos (Brasil 2006).

Os testes moleculares realizados foram a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR convencional) e PCR em
tempo real (qPCR), para confirmacdo das amostras sorologicamente positivas. A extracdo de DNA das amostras
de sangue foi realizada empregando-se o reagente Brazol®, seguindo as recomendagdes do fabricante’. Como
controle positivo da PCR utilizaram-se amostras de DNA extraidas de cultivo de L. infantum chagasi, mantidas em
LIT (Liver Infusion Triptose), e caracterizada pelo perfil de isoenzima realizado no Laboratério de Vigilancia em
Leishmanioses/FIOCRUZ. Apds a extracdo, o DNA foi eluido em 50puL de tampédo TRIS-EDTA (10mM Tris-Cl, pH
7,5 e 1mM de EDTA, pH 8,0) e a concentragio foi medida em espectrofotometro (Eppendorf/BioPhotometer
plus). A amostra foi armazenada em freezer a -202C até o momento do uso.

Para a amplificagdo da sequéncia do minicirculo do kDNA de L. infantum chagasi foram utilizados os
iniciadores LINR4 (5-GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3’) e LIN19 (5-CAGAACGCCCCTACCCG-3’), que amplificam
um produto de 720 pares de base (pb) (Aransay et al. 2000). A rea¢do de amplificacdo continha 2 Ul de Taq DNA
polimerase, 10mM Tris-HCl, pH 9,0; 50mM KCI; 50mM MgCl2 e 10uM dNTP. Cada reacgdo foi realizada com a
adigdo de 5pL do DNA extraido de cada amostra teste e 0,5uM de cada iniciador para um volume final de 20uL. A
termociclagem foi realizada em termociclador (Biocycler), seguindo as seguintes etapas: desnaturacio inicial de
5 minutos a 96°C seguida de 33 ciclos de 30 segundos a 952C, 30 segundos a 582C, e 1 minuto a 722C, seguido por
um passo de extensao final por 7 minutos a 722C. Os produtos de DNA foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,2%, por 50 minutos a uma voltagem de 80V e corrente de 400mA. Os produtos amplificados foram
corados com brometo de etidio a 0,5pg/mL, visualizados em transiluminador.

A gPCR foi feita usando o termociclador da Bioer Technology. Os primers especificos Linf.1-23F (5’-
TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3") e Linf.1-154R (5-TTACACCAACCCCCAGTTTC-3’) foram sintetizados de acordo
com Cavalcanti et al. (2009) que amplificam um fragmento de 132 pb. Reagdes de 13pL incluiam 2pL de DNA das
amostras, 1mM de cada primer e 6puL. de SYBR® Green PCR Kit (Qiagen). A reacdo foi realizada usando uma etapa
de desnaturacdo inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificagcdo de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. Controles positivos e negativos contendo ou ndo o DNA de isolados de Leishmania spp. foram
incluidos. O software usado para a analise dos resultados foi o LineGeneK (versdo 4.2.00).

Os calculos estatisticos foram realizados com o programa SPSS 20.0 for Windows, com nivel de
significancia de 5%. As frequéncias relativa e absoluta dos animais reagentes na sorologia foram definidas por
analise estatistica descritiva. A concordancia dos resultados obtidos nas técnicas sorolégicas foi avaliada através
da sensibilidade, especificidade e do indicador Kappa (k), conforme Andrade & Zicker (1997). Considerou-se o
ELISA como padrdo ouro, ja que é o teste confirmatorio para o Ministério da Saidde (Brasil 2011). Para identificar
os fatores de risco associados a soropositividade foi realizada a andlise univariada através do teste qui-quadrado
de Pearson, ou Exato de Fisher quando necessario. Cada variavel independente foi cruzada com a variavel
dependente e as que apresentaram valor de p < 0,20 (Zar 1999) foram selecionadas para a andlise multivariada,
utilizando-se a regressao logistica multipla (Hosmer & Lemesho 2000).

0 trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Satide e Tecnologia Rural da Universidade
Federal de Campina Grande, sob o protocolo n? 53/2012.

3.5 RESULTADOS

Foi coletado um total de 362 amostras de sangue de cdes da zona rural do municipio de Patos, estado da Paraiba,
e a prevaléncia soroldgica da LVC nessa regido foi de 11,33%, ou seja, 41 dos 362 cdes foram positivos em pelo
menos dois testes soroldgicos. A populagdo estudada era composta por 246 machos (67,96%) e 116 fémeas
(32,04%). Quanto a raga, 94,48% (342 cdes) eram “sem raga definida” (SRD) e desses 39 (11,4%) foram
soropositivo para LVC. Em relagdo ao contato com outros animais, 74,31% tinham contato com outros caes, a
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maioria vivia em ambiente de terra e cimento (66,02%) e 77,90% eram cdes de caga. A técnica sorologica mais
sensivel foi o ELISA, que detectou 48 (13,26%) animais positivos e quatro ficaram na zona cinza (resultado
indeterminado), sendo considerados negativos para esse estudo. A RIFI e o DPP identificaram 42 (11,60%)
animais positivos em cada teste.

O DPP apresentou sensibilidade de 58,33% (95%, IC: 0,43-0,72) e especificidade de 95,54% (95%, IC:
0,93-0,98), com valor Kappa de 0,57, apresentando uma concordancia moderada com o ELISA (padrio ouro). A
RIFI apresentou sensibilidade de 83,33% (95%, IC: 0,70-0,93), especificidade de 99,36% (95%, IC: 0,98-1) e
valor Kappa de 0,87, gerando uma concordancia quase perfeita quando comparado com o ELISA. O valor
preditivo positivo (VPP), que é a probabilidade de ter a doenca se o resultado for positivo, foi de 66,67% para o
DPP e 95,24% para a RIFI. O valor preditivo negativo (VPN), que é a probabilidade de nao ter a doenga quando o
resultado for negativo, foi de 93,75% e 97,50% para DPP e RIF], respectivamente (Quadro 2, 3 e 4).

A PCR convencional realizada a partir das amostras de sangue dos cies positivos na sorologia amplificou
um Unico fragmento de aproximadamente 720pb, confirmando a presenca do parasita no sangue de 18 das 41
amostras testadas (43,9%). Nao foram observadas amplificacdes inespecificas em nenhuma das amostras de
campo. O Unico fragmento amplificado consiste no DNA de cinetoplasto de L. infantum chagasi. Na qPCR o indice
de positivos subiu para 73,17%, 30 das 41 amostras testadas amplificaram um fragmento de 132pb.

Na andlise univariada dos fatores de risco, observou-se associa¢do significativa (p < 0,2) para as
variaveis sexo, contato cies, pequenos ruminantes, bovinos, ratos, ambiente onde vive e acesso a acudes (Quadro
5). Essas variaveis foram submetidas a analise multivariada (regressdo logistica multipla) e o fator de risco
identificado foi o sexo (Odds Ratio = 2,06), em que os cides machos apresentam duas vezes mais chances de
apresentar a doenga (Quadro 6).

3.6 DISCUSSAO

O nordeste brasileiro é a regido com as mais altas taxas de prevaléncia de leishmaniose visceral humana e canina,
que esta em constante crescimento (Bavia et al. 2005). No municipio de Patos (PB) ndo é diferente, a prevaléncia
da LVC aumentou consideravelmente quando se compara o atual estudo (11,33%) ao levantamento realizado em
2000, com 2379 animais da area urbana e rural, cuja soroprevaléncia foi de apenas 1,97%, detectada por ELISA e
RIFI (Melo, comunicagdo pessoal).

A prevaléncia da LVC pode variar bastante entre as diversas localidades no mesmo municipio, o que
sugere que os diversos ecossistemas favorecem a manutencdo dos vetores de forma diferente e, em geral, a
ocorréncia na zona rural é maior do que na zona urbana (Franga-Silva et al. 2003); fato comprovado quando se
compara o atual estudo com o realizado por Porto (2010), que demonstrou que a soroprevaléncia na zona
urbana de Patos foi de 7,2% naquele periodo, tendo como método de diagndstico o ELISA. Entre cidades e
estados do Brasil a variagdo é ainda maior, com valores entre 0,7% em Salvador, na Bahia (Barboza et al. 2009), a
51,6% em Sao Luis, no Maranhdo (Silva-Abreu 2008).

A sensibilidade do DPP, que detecta anticorpos contra rK26 e rK39, foi de apenas 58,33%. O resultado é
preocupante, pois com a tendéncia de aumento de prevaléncia observada nos ultimos anos, e sendo a técnica de
triagem utilizada pelo Ministério da Satide para identificacdo dos animais positivos desde 2011, 42% (IC 95%:
0,28-0,57) dos caes estdo ficando no campo com resultado falso negativo, ou seja, permanecerdo como uma fonte
de infec¢do para o mosquito, favorecendo a disseminacdo da doencga entre os animais e humanos. Vinte animais
positivos no ELISA, que é o ensaio confirmatério do Ministério da Satide, e também na RIF], foram negativos no
DPP. Queiroz Jr. (2011), avaliando o DPP, encontrou um resultado semelhante ao do presente estudo,
sensibilidade de 56,1% e especificidade de 100% quando comparado a RIFI. A sensibilidade variou com o quadro
clinico do animal; elevada apenas para cdes sintomaticos (88,9%), 52,4% em animais oligossintomaticos e de
12% em assintomaticos. Grimaldi Jr. et al. (2012) também obtiveram resultados parecidos: cdes sintomaticos
com 98% de sensibilidade e assintomaticos com 47%.

Em estudo realizado por Santis et al. (2013) o DPP teve um melhor desempenho (sensibilidade de
68,42%, especificidade de 87,5%), mostrou-se mais sensivel, mais especifico e com maior confiabilidade do que o
ELISA e a RIF], tendo como padrdo ouro o parasitolégico direto. Este fato pode ser em funcao da comparagao
com o parasitologico, que possui a sensibilidade mais baixa do que qualquer outro método sorolégico devido as
caracteristicas intrinsecas da técnica.

A RIFI apesar de utilizar antigeno bruto (promastigotas de L. major-like) apresentou um baixo indice de
falsos positivos, apenas dois animais reagiram na imunofluorescéncia sendo negativos no ELISA, determinando
uma especificidade de 99,37% e sensibilidade de 85,11%. Segundo Schwanke et al. (2014) além da
especificidade, a sensibilidade da RIFI pode ser influenciada pela natureza do antigeno.

Alguns animais positivos na sorologia foram negativos na PCR convencional e na PCR em tempo real.
Isso pode acontecer devido a alguns fatores, como: (a) baixa quantidade de parasita circulante no sangue no
momento da coleta, ja que a densidade de Leishmania spp. no sangue periférico é baixa e a parasitemia é
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provavelmente episédica (Fichoux et al. 1999); (b) inibidores da PCR presentes no sangue, que podem afetar a
sensibilidade do ensaio (Reithinger et al. 2003); (c) fatores relacionados aos primers, o protocolo de extracdo do
DNA e o tipo de amostra utilizada (Lachaud et al. 2001, Reithinger et al. 2000); (d) permanéncia de anticorpos
circulantes no sangue periférico mesmo apds a eliminagdo do parasita; (e) reacdes cruzadas da sorologia com
outros patogenos (Cabral 2007). A sensibilidade da PCR é maior em amostras de DNA extraidas de medula 6ssea,
baco e linfonodos, contudo a coleta dessas amostras in vivo é muito invasiva (Cabral 2007). Segundo Gomes et al.
(2007) e Maia et al. (2009), a PCR a partir do DNA de sangue total de caes é apropriada para a confirmacdo dos
exames sorologicos, em estudos epidemiolégicos a campo, programas de vigilancia e controle da leishmaniose.
Porém, tal afirmacdo ndo é confirmada pelos dados do presente estudo, em que as duas técnicas de PCR
utilizadas nao foram capazes de detectar todas as amostras positivas; associado a isso, € uma técnica laboriosa e
dispendiosa para ser usada em larga escala, como é o caso de inquéritos epidemioldgicos.

A variavel sexo foi apontada como fator de risco para a LVC: cies machos apresentaram duas vezes mais
chances de ter a doenga. Em uma revisao sistematica sobre os fatores de risco associados a LVC desenvolvido por
Belo et al. (2013), foi visto que as variaveis associadas a doenca sio bastante controversas e que vinte e trés
publicagdes associam a LVC com sexo. Estudos epidemioldgicos realizados em Tocantins (Santos et al. 2008), em
Pernambuco (Dantas-Torres et al. 2006), na Crodacia (Zivicnjak et al. 2005) e na Espanha (Fisa et al. 1999)
apresentam uma maior prevaléncia da doenc¢a em cdes machos. Zivicnjak et al. (2005) apontaram que diferencas
na prevaléncia poderiam ser devido a riscos distintos na exposicdo e/ou aumento na mortalidade feminina
devido a gravidez e amamentacdo, resultando em uma maior renovagdo da populacdo de fémeas. No presente
estudo, varios cdes machos eram utilizados para a caca e normalmente é o sexo preferido como cdo de guarda,
dois fatores que aumentam a exposicdo do animal ao fleb6tomo.

3.7 CONCLUSAO

A soroprevaléncia para leishmaniose visceral canina aumentou na zona rural do municipio de Patos-PB e
associada a maior exposicdo do cdo aos flebétomos. Os resultados da comparacdo dos ensaios sorologicos
demonstram que o DPP ndo é a melhor técnica para triagem em func¢do da baixa sensibilidade do método.
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Quadro 1. Dados censitarios das casas e total de cies por estrato amostral da zonal rural do municipio de
Patos, Paraiba

Estratos Amostrais Total de casas? Casas amostradas Total de cies
Norte 358 83 99
Sul 575 133 162
Oeste 334 78 101
Total 1267 294 362

a Dados obtidos do SIAB, SMS, DAB.

Quadro 2. Valores absolutos e porcentagens (%) de amostras positivas e negativas no ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA), padrio ouro, e no teste imunocromatografico DPP (Dual Path
Plataform) para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina na zona rural do municipio de Patos,

Paraiba
DPP
Reagente Nao Reagente Total
(%) (%)
ELISA Positivo 28 (7,73%) 20 (5,53%) - FN 48
Negativo 14 (3,87%) - FP 300 (82,87%) 314
Total 42 320 362

FN- Falso- negativo; FP- Falso- positivo.

Quadro 3. Valores absolutos e porcentagens (%) de amostras positivas e negativas no Ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA), padrio ouro, e na reaciao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
o diagnéstico da leishmaniose visceral canina na zona rural do municipio de Patos, Paraiba

RIFI
Reagente Nao Reagente Total
(%) (%)
ELISA Positivo 40 (11,05%) 8(2,21%) - FN 48
Negativo 2 (0,55%) - FP 312 (86,19%) 314
Total 42 320 362

FN- Falso- negativo; FP- Falso- positivo.

Quadro 4. Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e Negativo (VPN), com intervalo
de confianca de 95%, indice Kappa e suas respectivas concordancias, do Teste Imunocromatografico DPP
(Dual Path Plataform) e da Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI), tendo como padrao ouro o
Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA)

Sensibilidade Especificidade indice Conclusio da
Teste (IC95%) (IC95%) VPP VPN Kappa Replicabilidade
58,33% 95,54% o o
DPP (0,43-0,72) (0,93-0,98) 66,67% 93,75% 0,57 Moderada
0, )
RIFI 83,33% 99,36% 95,24% 97,50% 0,87 Quase Perfeita

(0,70-0,93) (0,98-1)
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Quadro 5. Analise univariada dos possiveis fatores de risco associados a Leishmaniose Visceral Canina na
zona rural de Patos, Paraiba.

Variavel N2 total de Animais positivos ~ Valor de p
animais (%)

Grau de Escolaridade
Analfabeto 1 0 (0%) 0,932
1° Grau 179 20 (11,2%)
2° Grau 182 21 (11,5%)
3° Grau 0 0 (0%)

Renda familiar
Até 1 Salario Minimo 67 5(7,5%) 0,541
1 a 2 Salarios Minimos 247 30 (12,1%)
Mais de 2 Salarios Minimos 48 6 (12,5%)

Sexo
Macho 246 22 (8,9%) 0,037*
Fémea 116 19 (16,4%)

Idade (Meses)
3-6 10 2 (20%) 0,503
7-12 55 8 (14,5%)
13-24 117 16 (13,7%)
25-48 65 7 (10,8%)
49 -72 77 6 (7,8%)
Acima de 72 38 2 (5,3%)

Raca
CRD 20 2 (10%) 0,847
SRD 342 39 (11,4%)

Tipo de criacdo
Domiciliar 1 0 (0%) 0,813
Semi-domiciliar 119 12 (10,1%)
Solto 242 29 (12%)

Contato com animais
Nio 20 3 (15%) 0,594
Sim 342 38 (11,1%)

Contato com equideos
Nio 354 41 (11,6%) 0,307
Sim 8 0 (0%)

Contato com silvestres
Nio 268 29 (10,8%) 0,609
Sim 94 12 (12,8%)

Contato com felinos
Nao 157 20 (12,7%) 0,458
Sim 205 21 (10,2%)

Contato com caes
Nao 93 7 (7,5%) 0,180*
Sim 269 34 (12,6%)

Contato com suinos
Nao 326 38 (11,7%) 0,621
Sim 34 3(8,8%)

Contato com pequenos ruminantes
Nao 142 11 (7,7%) 0,084*
Sim 220 30 (13,6%)

Contato com bovinos
Nio 93 7 (7,5%) 0,180*
Sim 269 34 (12,6%)

Contato com aves
Nao 336 26 (11%) 0,800
Sim 126 15 (11,9%)

Contato com ratos
Nio 348 41 (11,8%) 0,173*




Sim 14 0 (0%)
Ambiente onde é criado

Terra 82 5(6,1%) 0,113*
Cimento 41 3 (7,3%)
Terra e Cimento 239 33 (11,3%)

Limpeza do loca
Nio 175 17 (9,7%) 0,349
Sim 187 24 (12,8%)

Frequéncia de limpeza
Diaria 0 0 (0%) 0,612
Semanal 20 3 (15%)
Quinzenal 167 21 (12,6%)
Mensal 0 0 (0%)
Nunca 175 17 (9,7%)

Vacinacao
Nio 0 0 (0%) -
Sim 362 41 (11,3%)

Qual vacina
Apenas Antirrabica 353 40 (11,3%) 0,984
Apenas Contra Viroses 0 0 (0%)
Ambas 9 1(11,1%)

Vermifugacdo
Nio 62 6 (9,7%) 0,653
Sim 300 35(11,7%)

Presenca de carrapatos
Nao 325 38 (11,7%) 0,515
Sim 37 3(8,1%)

Animal de caga
Nao 80 6 (7,5%) 0,221
Sim 282 35 (12,4%)

Acesso a agudes
Niao 71 5(7%) 0,204
Sim 291 36 (12,4%)

Ja ficou doente
Néao 346 39 (11,3%) 0,880
Sim 16 2 (12,5%)

Qual doenga?
Nenhuma 346 39 (11,3%) 0,880
Erliquiose 16 2 (12,5%)

Acesso a Zona Urbana
Néao 90 8 (8,9%) 0,417
Sim 272 33 (12,1%)

* Variaveis usadas na regressao logistica multipla.

Quadro 6. Fator de risco associados a Leishmaniose Visceral Canina na zona rural de Patos, Paraiba,
estimado por regressio logistica miltipla.

Fatores de risco 0dds ratio IC95% Valorde p
Sexo 2,0620 1.05-4.03 0,0343
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4.1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento e padronizacdo de um teste de
Soroaglutinagdo em Létex utilizando uma proteina recombinante HSP70 de Leishmania
infantum chagasi para o diagnodstico da leishmaniose visceral canina. Quarenta amostras
de soro, 20 positivas e 20 negativas, foram testadas na soroaglutinacdo em latex em trés
dilui¢des diferentes. Os melhores resultados foram obtidos na diluicdo do soro em 1:4,
com sensibilidade de 75,0% e especificidade de 90,0%. O teste de Soroaglutinacdo em
Litex € um bom método de diagndstico de triagem por ser rdpido e de facil
manipulagdo; a utilizagdo do antigeno purificado poderd aumentar a sensibilidade do

ensaio.

Palavras-chave: calazar; doenca negligenciada; HSP70; proteina recombinante

Development and standardization of test serum agglutination in latex for diagnosis

of canine visceral leishmaniose: preliminary data

4.2 ABSTRACT

The objective of this study was to develop a Latex Agglutination Test using a

recombinant protein of Leishmania infantum chagasi for diagnosis of canine visceral
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leishmaniasis. Forty sera samples, 20 positive and 20 negative, were tested in the latex
agglutination test in three different dilutions. The best results were in 1:4 dilution of
sera, with sensitivity of 75,0% and specificity of 90,0%. The Latex Agglutination Test
is a simple and quick method for screening of canine visceral leishmaniasis and the use

of purified antigen could enhance the sensitivity of the assay.

Key words: Kala-azar; neglected diseases; HSP70; recombinant protein

A leishmaniose visceral (LV) € causada por protozodrios intracelulares e no
Brasil é causada pela Leishmania (L.) infantum chagasi. E uma doenca parasitdria, de
carater zoondtico e, por isso, de grande importancia para a Saide Piblica (WHO, 2014).

As medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saide (MS) sdo
baseadas no controle do reservatorio canino (diagndstico sorologico e eutandsia de caes
positivos), no controle do vetor (aplicacdo de inseticidas) e no diagndstico precoce e
tratamento adequado em humanos (BRASIL, 2014). Porém, os nimeros de casos de
leishmaniose visceral no Brasil estdo em constante crescimento, o que demonstra que as
medidas de controle nio estdo sendo eficazes (BRASIL, 2011b).

A doenca ¢é caracterizada pela grande producdo de anticorpos e o estimulo de
linfécitos B policlonais favorece a utilizacao de técnicas soroldgicas para o diagndstico,
evitando os métodos parasitoldgicos, que s@o invasivos e levam riscos aos pacientes
(GONTITJO e MELO, 2004). A ocorréncia de reagdo cruzada na sorologia com outras
doencas diminui com a utiliza¢do de antigenos recombinantes especificos. Atualmente,
duas proteinas recombinantes de Leishmania, a K39 e a HSP70, sao utilizadas como
antigenos em testes soroldgicos para o diagnostico da LV. Os diagndsticos preconizados
pelo MS sdo o teste Imunocromatografico DPP (Dual Path Plataform) e o ensaio
imunoenzimético (ELISA-EIE), desenvolvidos pela Bio-Manguinhos (BRASIL, 2011a).

O emprego de aglutinacdo de particulas de poliestireno (latex) sensibilizadas
com antigeno especifico tem facilitado o diagndstico de vérias doencas infecciosas. Para
o diagndstico da leishmaniose visceral canina hd alguns relatos: Dereure et al. (1998)
utilizaram antigeno total solivel e Akhoundi et al. (2013), utilizando antigeno A2

purificado, relataram elevadas sensibilidade e especificidade.
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O presente trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento e a
padronizacdo de um teste de soroaglutinagdo em liatex para o diagndstico da
leishmaniose visceral canina, baseado na detec¢do de anticorpos contra a proteina
recombinante HSP70.

O gene que codifica a fracdo carboxi-terminal da proteina HSP70 foi clonado no
plasmideo p-bluescript e inserido na bactéria Escherichia coli DH5a. A bactéria
transformada foi cultivada por 18 horas a 37°C em meio Luria Bertani (LB)
suplementado com ampicilina (100pg/mL). Para indugdo da expressdo da proteina, foi
adicionado ao meio IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) 0,5M, um andlogo da lactose
que inativa o repressor lacZ, induzindo a transcri¢cdo do operon lac e a producdo da
proteina.

Para avaliacdo da expressdao da proteina e sua antigenicidade foi realizada a
técnica de Western Blot (WB) de acordo com Ausubel (2002), com gel de corrida de
poliacrilamida na concentracdo de 12% (p/v). A transferéncia para membranas de
nitrocelulose foi realizada pelo sistema semi-Umido. O marcador de peso molecular
possuia proteinas na faixa de 14,4 a 212 KDa (K494, Protein MW Marker, Amresco
LLC, EUA).

A sensibilizacdo do latex se deu através da adsorc¢do fisica, seguindo o protocolo
de Garcia et al. (2013). As pérolas de latex (Polybead® Carboxylate Red Dyed
Microspheres 1.00um. Polysciences, Inc.) fornecidas em suspensdo a 2,6%, foram
diluidas para 1% em tampao acetato de sodio 0,IM (pH 5,0). A adsorcdo do latex foi
realizada com a adicao de 2,5 mL do antigeno (proteina recombinante HSP70) para cada
500 pL do latex a 1%, e mantido sob agitacdo constante (50 rpm) por cinco horas, em
temperatura ambiente. Em seguida, o latex sensibilizado foi centrifugado a 1000 x g por
dez minutos e lavado com tampdo borato de sodio 0,002M (pH 8,0). O latex foi
ressuspenso em tampao borato para um volume final de 1 mL. Foram adicionados 1%
de soro albumina bovina e 0,01% de azida sddica, com a finalidade de saturar os locais
ndo revestidos pelo antigeno para evitar reacio inespecifica e para conservagdo do latex
sensibilizado, respectivamente. O l4tex sensibilizado foi mantido refrigerado a 4°C até o
momento do uso.

Quarenta amostras de soro canino, 20 positivas e 20 negativas, foram testadas na

Soroaglutinagdo em Létex (SAL). Sendo as amostras consideradas positivas quando
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eram reagentes nos trés testes e negativas, quando ndo reagentes nos trés testes: (a)
Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimdtica (ELISA S7 — Biogene Ind. Com. Ltda, Recife,
PE), (b) Teste Imunocromatogrifico DPP (Dual Path Plataform) Leishmaniose Visceral
Canina (Bio-Manguinhos), e (c) Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real
(gPCR). O padrao ouro utilizado foi o conjunto de testes, j4 padronizados. Os soros
testados foram diluidos em 1:2, 1:4 e 1:8 em solug@o de diluicdo.

No momento da realizacdo do teste, o soro e o latex eram previamente deixados
em temperatura ambiente. A reacdo de SAL se dava a partir da mistura de quantidades
iguais de soro diluido e latex sensibilizado (15uL), homogeneizada por movimentos
circulares em placas de vidro com auxilio de bastdo durante dois minutos. A leitura final
era realizada apds 4 minutos. O soro foi considerado reagente quando houve a formacgao
de grumos de qualquer intensidade e o que permaneceu homogéneo foi considerado
negativo para calazar canino. No caso de resultados duvidosos, as reacdes eram
repetidas e consideradas como diagndstico negativo caso permanecesse a divida.

Para calcular a especificidade, sensibilidade e o valor kappa do Teste de
Soroaglutinagdo em Latex foram utilizados os programas gratuitos DAG_Stat e
BioEstat 5.0.

A expressdo de uma proteina heteréloga a partir de um segmento de gene
clonado num plasmideo pode frequentemente ser identificada pela andlise das bandas
proteicas obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. Uma expressao
perceptivel do gene clonado pode ser vista como uma banda intensa, inexistente na
bactéria sem o plasmideo, e com o peso molecular (PM) esperado pela construgcdao
recombinante. Com isso, através da coloracdo do gel por Coomassie Brilhant Blue foi
possivel verificar que houve expressao do gene correspondente a regido carboxi-
terminal da HSP70 com um peso molecular entre 31 e 45 kDa (Fig. 1).

Através do WB (Fig. 2), foi possivel verificar: a) ndo houve reacdo inespecifica
entre o soro canino e a E. coli, pois ndo houve aparecimento de bandas na coluna de
DH5a; b) o protocolo foi eficiente, uma vez que as bandas antigénicas de L.infantum
chagasi estao presentes e c) a E. coli clonada com HSP70 esta expressando a proteina,
que € bastante antigénica e foi reconhecida pelo pool dos soros de cdes positivos para

calazar.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida a 12% corado com Coomassie Brilhant Blue R-250.
Coluna 1 - Escherichia coli selvagem (DH5a), coluna 2 - Leishmania infantum chagasi
e coluna 3 — E. coli clonada (fracdo carboxi-terminal da HSP70/seta) (10 ul de proteina

por pog¢o). O peso molecular (PM) estd indicado em KDa.

Figura 2. Resultado do Western Blot utilizando pool de soros positivos diluidos 1/200.
Seta: banda antigénica da fracdo carboxi-terminal HSP70; L.c.: Leishmania infantum

chagasi; DH5a: Escherichia coli selvagem

O soro que apresentou grumos em qualquer intensidade na SAL foi considerado
positivo e o que permaneceu homogéneo foi considerado negativo para calazar canino

(Fig. 3). Dos 40 soros testados, 27 (17 positivos e 10 negativos) tiveram resultados
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concordantes na diluicdo 1:2, 33 (15 positivos e 18 negativos) na dilui¢do 1:4 e 28 (8
positivos e 20 negativos) em 1:8. Cinco soros sabidamente positivos foram negativos na
diluicao 1:4, desses, dois foram negativos em todas as dilui¢cdes e trés positivos na

diluicao 1:2.

A B

Figura 3. A. Reacgdo de aglutinagdo em latex positiva (formacdo de grumos); B. Reacdo

de aglutinacdo em ldtex negativa (suspensdo permanece homogénea)

As sensibilidades e especificidades do SAL nas diferentes dilui¢des dos soros
foram: dilui¢do 1:2, sensibilidade de 85,0% (95% IC: 0,62 — 0,97) e especificidade de
50,0% (95% 1C: 0,27 — 0,73); dilui¢do 1:4, sensibilidade foi de 75,0% (95% IC: 0,51 —
0,91) e especificidade de 90,0% (95% IC: 0,68 — 0,99); e diluicdo 1:8, sensibilidade de
40,0% (95% 1C: 0,19 — 0,64) e a especificidade de 100,0% (95% IC: 0,83 — 1,00). Os
valores de Kappa foram, respectivamente, 0,35, 0,65, 0,40, quando comparado com o
padrdao ouro, obtendo concordancia razodvel (0,21 a 0,4) nas dilui¢cdes 1:2 e 1:8 e
substancial (0,61 a 0,80) na dilui¢do 1:4, segundo a classificacdo de Thursfield (2007)
(Tab. 1).
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Tabela 1. Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e Negativo
(VPN), com intervalo de confianca de 95%, Valor Kappa e suas respectivas

concordancias, nas diferentes dilui¢des das amostras testadas na Soroaglutinacio em

Latex

Diluigdo Sensibilidade Especificidade Valor Conclusao da
das (%) (%) VPP VBN de  peplicabilidade

Amostras ? 7 Kappa P
1:2 85,0 50,0 62,96 76,92 0,35 Razodvel
1:4 75,0 90,0 88,24 78,26 0,65 Substancial
1:8 40,0 100,0 100,0 62,5 040 Razodvel

Observa-se que a medida que aumenta a diluicdo do soro aumenta a
especificidade, mas, em contrapartida, diminui a sensibilidade, pois ocorre diminui¢do
da quantidade de anticorpos especificos. Tal fato podera ser corrigido com a utilizagcdo
do antigeno purificado.

A sensibilidade e especificidade do teste de SAL foram baixas, quando
comparadas a outros ensaios utilizando o latex para o diagndstico da leishmaniose
visceral canina. Dereure et al. (1998) relatam uma sensibilidade de 93%, especificidade
de 98,9% e kappa igual a 0,883, utilizando antigeno total soldvel, tomando-se como
padrdo o teste de imunofluorescéncia indireta.

Ja Akhoundi et al. (2013) relataram uma sensibilidade de 95.2% (95% IC, 95.0 —
95.4%) e especificidade de 100% (95% IC, 100%) utilizando antigeno A2 purificado,
comparando com o DAT na diluicdo 1/320.

O teste de Soroaglutinagdo em Latex é um bom método de diagndstico de
triagem por ser um teste rdpido e de ficil manipulacdo e a utilizacdo do antigeno

purificado poderd aumentar a sensibilidade do ensaio.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A soroprevaléncia para leishmaniose visceral canina aumentou na zona rural do
municipio de Patos-PB o que indica a necessidade de medidas de controle mais eficazes.
A participacdo efetiva de fatores de risco na leishmaniose visceral canina no Brasil
ainda ¢é dificil de ser estabelecida em funcdo falta de padronizacdo da metodologia
utilizada nos inquéritos epidemioldgicos nas diferentes regides do pais. Quanto as
intervengdes de controle com base no sexo do cdo, tal medida deve ser recomendada,
porém sdo necessdrias mais investigacdes para confirmar tal associa¢do. Os resultados
da comparacdo dos ensaios sorologicos demonstram que o DPP nao é a melhor técnica
para triagem em funcdo da baixa sensibilidade do método.

A proteina recombinante HSP70 de Leishmania (L.) infantum chagasi possui um
grande potencial antigénico e é um antigeno promissor para ser utilizado no teste de
soroaglutina¢do em latex, uma vez que animais infectados produzem uma forte resposta
humoral contra a proteina de choque térmico. O teste de Soroaglutinagdo em Litex € um
bom método de diagndstico de triagem por ser um teste rdpido e de facil manipulagio,
porém o ensaio ainda necessita de ajustes para melhorar a acuricia e de testes na

populacdo real para validagcao da técnica.
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ANEXO 1

NORMAS PARA ELABORACAO DA DISSERTACAO E TESE
PPGMYV - UFCG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

CAMPINA GRANDE

5 oS
VR4 ougs wx 0

CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL CAMPUS DE PATOS
COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM MEDICINA VETERINARIA

NORMA N° 01/2011

Altera a NORMA N° 01/09 de 04 de
fevereiro de 2009 e acrescenta novos
critérios para a elaboracdo e defesa da
dissertacdo e tese do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina Veterinaria do
Centro de Saidde e Tecnologia Rural da
UFCG.

O Colegiado do Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterindria, no uso de suas
atribui¢cdes, de conformidade com a legislacdo em vigor, e nos termos da Resolugao N°
13/02 do CONSEPE e do seu Regulamento.

RESOLVE:

Art. 1° Decide modificar a redagdo do § 1° do art. 2° da norma 01/2009 e estabelece que
o aluno deva apresentar, antes da defesa, o comprovante de submissdo dos trabalhos da

dissertacdo e tese as revistas Qualis Al, A2, Bl e B2 da CAPES.

§ 1° - O corpo da dissertag@o sera constituido por capitulos, pelo menos dois, e poderdo

ser da seguinte forma:

I - uma revisdo da literatura e um trabalho ja enviado a uma revista cientifica Qualis

citadas no Caput do artigo;

IT - dois trabalhos enviados a revista Qualis citadas no Caput do artigo. 54
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§ 2° - O corpo da tese poderd ser constituido por:

I - trés trabalhos submetidos a revistas cientificas Qualis citadas no Caput do artigo;

IT - dois trabalhos submetidos a revistas cientificas Qualis citadas no Caput do artigo e

uma revisdo da literatura.

§ 3° Os demais itens relacionados com a elaboragdo da dissertacdo deverdo seguir as

normas no Anexo.

Art. 2° A qualificacdo do doutorado devera ser feita em um prazo de 30 (trinta) meses

apos o ingresso do doutorando no Programa.

Art. 3° A presente Norma entra em vigor a partir da data de sua publicacao.

Patos, 03 de junho de 2011.

Prof. Dr. Franklin Riet Correa
Coordenador do PPGMV

NORMAS PARA ELABORACAO DA DISSERTACAO E TESE

O corpo da dissertacdo serd constituido por capitulos, pelo menos dois: 1- Revisdo da
literatura e 2- um trabalho nas normas da revista cientifica Qualis A ou B da CAPES o
qual sera enviado, obedecendo ao prazo maximo de 30 dias apds a defesa.

Ao invés da revisdo de literatura, o aluno podera apresentar outro artigo cientifico, na
mesma linha de pesquisa. A dissertacdo constard, dessa forma, de dois artigos
cientificos, um titulo que abranja os dois artigos, uma introdu¢do e conclusdes
relacionadas aos dois artigos.

O trabalho serd redigido seguindo as normas da revista para a qual serd enviado. A
revisao da literatura, se ndo tiver sido enviada para outra revista, deve seguir as mesmas
normas que o trabalho a ser enviado, devera ser incluida versd@o em inglés e portugués.
Se a dissertagdo constar de mais de um trabalho original, estes deverdo seguir as normas
das respectivas revistas para as quais serdo enviados.
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Em todos os casos, no final da dissertacdo devem ser incluidas, como anexo, as normas
da (s) revista (s) para as quais os trabalhos serdo enviados. Para a formacdo da
dissertacdo, serd utilizada a folha A4. O estilo da fonte deve ser Times New Roman,
tamanho 12 e espacamento 1,5 entre as linhas.

Na capa serd incluido o nome da instituicao, abaixo o titulo, ao lado direito a descri¢do
da dissertagdo sem constar a drea, abaixo o nome do mestrando e por tltimo o nome da
cidade, Estado e data. A contracapa serd constituida da mesma forma da capa,
acrescentando-lhe apenas o nome do orientador e no verso, a ficha catalografica.

No caso do aluno optar pela apresentacdo deverd ser incluida uma introdu¢do com uma
explicacdo dos dois trabalhos. No final, ap6s o tltimo capitulo deverdo ir as conclusdes
do(s) trabalho(s). Tanto na apresentacdo quanto nos diferentes capitulos e conclusdes,
nos exemplares para a defesa da dissertacdo deve ser incluido, a direita da folha, a
numeracao das linhas, exceto na versao final.

O sumdrio serd antes da introducdo. As Figuras, Tabelas ou Quadros devem ser
incluidos dentro dos resultados, em folhas separadas, com ndo mais de 4 Figuras,
Quadros ou Tabelas por folha.

N

Um volume deverd ser entregue a coordenacdo 45 dias antes da defesa para ser
encaminhado a um revisor para avaliacao se o mesmo esté apto a defesa.

N

Cinco exemplares da dissertacio devem ser entregues a coordenagdo, no minimo 30
dias antes da defesa. Apds a defesa o mestrando deverd entregar na coordenagdo do
programa 5 (cinco) exemplares da dissertagdo, com pelo menos 2 (duas) em capa dura,
no prazo previsto no regimento (30 dias apds a defesa). Obrigatoriamente deverd
constar a ficha catalogréfica.

Na versao final da dissertacdo ndo deve constar o anexo da cdpia do trabalho em inglés
a ser publicado na revista, mas somente a cOpia do trabalho em portugués. No anexo
deverd constar uma folha mencionando o site da revista em que o artigo serd publicado.
Devera ser entregue na Coordenacdo em separado uma cépia do artigo escrito em
inglés, com as devidas corre¢des da banca, a ser enviado para publicacio.

Agradecimentos e dedicatorias serdo optativos.

Entregar uma cépia em CD da dissertacdo e/ou tese em pdf em um unico arquivo.
Devera ser idéntico a versdo impressa. Nao serd aceito a dissertacdo em mais de um
arquivo.

Patos, 03 de junho de 2011.

Prof. Dr. Franklin Riet Correa
Coordenador do PPGMV
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ANEXO II
NORMAS DO CAPITULO 1

INSTRUCOES AOS AUTORES
PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA
Brazilian Journal of Veterinary Research

Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletrOnica, através do e-mail
<jurgen.dobereiner @ pvh.com.br>, com os arquivos de texto na versdao mais recente
do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacdo disponivel no site da
revista (www.pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo
publicados e ndo considerados para publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser submetidos
conforme as normas de apresentacdo da revista (www.pvb.com.br) e 0 modelo em Word
(PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de apresentacdo, serdao
devolvidos aos autores para a devida adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicacdes (Short communications) sob forma de
“Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de paginas do trabalho enviado,
que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a
metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdo
recebidos para submissdo somente os da drea de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides € conceitos emitidos nos
trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o
direito de sugerir ou solicitar modificacdes aconselhdveis ou necessdrias. Os trabalhos
submetidos sdo aceitos através da aprovacao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicao da revista (impressa e online) e
distribui¢do via correio € cobrada taxa de publicagcdo (page charge) no valor de R$
250,00 por pégina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova final, ao autor
para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacgdo destes dois ultimos), Agradecimentos e
REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteido do trabalho; pormenores de
identifica¢do cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar
sua identificacdo cientifica, como para as citagdes bibliograficas. Em muitos casos isto
significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e abreviar os demais
sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.; Franklin
Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.; Silvana Maria
Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva S M.M.S., ou
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Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto, Silvana M.
Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna
indexacdo, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT deverd ser apresentado com os elementos constituintes do RESUMO
em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos devem ser
seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAQO”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e estudado,
indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e conclusdes. Nos
trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e entre colchetes,
logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdio bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticao do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagdo com animais, deve
constar a aprovacao do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos. Quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado,
médias de vérias repeti¢des. E conveniente, as vezes, expressar dados complexos por
gréficos (Figuras), ao invés de apresentd-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigagdo do autor e da revista de publicé-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de
rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluiré a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabeticamente
pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos os autores, em
caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronolégica quando houver mais
de dois autores), o titulo de cada publicacdo e, abreviado ou por extenso (se tiver
ddvida), o nome da revista ou obra, usando as instru¢cdes do “Style Manual for
Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic
Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Washington, DC) e
exemplos de fasciculos ja publicados (www. pvb.com.br).

2. Na elaboragdo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacdo de fasciculos
recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugdes aos Autores”
(www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha
simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior,
esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas,
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com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As
Figuras (inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto.
Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta
“Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informacdes do
programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
ardbicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
numerac¢do serd continua por todo o trabalho; as notas serdo langcadas ao pé da pagina
em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras
serdo mencionados no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos nimeros e,
sempre que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serao
escritos corridamente em um s6 pardgrafo e ndo deverdo conter citagdes bibliogréficas.

¢) no rodapé da primeira pdgina devera constar endereco profissional completo de todos
os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails dos demais
autores (para eventualidades e confirmacdo de endereco para envio do fasciculo
1mpresso);

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no
trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até trés
autores serdo citados pelos nomes dos trés, € com mais de trés, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndao se distinguirem por esses
elementos, a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras mindsculas ao ano,
em ambos. Trabalhos n3o consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud
Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, serd incluida na lista
uma s6 vez. A menc¢do de comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados € feita no
texto somente com citagao de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos
colocados entre parénteses, ndo se usard virgula entre 0 nome do autor e 0 ano, nem
ponto-e-virgula apds cada ano; a separacdo entre trabalhos, nesse caso, se fard apenas
por virgulas, exemplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos
et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deverd ser apresentada isenta do uso de caixa alta, com
os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrdo
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacdo de seus vdarios
elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas através de
cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como obtidos
(sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em papel ou outro suporte, deverdo ser
anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd
identificada na margem ou no verso, a traco leve de l4pis, pelo respectivo nimero e o
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nome do autor; havendo possibilidade de ddvida, deve ser indicada a parte inferior da
figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das conven¢des adotadas serd
incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-4 o uso de titulo ao alto da figura.
Fotografias deverdo ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel
brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e
fotografias deverdo ser colocados em envelope.

Na versao online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao impressa,
somente quando a cor for elemento primordial a impressdo das figuras podera ser em
cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para que estas
sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com independéncia do texto) e
serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e colocados no final do texto.
Cada um teré seu titulo completo e sera caracterizado por dois tracos longos, um acima
e outro abaixo do cabecgalho das colunas; entre esses dois tracos poderd haver outros
mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tragos verticais. Os sinais de chamada
serdo alfabéticos, recomecando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo
lancadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto
a esquerda.

Pesq. Vet. Bras. 33(7), julho 2013
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ANEXO III
Comprovante de submissao
CAPITULO1

Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira
*Segundo instrug¢des aos autores da PVB

Submissao de artigo para avaliacdo pela Pesquisa Veterinaria Brasileira ¥ ox

marcia.melo@pqg.cnpg.br (marcia.melo@pg.enpg.br]  Adicionar aos contatos ) 29/10/2014 Documentos Acdesw
Para: jurgen.dobereiner@pvb.com.br

Ce: raizzabss@hotmail.com, andrade@ufpe.br, sergio.azevedo @pg.cnpq.br, almir@cstrufeg.edu br, rodrigosouza.mendes@gmail.com, nessavet,,, ¥

l@ 1 anexo (83,9 KB) Qutiook.com Exibigdo Ativa »

B

ASPECTOS EPIDEML.,

Baivar como zip  Salvar no OneDnve

Dr, Jtirgen Dabereiner,

bom dia.

Submetemos o artigo ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO
SEMIARIDO PARAIBANG E ANALISE DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO para avaliacio de
posterior publicagdo na Pesquisa Veterinaria Brasileira.

Atenciosamente,

Marcia Melo

@

2015 Microsoft Termos Privacidade e cockies Dezenvelvedores Portugués (Brasil)



45

ANEXO IV
NORMAS DO CAPITULO II

INSTRUCOES AOS AUTORES
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)

Politica Editorial

O periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia (Brazilian Journal
of Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-line),
¢ editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publicag¢do
de artigos cientificos sobre temas de medicina veterindria, zootecnia, tecnologia e
inspec¢do de produtos de origem animal, aquacultura e dreas afins.

Os artigos encaminhados para publicacio sdao submetidos a aprovagdo do Corpo
Editorial, com assessoria de especialistas da drea (relatores). Os artigos cujos textos
necessitarem de revisdes ou corre¢des serdo devolvidos aos autores. Os aceitos para
publicacdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e
Zootecnia (ABMVZ) citado como Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores siao
responsaveis pelos conceitos e informacgdes neles contidos. Sdo imprescindiveis
originalidade, ineditismo e destinacdo exclusiva ao ABMVZ.

Reproducio de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado € permitida desde que seja corretamente
referenciado. Ndo € permitido o uso comercial dos resultados.

A submissdo e tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente on-line, no endereco
eletronico <www.abmvz.org.br>.

Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis nos enderegos
www.scielo.br/abmvz ou www.abmvz.org.br.

Orientacao para tramitacio de artigos

[J  Toda a tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente pelo Sistema de
publicacdo on-line do ABMVZ no endereco www.abmvz.org.br.

[J  Apenas o autor responsdvel pelo artigo deverd preencher a ficha de submissao,
sendo necessdrio o cadastro do mesmo no Sistema.

[J  Toda comunicacdo entre os diversos atores do processo de avaliacdo e
publicacdo (autores, revisores e editores) serd feita exclusivamente de forma eletronica
pelo Sistema, sendo o autor responsdvel pelo artigo informado, automaticamente,
por e-mail, sobre qualquer mudanga de status do artigo.

1 A submissdo s6 se completa quando anexado o texto do artigo em Word e em pdf
no campo apropriado.

] Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridas no texto e também
enviadas, em separado, em arquivo com extensdao jpg em alta qualidade (minimo
300dp1i), zipado, inserido no campo proprio.

[J  Tabelas e graficos ndo se enquadram no campo de arquivo zipado, devendo
ser inseridas no corpo do artigo.

(]  E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que
cada um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusdo de seu nome no
mesmo submetido.



http://www.abmvz.org.br/
http://www.scielo.br/abmvz
http://www.abmvz.org.br/
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0 O ABMVZ comunicard, via eletronica, a cada autor, a sua participacdo no
artigo. Caso pelo menos um dos autores ndo concorde com sua participagdo como autor,
o artigo serd considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitagio
encerrada.

Tipos de artigos aceitos para publicacio:

[0 Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os
resultados sdo posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo, Abstract,
Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdao (ou Resultados e Discussio),
Conclusoes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de pdginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras. O nimero de
Referéncias nao deve exceder a 30.

[1 Relato de caso

Contempla principalmente as dreas médicas, em que o resultado € anterior ao
interesse de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados nao é planejada.

Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo, Abstract,
Introducgdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes), Agradecimentos
(quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a 10, incluindo tabelas e figuras. O nimero de
Referéncias ndo deve exceder a 12.

] Comunicac¢iao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de
publicacdo, embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo
cientifico.

O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiacdo deve ser compacto,
sem distingdo das secdes do texto especificadas para “Artigo cientifico”, embora
seguindo aquela ordem. Quando a Comunicag¢do for redigida em portugués deve conter
um “Abstract” e quando redigida em ingl€s deve conter um “Resumo”.

O numero de paginas ndo deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras. O nimero de
Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se o Webster s Third New International Dictionary. Para
ortografia em portugués adota-se o Vocabuldrio Ortogrdfico da Lingua Portuguesa, da
Academia Brasileira de Letras.

Formatacao do texto
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O texto NAO deve conter subitens em qualquer das secdes do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior, inferior,
direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em espagcamento
entrelinhas 1,5, em todas as paginas e secdes do artigo (do titulo as referéncias), com
linhas numeradas.

Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do
produto, substincia, empresa e pais.

Secoes de um artigo

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao
ultrapassar 150 digitos.

Autores e Filiacdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu e-
mail devem ser indicados com asterisco.

Nota:
o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiacao.
o texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiacao.

Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000
digitos incluindo os espagos, em um s6 paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar
revisdo de literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem
explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma informacdo. Atencdo
especial as conclusoes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducao. Explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema, sua
pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias,
suficientes para balizé-la.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados.
Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados
deverd constar, obrigatoriamente, o nimero do protocolo de aprovagcdo do Comité de
Bioética e/ou de Biosseguranca, quando for o caso.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separagdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo damtabela
recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo
arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida como Tab seguida de
ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se referir a vdrias tabelas (ex.:
Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho menor
que 12 (o menor tamanho aceito é 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o
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indispensdvel para o seu entendimento. As tabelas devem ser, obrigatoriamente,
inseridas no corpo do texto preferencialmente apds a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, gréifico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.: Figura 1.) e é
referida no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo
se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto,
fotografias e desenhos devem também ser enviadas no formato jpg com alta qualidade,
em um arquivo zipado, anexado no campo préprio de submissdo na tela de registro do
artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto
preferencialmente apds a sua primeira citagao.

Nota:

Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a correspondente
referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As segdes
Resultados e Discussdao poderdao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem
prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

Conclusoes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e
serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussdo, repeti¢do
de resultados e especulacoes.

Agradecimentos. Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas.
Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
indispensdveis. Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ
conforme exemplos:

Como referenciar:
Citacoes no texto
A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrupcdo na
sequéncia do texto, conforme exemplos:
e autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anudrio... (1987/88)

e dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem
cronolédgica ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.
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Citagdo de citagdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situagdes excepcionais pode-se reproduzir a informacgdo j4 citada por
outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao consultado com
o ano de publicagdo, seguido da expressao citado por e o sobrenome do autor e ano do
documento consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

Comunicagdo pessoal. Nao fazem parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se
o sobrenome do autor, a data da comunica¢do, nome da Instituicdo a qual o autor é
vinculado.

Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses
in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet.,n.1, p.13-20, 1984.

Publicacio avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores
etal):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14.,
1974, Sao Paulo. Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del
cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertagao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola
de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

Documentos eletronicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3
autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.
org/critcal 6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald,
1994.  Disponivel em:  <http://www.summit.fiu.edu/  MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.


http://www.summit.fiu.edu/
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Nota:

Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo serdao aceitos
para avaliagdo.

O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos em
diligéncia e/ou “Aguardando liberacdo do autor”, que ndo tenha sido respondido no
prazo dado pelo Sistema.

Taxas de submissao e de publicacio:

Taxa de submissao. A taxa de submissdo de R$50,00 deverd ser paga por meio de
boleto bancério emitido pelo sistema eletronico de submissdo de artigos. Ao solicitar o
boleto bancario, o autor informaré os dados para emissao da nota fiscal. Somente artigos
com taxa paga de submissao serdo avaliados.

Caso a taxa nao seja quitada em até 30 dias serd considerado como desisténcia do autor.

Taxa de publicacdo. A taxa de publicagdo de R$95,00, por pdgina impressa em
preto ¢ R$280,00 por pagina impressa em cores serd cobrada do autor indicado para
correspondéncia, por ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacdo deverd ser
paga por meio de boleto bancdrio emitido pelo sistema eletronico de submissdo de
artigos. Ao solicitar o boleto bancério, o autor informara os dados para emissdo da nota
fiscal.

Recursos e diligéncias:

No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, o0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pdgina(s) do
texto do artigo somente na versao em Word.

No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, o
mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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ANEXO V
Comprovante de submissao
CAPITULO I1

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

[ABMVZ] - Status do Trabalho alterado na Revista ABMVZ - ID 8099,/2014 M ox

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia ? ABMVZ - Publicacoes Online  Adicionar aos cantatos 26/11/2014 Agbes v

Para: raizzabss@hotmail.com, abmvz@abmvz.org.br ¥

[PORTUGUES]

Esta é uma mensagem automatica. Guarde este e-mail para referéncia. N&o responda a este email. Para contato use abmvzartigo@ abmvz.org.br

Prezado(a) Senhor(a),

Informamos que o status do manuscrito "Padronizacdo de um teste de Soroaglutinagdo Répida em Latex para diagndstico da leishmaniose visceral canina /
Standardization of a test serum fast agglutination in latex for diagnosis of canine visceral leishmaniose" mudou para: Aguardando avaliagdo do Comité
Editorial

Acesse http://www.abmvz.org.br para acompanhar a tramitagdo do seu trabalho.

Atenciosamente

Editor do ABMVZ



