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Analise TG-ROC de testes
de imunofluorescéncia no
diagnostico de leishmaniose
visceral canina

TG-ROC analysis of
immunofluorescence assays in
canine visceral leishmaniasis
diagnosis

RESUMO

OBJETIVO: Analisar a acuracia do diagnostico de dois protocolos de
imunofluorescéncia indireta para leishmaniose visceral canina.

METODOS: Cies provenientes de inquérito soroepidemiologico realizado em
area endémica nos municipios de Aracatuba e de Andradina, na regido noroeste
do estado de Sao Paulo, em 2003, e area ndo endémica da regido metropolitana
de Sao Paulo, foram utilizados para avaliar comparativamente dois protocolos
da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para leishmaniose: um
utilizando antigeno heterdlogo Leishmania major (RIFI-BM) e outro utilizando
antigeno homologo Leishmania chagasi (RIFI-CH). Para estimar acuricia
utilizou-se a analise two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC). A
analise TG-ROC comparou as leituras da dilui¢@o 1:20 do antigeno homoélogo
(RIFI-CH), consideradas como teste referéncia, com as dilui¢des da RIFI-BM
(antigeno heter6logo).

RESULTADOS: A diluicdo 1:20 do teste RIFI-CH apresentou o melhor
coeficiente de contingéncia (0,755) e a maior for¢a de associacdo entre as
duas variaveis estudadas (qui-quadrado=124,3), sendo considerada a diluigao-
referéncia do teste nas comparacdes com as diferentes dilui¢des do teste RIFI-
BM. Os melhores resultados do RIFI-BM foram obtidos na dilui¢do 1:40,
com melhor coeficiente de contingéncia (0,680) e maior forga de associa¢do
(qui-quadrado=80,8). Com a mudanga do ponto de corte sugerido nesta analise
para a dilui¢ao 1:40 da RIFI-BM, o valor do pardmetro especificidade aumentou
de 57,5% para 97,7%, embora a dilui¢do 1:80 tivesse apresentado a melhor
estimativa para sensibilidade (80,2%) com o novo ponto de corte.

CONCLUSOES: A analise TG-ROC pode fornecer importantes informagdes
sobre os testes de diagnosticos, além de apresentar sugestdes sobre pontos de
cortes que podem melhorar as estimativas de sensibilidade e especificidade
do teste, e avalia-los a luz do melhor custo-beneficio.

DESCRITORES: Leishmaniose Visceral, diagnostico. Caes.
Imunofluorescéncia. Técnicas de Diagnéstico e Procedimentos.
Sensibilidade e Especificidade. Estudos Soroepidemiologicos.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To analyze the accuracy of the diagnosis of two protocols of
indirect immunofluorescence assays for canine visceral leishmaniasis.

METHODS: Dogs from the seroepidemiological survey conducted in an
endemic area of the cities of Aragatuba and Andradina, in Northwestern Sao
Paulo state, in 2003, and in a non-endemic area of the metropolitan region of
Sao Paulo, were used to assess two protocols of indirect immunofluorescence
assay (IFA) for leishmaniasis: one using a Leishmania major heterologous
antigen (IFA-BM) and another using a Leishmania chagasi homologous antigen
(IFA-CH). Two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC) analysis
was used to estimate accuracy. TG-ROC analysis compared 1:20 dilution
readings of the homologous antigen (IFA-CH), considered as reference test,
with IFA-BM dilutions (heterologous antigen).

RESULTS: The 1:20 dilution used in the IFA-CH test showed the best
contingency coefficient (0.755) and the highest strength of association between
the two variables studied (chi-square=124.3). Thus, it was considered the test
reference dilution in comparisons with different IFA-BM test dilutions. The best
IFA-BM results were obtained from 1:40 dilutions with the best contingency
coefficient (0.680) and highest strength of association (chi-square=80.8). With
the change in the cut-off point, recommended for the IFA-BM 1:40 dilution
in this analysis, the specificity parameter value rose from 57.5% to 97.7%,
even though the 1:80 dilution showed the best sensitivity estimate (80.2%),
with the new cut-off point.

CONCLUSIONS: TG-ROC analysis can provide important information about
diagnostic tests, in addition to offering suggestions on cut-off points that can
improve test sensitivity and specificity estimates and assessing these tests in
terms of the best cost-benefit ratio.

DESCRIPTORS: Leishmaniasis, Visceral, diagnosis. Dogs. Fluorescent
Antibody Technique. Diagnostic Techniques and Procedures. Sensitivity
and Specificity. Seroepidemiologic Studies.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral americana (LVA) atinge 88
paises, dos quais 90% dos casos ocorrem na India,
Bangladesh, Nepal, Sudao e Brasil.?

No Brasil, a LVA ¢é considerada endémica em 19
estados, principalmente na regido Nordeste, onde ocorre
notificagdo de maior niimero de casos e tem apresentado
mudangas no padrao de transmissao.

Inicialmente, considerada doenga predominante
em ambientes rurais e periurbanos, hoje tem sido
registrada em grandes centros urbanos como Rio de
Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP),
Corumba (MS).!00<

No estado de Sao Paulo, o primeiro relato de autoctonia
da doenga humana foi registrado na regido metropoli-
tana de Sao Paulo, em 1978.'° Todavia, na época, ndo
foi possivel identificar reservatdrio e vetor nos elos
da cadeia de transmissdo. Em 1998, no municipio de
Aragatuba, foi detectada a presenga de Leishmania sp.
em exame parasitologico direto de caes com suspeita
clinica de leishmaniose visceral canina (LVC), sendo
posteriormente identificada como Leishmania chagasi.
Estes fatos, aliados a presenca do inseto transmissor,
Lutzomyia longipalpis, notificada em 1997, confir-
maram a autoctonia de LVC em cées na area urbana de

* World Health Organization. Tropical disease research: progress 2003-2004. Seventeenth Programme Report of the UNICEF/UNDP/World
Bank/WHO Special Programme for Research & Training in Tropical Diseases. TDR 2005. Geneva; 2005. (Programme Report, 17). Disponivel

em: http://www.who.int/tdrold/publications/publications/pr17.htm

b Camargo-Neves VLF, Glasser CM, Cruz LL, Almeida RG. Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral Americana do Estado de
Sao Paulo. Sao Paulo: Ministério da Sadde. Secretaria de Estado da Sadde; 2006.
¢ Ministério da Sadde. Departamento de Vigilancia Epidemioldgica. Secretaria de Vigilancia em Satde. Manual de Vigilancia e Controle de

Leishmaniose Visceral; 2006.
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Aragatuba. Em 1999, no mesmo municipio, foi relatado
o primeiro caso humano autdctone neste municipio.®

Em geral, os programas oficiais de vigilancia e controle
de LVC preconizam a realiza¢ao de inquéritos sorolo-
gicos caninos visando conhecer a situagdo epidemiolo-
gica da doenga nas areas com transmissao ativa ou com
potencial de transmissao e simultaneamente a identifi-
cacao dos caes sorologicamente positivos para posterior
eliminagdo.*® Estudos enfatizam a importancia dos
parametros de sensibilidade e especificidade dos testes
quando avaliam o impacto da eliminac@o do co frente
a metodologia sorologica empregada.’ Pesquisas que
avaliaram os resultados obtidos nos inquéritos epide-
miologicos realizados em Belo Horizonte! utilizando
kit feito com o antigeno de Leishmania major, sugerem
que a utilizacdo da reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFT) poderia comprometer a efetividade do
Programa de Controle da LVC por néo estar detectando
animais infectados, em virtude dos resultados falsos
negativos, € a0 mesmo tempo, identificando caes nao
infectados (falsos positivos) com conseqiiente recomen-
dagdo de sua eliminagdo, de acordo com o Programa
de Controle da doenga.

O presente estudo teve por objetivo analisar a acuracia
de dois protocolos da reacdo de imunofluorescéncia
indireta para leishmaniose visceral canina.

METODOS
Os testes foram realizados em dois grupos de amostras.

O grupo A foi constituido por 94 amostras de soros
de caes machos e fémeas de idades e racas diversas,
das quais 74 eram provenientes de inquérito soro-
epidemiolodgico realizado nos municipios de Aragatuba
¢ de Andradina, area endémica da regido noroeste do
estado de Sao Paulo.

Foram acrescentadas 20 amostras de soros de caes
negativos provenientes do municipio de Sao Paulo,
uma area considerada sem transmissdo, na época da
coleta (2003).

Todos os caes foram avaliados quanto ao estado clinico,
além de terem sido avaliados sorologicamente para o
diagnostico de LVC pela RIFI e por exame parasito-
légico direto. Desta forma, os caes do grupo A foram
considerados como populagdo referéncia, dos quais
50 apresentaram diagnosticos positivos classificados
clinicamente como: sintomaticos (30 cies), oligossin-
tomaticos (18 caes) e assintomaticos (dois caes). Havia
24 animais com diagndstico negativo pertencentes a
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area endémica e 20 provenientes de area considerada
nao endémica.

O grupo B foi constituido por 160 amostras pareadas de
soro e sangue, colhidas em papel filtro, de caes prove-
nientes dos mesmos municipios e que participaram de
inquéritos soroldgicos para LVA.

Foram comparados dois testes de RIFI: um utilizando
formas promastigotas de Leishmania major (antigeno
heter6logo), (RIFI-BM, Biomanguinhos, Fiocruz), ¢ o
outro formas promatigotas de Leishmania chagasi (anti-
geno homologo), (RIFI-CH, Laboratorio de Patologia
de Doengas Infecciosas, Faculdade de Medicina da
USP). Em ambos os testes, as amostras foram avaliadas
semi-quantitavamente, nas diluigdes 1:20, 1:40, 1:80
e 1:160. Os testes foram realizados em duplicata e as
amostras foram re-numeradas, de modo que as leituras
fossem feitas como um teste cego.

As leituras da RIFI foram realizadas em microscopio
de fluorescéncia com aumento de 400 vezes, sendo o
critério de leitura adotado de acordo com a densidade
de parasitos fluorescentes e definido em niimero de
cruzes: 1+ , 2+, 3+ e 4+, formando um escore. Este
escore foi transformado em percentagens, para que a
variavel quantitativa se transformasse em continua,
possibilitando utilizar a técnica Two-Graph Receiving
Operator Caracteristics (TG-ROC).” A leitura realizada
com a RIFI-CH serviu de parametro de comparagao:
como regra geral, o campo visual do microscépio foi
dividido em quatro quadrantes, cada quadrante preen-
chido com parasitos fluorescentes equivalendo a 25%
de fluorescéncia ou 1+.°

Para cada conjunto de resultados obtidos nas leituras
dos testes RIFI-BM e RIFI-CH foram feitas anélises
sobre a distribuicdo de freqiliéncias para cada diluigdo
dos soros versus as formas clinicas, calculado o qui-
quadrado e os coeficientes de contingéncias extra-
idos das tabelas de contingéncias. Para esta analise
utilizou-se o pacote estatistico Medcalc.!

As estimativas dos pontos de cortes, bem como os
parametros de sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivo e negativo e eficiéncia foram
obtidos por meio da analise grafica gerada pela técnica
TG-ROC’ do pacote estatistico CMDT.?

RESULTADOS

Observa-se leituras da RIFI-CH e RIFI-BM¢ que
com o antigeno homologo da RIFI-CH, a reacao de

* Camargo-Neves VLF, Glasser CM, Cruz LL, Almeida RG. Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral Americana do Estado de
Sdo Paulo. Sao Paulo: Ministério da Sadde. Secretaria de Estado da Sadde; 2006.
> Ministério da Sadde. Departamento de Vigilancia Epidemioldgica. Secretaria de Vigilancia em Satde. Manual de Vigilancia e Controle de

Leishmaniose Visceral; 2006.

¢ A leitura realizada em microscépio de fluorescéncia (aumento 400 vezes) pode ser consultada na versao online da Revista de Satide Piblica

em www.scielo.br/rsp

4 Schoojans F. MedCalc statistic for biomedical research: software manual. Mariakerke: Medcalc Statistical Software; 1998.
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imunofluorescéncia ¢ mais especifica que a RIFI com
antigeno heterdlogo (RIFI-BM), a qual apresenta uma
reagdo de fundo inespecifica, que muitas vezes preju-
dica a leitura correta.

Os resultados expressos nas Tabelas 1 e 2, referentes as
amostras do grupo A mostram as distribui¢des, nos dois
testes (RIFI-CH e RIFI-BM) das leituras nas diferentes
categorias, da variavel diagndstico clinico versus a
variavel diluigdo dos soros.

Do total de amostras analisadas de 94 soros do grupo
A, quando comparados os resultados dos dois testes
observou-se que no grupo dos verdadeiros negativos
(clinicamente classificados como sadios) 95,4% (42/44)
foram nao-reagentes pela RIFI-CH, nas diluigdes
1:20, 1:40 e 1:80 e 90,9% (40/44) na dilui¢do 1:160
(Tabela 1). Ja para o teste RIFI-BM, os resultados
nao-reagentes foram: 36,3% (16/44) na dilui¢do 1:20,
50,0% (22/44) na dilui¢do 1:40, 56,8% (25/44) na
diluigdo 1:80 € 52,2% (23/41) na diluigdo 1:160 (Tabela
2). Observou-se também que ndo houve correlacido
especifica entre os diferentes estagios da doenca e os
diferentes graus de fluorescéncia da leitura da reagao,
pois todas as formas clinicas distribuiram-se em todas
as faixas de leitura, variando de < 25% (fracamente
positiva) a 3+ (75%).

A dilui¢ao 1:20 do teste RIFI-CH (Tabela 1) apresentou
o melhor coeficiente de contingéncia (0,755) e a maior
forga de associacdo entre as duas variaveis estudadas
(qui-quadrado = 124,3), sendo considerada a diluig¢o-
referéncia do teste e utilizada para o estudo compara-
tivo com as diferentes dilui¢des do teste de RIFI-BM.
Para este teste os melhores resultados foram obtidos
na diluigdo 1:40, que apresentou o melhor coeficiente
de contingéncia (0,680) e a maior for¢a de associagao
(qui-quadrado=80,8) (Tabela 2).

Na analise grafica TG-ROC da Figura 1 observam-se
os valores dos parametros de sensibilidade e especifi-
cidade, representados no eixo y, enquanto que no €ixo
X estdo os valores das leituras realizadas em cruzes, as
quais foram transformadas em percentagens (valores
dos pontos de corte). A analise grafica TG-ROC
compara as leituras da dilui¢do 1:20 do antigeno homo-
logo (RIFI-CH), consideradas como teste- referéncia,
com as leituras de cada uma das dilui¢des (1:20, 1:40,
1:80 e 1:160) da RIFI-BM (antigeno heterdlogo)
(Figura 1).

A Figura 1 foi construida aplicando-se o valor do novo
ponto de corte da diluigao 1:40 (Figura 1B) estabele-
cido pela analise TG-ROC do grupo A na populagao
canina do grupo B. As 160 amostras pareadas de soro
e de sangue colhidas em papel filtro ja haviam sido
avaliadas na dilui¢do 1:40, uma vez que esta dilui¢do € a
recomendada pela bula do kit RIFI-BM. Todavia, nessa
mesma dilui¢do, ndo foram considerados positivos os
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Figura 1. Curvas Especificidade (—) e Sensibilidade (-----)
realizadas com as leituras da diluicao 1:20 do antigeno ho-
mélogo (RIFI-CH) versus as diluicoes do antigeno heterélogo
(RIFI-BM): TA) diluigdo 1:20, ponto de corte = 30,67% e S=
E=61,71% ; 1B) diluicdo 1:40, ponto de corte= 26,70 % e
S=E=57,50%; 1C) diluigdo 1:80, ponto de\corte =24,17% e
S=E=52,71% e 1D) diluigdo 1:160, ponto de corte = 24,14%
e S=E=57,43%.
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Figura 2. Curvas de Especificidade (—) e Sensibilidade
(-----). Andlise das leituras da RIFI-BM com os cdes do grupo B.
A andlise TG-ROC foi realizada com o novo padrdo do ponto de
corte encontrado na diluigcdo 1:40 (ponto de corte > 26,70%).
2A - Amostras de soro: ponto de corte = 39,52% e os valores de
S=E=98% . 2B - Amostras de sangue colhido em papel filtro:
ponto de corte= 37,20% e os valores de S=E= 73%.

resultados com reagao de fluorescéncia que apresentasse
1+ ou 25% de fluorescéncia, pois o ponto de corte consi-
derado foi igual 26,70%, portanto >25%. Na Figura
2A, as estimativas dos pardmetros de sensibilidade e
especificidade foram 98% e o novo valor do ponto de
corte foi 39,5%. O mesmo procedimento em relagao
ao ponto de corte foi realizado com os mesmos caes,
cujo sangue foi colhido em papel filtro e os valores de
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sensibilidade e especificidade foram 73% e novo valor
do ponto de corte igual a 37,2% (Figura 2B).

A Tabela 3 mostra as novas estimativas dos parametros
de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo, eficiéncia e classificagdo incor-
reta para a RIFI-BM, tomando-se como base o ponto
de corte fornecido na analise TG-ROC e tendo como
referéncia a dilui¢ao 1:20 do teste RIFI-CH. Os novos
pontos de corte apresentados na Figura 1 resultaram
em novos valores para parametros de sensibilidade e
especificidade.

DISCUSSAO

A andlise grafica TG-ROC permite encontrar o valor do
ponto de corte associado com a combinacdo dos para-
metros de sensibilidade e especificidade. Desta forma,
a acurdcia do teste de diagnostico permite discriminar
individuos doentes de ndo doentes (sadios).

No presente trabalho, aplicou-se a analise grafica
TG-ROC na populag@o do grupo A comparando dois
testes diagnosticos, um especifico, RIFI-CH, utilizando
antigeno homologo e outro feito com antigeno hetero-
logo, RIFI-BM. Observamos que a melhor separagdo
entre caes com sorologia negativa (sadios) e com
sorologia positiva (possivelmente doentes) foi com a
dilui¢@o 1:20 do teste RIF-CH, que apresentou melhor
coeficiente de contingéncia e qui-quadrado (Tabela
1), enquanto que para o teste RIFI-BM foi a diluigdo
1:40 que melhor separou as duas sub-populagdes
(Tabela 2).

Desta forma, o novo ponto de corte sugerido nas dilui-
¢oes 1:20 e 1:40 da RIFI-BM (Figura 1), acima de 25%
(1+), exclui os resultados 1+ como positivo, resultando
em carater negativo. Neste caso, com a populagdo do
grupo A, quando se analisam os resultados dos referidos
testes comparativamente, sem o ajuste do ponto de corte,
observa-se significativa diferenga entre eles. Isto pode
ser explicado pelas caracteristicas dos casos proximos ao
ponto de corte, que geralmente possuem baixos titulos
de anticorpos e ¢ a faixa na qual geralmente, a reati-
vidade cruzada ¢é observada. Estudos que avaliaram o
teste imunoenzimatico (ELISA) empregando diferentes
extratos antigénicos e com caes de area endémica para
LVC observaram a existéncia de reagdes cruzadas com
outras doengas parasitarias (doenga de Chagas, dirofi-
lariose e babesiose), tanto com antigeno homologo de
L. chagasi como com antigeno heterdlogo de L. amazo-
nensis, ao passo que quando utilizaram os antigenos
recombinantes rk-39 e rk-26, nao foi observada nenhuma
reatividade cruzada.' Outro trabalho® mostrou a ocor-
réncia de reagdes cruzadas ao comparar trés métodos
sorologicos para LVC: RIFL, ELISA e direct aglutination
test (DAT). Apos analisadas 234 amostras de cdes de uma
area endémica de Minas Gerais, os indices de especifi-
cidade para os testes RIFI e ELISA foram baixos, 52%
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Tabela 3. Resultados do teste RIFI-BM para diluicdes com pontos de cortes da andlise TG-ROC versus a diluicdo 1:20 do
teste RIFI-CH (amostras do grupo A). Andradina, Aragatuba e Sao Paulo, SP, 2003.

RIFI-BM

Pontos de Sensibilidade Especificidade  Valor preditivo + Valor preditivo — Ir;gfjeie Cl?;ég:gééo
corte (x0)

Diluigao 1:20 68,00 93,22 91,67 71,93 0,64 0,20
x0=30,67% (55,37:80,03)  (85,73;100,00)  (83,09;100,00)  (60,26;83,59)  (0,46;0,86)

Diluicao 1:40 68,30 97,72 96,97 70,49 0,62 0,18
x0=26,70% (55,37;80,03) (93,32;100,00) (91,12;100,00) (59,04;81,93) (0,47;0,76)

Dilui¢ao 1:80 80,20 79,54 53,19 77,77 0,60 0,17
x0=24,17% (68,91,91,08) (67,62;91,46) (43,10;63,27) (65,63;89,92) (0,44;0,76)

Diluigao 1:160 88,46 47,61 72,64 76,92 0,36 0,11
x0=24,14% (79,77,97,14) (32,51;62,72) (56,52;78,76) (60,72;93,11) (0,18;0,53)

e 64% respectivamente, apresentando rea¢des cruzadas
com soros de caes infectados com 7. cruzi, L. braziliensis
e E. canis, ao passo que a especificidade do DAT foi
alta, de 95%, apresentando somente um animal com
E. canis, com sorologia positiva para LVC, da mesma
forma, em outros estudos realizados em Corsega, no
Mediterraneo, os autores observaram para o DAT, 100%
de especificidade.>!* Por outro lado, em outros estudos
utilizando amostras de soro de trés caes infectados por
Babesia sp. e de um cdo com erliquiose, ndo se observou
reatividade cruzada quando submeteram estas amostras
a RIFI para LVC.'

A melhor estimativa para o valor do pardmetro especi-
ficidade foi encontrada na dilui¢do 1:40 (E= 97,7%),
embora a dilui¢do 1:80 apresente a melhor estimativa
para o parametro sensibilidade (S= 80,2%) (Tabela 3).
Estes resultados mostram a possibilidade de escolha
das dilui¢Ges de corte e das tomadas de decisdo mais
adequadas para o ponto de corte. Por exemplo, a
dilui¢ao 1:40 com ponto de corte maior que 26,7%
apresenta as melhores estimativas de especificidade e
valor preditivo positivo, permitindo que os cées verda-
deiros negativos nao sejam sacrificados. Por outro lado,
quando se escolhe a dilui¢do 1:80, com melhor indice
de sensibilidade (80,2%) e especificidade mais baixa
(79,5%), o valor preditivo positivo também diminui
(53,2%), promovendo a possibilidade de caes sadios
serem sacrificados. De qualquer forma a decisdo a ser
tomada implica conhecimento dos custos e beneficios
que o ponto de corte escolhido possa oferecer.

ATabela 3 apresenta valores para classificagdo incorreta
em torno de 20%, 18% e 17%, nas diluig¢oes 1:20, 1:40
e 1:80, respectivamente, mostrando que este pardmetro
também deve ser avaliado juntamente com a sensibi-
lidade e especificidade. A comparacdo dos resultados
obtidos em cada uma das dilui¢des da RIFI-BM com
a dilui¢@o 1:20 da RIFI-CH (teste- referéncia) indica
que muitos soros nao apresentaram concordancia,
provavelmente devido a diferengas antigénicas dos dois
antigenos e pela diminuig¢do de avidez do anticorpo,
ou uma questdo de zona de equivaléncia da reacao

antigeno-anticorpo entre os soros analisados. Assim,
observou-se uma diminui¢@o da sensibilidade nas dilui-
¢oes 1:20 e 1:40 em relagdo a dilui¢ao 1:80 e 1:160,
que apresenta o parametro classificagao incorreta igual
a 11%. A escolha da diluigdo 1:40 com ponto de corte
superior a 25% seria melhor, pois, embora a estimativa
de sensibilidade seja 68,3%, o intervalo de confianga
esta dentro do intervalo de confianga da dilui¢do 1:80
que apresenta sensibilidade 80,2% e na diluigdo 1:40,
a estimativa do parametro especificidade € o que apre-
senta maior valor 98,0% e classificag@o incorreta varia
muito pouco entre as duas dilui¢des (0,18 ¢ 0,17).

Na literatura, alguns autores consideram que a melhor
dilui¢do de corte para o teste RIFI ¢ 1:80.!21%15 No caso
do teste RIFI-BM utilizado em programas de vigilancia
e controle da leishmaniose visceral, a dilui¢do 1:40 ¢
geralmente preconizada como dilui¢do de corte, mas
considerando a leitura de 1+ como positiva. Assim,
o valor estimado para sensibilidade e especificidade
igual a 57,5% resulta uma diferenga de quase 40% na
especificidade e, apos a reclassificagdo, a especifici-
dade foi 97,5%.

Estudos tém observado altos niveis de sensibilidade
e especificidade nos testes sorologicos utilizados em
inquéritos caninos. Estudos de revisdo' sobre diag-
noéstico de LVC com teste RIFI apresentam valores
de sensibilidade variando de 90 a 100% e especifici-
dade de 80% para amostras de soro. Outros autores'?
apontaram para a RIF valores de sensibilidade e
especificidade de 98,4% e 100%, respectivamente.
Outros estudos!'' compararam resultados sorologicos
de amostras de 86 caes com exame parasitologico posi-
tivo, em cinco laboratorios que realizam diagnostico
soroldgico de LVC, por meio dos testes RIFI e ELISA.
Para o teste de RIFI a sensibilidade variou de 98,8%
a 100% e a especificidade de 94,7% a 100% e para o
ELISA estes valores foram 98,8% a 100% de sensibili-
dade € 96,5% a 100% de especificidade. Considerando
a semelhanca entre os resultados desses estudos,
parece haver um viés na amostragem, uma vez que a
comparacao do teste sempre ¢ feita utilizando painéis



1052

de soros conhecidos, ou seja, ndo utilizam amostras
populacionais de regides endémicas e nao endémicas,
prejudicando a verdadeira avaliag@o do teste, ocasio-
nando uma super estimativa dos parametros.

Todavia, os valores reais dos pardmetros de sensi-
bilidade e especificidade observados na Figura 1 e
Tabela 3 sdo mais proximos dos valores esperados para
populacdes de caes que apresentam o status da doenca
distribuidos homogeneamente, ou seja, doentes (sinto-
maticos, oligossintomaticos e assintomaticos) e sadios,
como observado na populacdo de grupo A. Por outro
lado, a populagdo do grupo B foi constituida por uma
maioria de cdes verdadeiros positivos, apresentando
viés de amostragem e, conseqiientemente, distorcendo
os valores de sensibilidade e especificidade. Tal fato
ocorre rotineiramente nos estudos realizados com os
testes em que se utilizam amostras ndo aleatorias para
avaliacao dos kits de diagndsticos.

Outra questao relevante no uso do teste RIFI-BM nos
inquéritos soroldgicos ¢ a sua utilizacdo em amostras
colhidas em papel filtro. Esta avaliagdo foi feita com
soros do grupo B (Figura 2). Este grupo era constituido
de amostras pareadas de soro e papel filtro, porém a
maioria dos casos apresentava resultados fortemente
positivos, ou seja, leituras da RIFT acima de 2+ (50%).
Desta forma, a analise TG-ROC apresentou valores
muito altos para as estimativas de sensibilidade e

Analise TG-ROC no diagnéstico de LVC ~ Silva RM et al

especificidade igual a 98% para as amostras dos soros,
enquanto que para as amostras de sangue em papel filtro
os referidos valores foram 73%, mostrando diferenga
de 25% na utilizag¢ao de soro em relag@o ao papel filtro.
Ha varios estudos comparando resultados da RIFI reali-
zada em amostras pareadas de soro e eluatos. Alguns
trabalhos®* referem baixos valores para o pardmetro
sensibilidade da RIFI com eluato, quando comparada
com método de ELISA com soro. Por outro lado, outros
autores encontraram elevada concordancia nos resul-
tados deste teste em amostras de soro e eluato.'

Tais consideragdes sao importantes na avaliagao de testes
de diagnostico, principalmente no que diz respeito a
amostragem utilizada na comparacao. Para evitar tal viés,
estudos de validagéo de testes diagnésticos’ sugerem um
roteiro com todas as variaveis que devem ser controladas
para avaliacdo de testes de diagnosticos.

Em conclusao, o presente artigo mostra como a analise
TG-ROC pode fornecer importantes informagdes sobre
os testes de diagnosticos, como também apresenta
sugestdes sobre pontos de cortes que podem melhorar
as estimativas dos parametros sensibilidade e especi-
ficidade do teste, ¢ avalia-los a luz do melhor custo
e beneficio. Além disso, oferece maior consisténcia
para a tomada de decisdes nas analises de resultados
de inquéritos soro-epidemioldgicos.
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