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RESUMO

A anemia infecciosa eqiiina (AIE) é causada por um retrovirus. O animal infectado representa a
principal fonte de virus e o diagnoéstico da doenca através de sinais clinicos ndo é confiavel. A
disponibilidade dos testes diagnésticos marcou o inicio do controle da doenca por
demonstrarem correlagdo com a presengca do virus. No entanto, esses métodos
frequentemente apresentam limitacdes atribuiveis a incerteza da estimativa da sensibilidade e
especificidade sendo necessario estudos de validacdo. Nesse sentido resultados de dois testes
diagndsticos IDGA e ELISA rgp90, foram avaliados através de testes estatisticos para estimar a
incerteza no diagndstico da AIE. O primeiro, a curva ROC, avaliou o ponto de corte para o
imunoensaio ELISA rgp90 considerando como parametro para decisdao do melhor “cut off” a
“Likelihood” positivo e negativo, a classificagdo correta dos resultados, a sensibilidade e
especificidade individuais e acumuladas. O segundo, o modelo Bayesiano, verifica a
sensibilidade e especificidade dos dois testes considerando o diagndstico na auséncia do “Gold
standard”. As distribuicdes a posteriori obtidas na andlise Bayesiana foram comparadas
considerando os testes isolados e combinados. A andlise da area sob a curva ROC e a analise
Bayesiana evidenciaram uma melhor acuricia com o ponto de corte 0,228 possibilitando o
aumento da discriminacdo entre infectado e n&o infectado favorecendo a melhoria do
diagndstico da anemia infecciosa equina.

Palavras-chave: AIE, Sensibilidade, Especificidade, Modelo Bayesiano, Curva ROC, Validagéo.
ABSTRACT

Equine infectious anemia (EIA) is caused by a retrovirus. The EIAV infected animal represents
the main source of virus and the diagnosis of disease through clinical signs is not reliable. The
availability of diagnostic tests marked the beginning of disease control by proof correlation with
the presence of virus infection. These methods often have limitations attributable to the
uncertainty of sensitivity and specificity estimates. Thus it is necessary studies of validation. In
order to study these variations in specificity and sensitivity results of two diagnostic tests AGID
and ELISA rgp90 were evaluated by statistical approach to estimate uncertainty for the
diagnosis of EIA. The first, ROC curve, assessed values of optical density for the ELISA rgp90
as a parameter to select the optimal cut-off through the positive and negative results likelihood,
the correct classification of results, an individual and accumulated sensitivity and specificity. The
second, the Bayesian model, estimates the sensitivity and the specificity of two diagnostic tests
in the absence of a Gold Standard. The posterior distribution computed with Bayesian analysis
was compared considering just one test and both combined as well. The analysis of the area
under the ROC curve and Bayesian analysis revealed the best accurate results when cut-off of
0.228 was established enabling the most discrimination between infected and non-infected
approaching to improve the diagnosis of equine infectious anemia.

Key words: EIA, Sensitivity, Specificity, Bayesian model, ROC curve, Validation.



1. INTRODUCAO

O Brasil é detentor do quarto maior rebanho
equino do mundo, ficando atras apenas dos
Estados Unidos, da China e do México.
Segundo dados do IBGE, o rebanho
nacional é de 5,602 milhdes de animais
(dados de dezembro de 2007). Desse
efetivo, em temos regionais a lideranca é
ocupada pelo Sudeste com 25,6% desses
animais, seguido pelo Nordeste, com
praticamente o0 mesmo percentual.

O comércio do cavalo em nosso pais tem
crescido nos Ultimos anos. Atualmente, o
mercado de equideos no Brasil movimenta
R$ 7,3 bilhGes por ano e é responsavel por
642,5 mil empregos diretos e 2,6 milhdes de
empregos indiretos, segundo a
Confederacdo Nacional da Agricultura e
Pecuaria do Brasil (CNA, 2006).

Além da importante participacdo no setor
produtivo destacam-se outros segmentos
como a Equoterapia, jockeys clubes, lazer,
provas funcionais e cavalgadas de longa
distancia.

Algumas doencgas, dentre as quais a
Anemia Infecciosa Equina (AIE), podem
comprometer irreversivelmente 0
desempenho dos eqlideos. A AIE é uma
infeccdo viral persistente causada por um
virus do género Lentivirus da familia
Retroviridae e da subfamilia
Orthoretrovirinae. Ainda n&o é conhecido
vacina e tratamento eficazes contra a
doengca, sendo a fonte dos Vvirus
representada essencialmente por equideo
infectado e sua identificacdo o ponto de
partida para qualquer acdo preventiva e de
controle.

Estudos de métodos para identificar a
infeccdo tem aumentado o interesse nas
questdes relacionadas a sensibilidade e
especificidade de testes sorologicos para
AIE assim como a relacdo dos testes no
diagnéstico da infecgdo pelo virus da AIE
(Mc Connico, 2000).

O diagnostico laboratorial da doenga tem
sido realizado utilizando-se basicamente
dois testes soroldgicos, a imunodifusdo em
gel de Agar (IDGA) e o0 ensaio
imunoenzimético (ELISA).

O animal reportado como falso negativo,
movendo livremente coloca em risco outros
eqlideos, atuando na disseminacdo e
interferindo no controle da doenca. No caso
de ocorréncia de resultado falso-positivo o
animal serd indevidamente eutanasiado. A
OIE recomenda o IDGA como teste
referéncia. 0] ELISA  também e
recomendado como teste alternativo, mas
nos Estados Unidos resultados positivos
devem ser confirmados pelo IDGA.

O impacto dos resultados duvidosos na
epidemiologia da doenga motivaram a
realizacdo do presente trabalho. O objetivo
desse estudo foi validar o diagndstico
sorolégico da AlE, utilizando a formulagao
Bayesiana como possivel forma de reducéo
das incertezas do diagndstico.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1 Histoérico da AIE

A AIE foi descrita pela primeira vez na
Franca em 1843, sendo verificada pela
primeira vez no Brasil em 1968, nos
Estados do Rio Grande do Sul e Rio de
Janeiro (Guerreiro et al.,, 1968) sendo a
etiologia viral demonstrada por Vallée &
Carré em 1904. A dificuldade de obtencao
de ensaio in vitro comecou a ser superada
quando pesquisadores japoneses utilizaram
cultura de leucdcitos para documentar a
cinética da persisténcia do virus em
equideos infectados e descobriram o
fenbmeno da antigenicidade do virus da
anemia infecciosa equina (VAIE) em
animais com sinais crénicos da AIE (kono et
al., 1973). O progresso significativo no
diagnéstico ocorreu com a descricdo do
teste de imunodifusdo por Coggins e
Norcross em 1970. Segundo Issel (1988),
antes do aparecimento do diagnéstico por
teste sorolégico a maioria dos equideos
infectados ndo eram detectados e a



associacdo do teste com os sinais clinicos
compativeis com a infeccao como perda de
peso, anemia, depressdo e edema ventral
favoreceu o diagnostico.

Anticorpos contra proteinas de superficie do
VAIE foram aparentemente detectados em
inibicdo da hemaglutinacdo e testes de
neutralizacdo utilizando antigeno viral
completo (Tanaka e Sakaki, 1962; Sentsui e
Kono,1981). A presenca de epitopos
altamente conservados nas glicoproteinas
de superficie gp90 e gp45 foi demonstrada
em estudos realizados por Hussain et
al.(1987) e consideradas por Issel (1988)
como potencial seguro no uso de reagente
diagnéstico ou imundégenos de ampla
protecdo e merecedores de maiores
estudos.

A padronizagdo do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
para o diagnostico da AIE incluia teste
positivo no IDGA e teste positivo por
inoculacdo de sangue de animal suspeito
em animal sadio ou ambos os testes.
Animal com teste de reacdo por IDGA
equivocado (Issel e Adams, 1982) e outros
estudos, sugeriram modificacdo nessa
proposta devido a constante deteccdo no
teste de ELISA que apresentava restricdo
pela USDA.

Vérios estudos de transmissdo mecéanica do
virus foram realizados e resultados de
testes do ELISA pela técnica de Konish e
Yamanish  (1984) modificada  foram
significativos pela detec¢do em residuos de
sangue do transmissor apds alimentagao
em aproximadamente 10 nl com desvio

padrdao de 5 nl como descrito por Foil et
al.(1987).

Posteriormente  outras  técnicas  de
diagnéstico foram descritas, Western Blot
desenvolvida por Rossmanith e Horvath,
1989 e a reacdo em cadeia de polimerase
como o procedimento de amplificacdo do
RNA viral em amostras de plasma e sua
guantificacao usando RT-PCR
semiquantitativo (Lichtenstein et al.,1995) e
Real-Time PCR (Cook et al., 2002).

2.2 Virus

O virus da AIE é um Lentivirus, membro da
familia Retroviridae, transmitido
mecanicamente (Foil, 1987) por vetores. Os
insetos hematéfagos, Stomoxys calcitrans,
Chrysops spp e Tabanus sp, sdo o0s
principais vetores (Cup, 1980; Hawkins,
1973 e Issel, 1984). O sangue de equideo
com infeccdo persistente, quando ocorre o
pico de viremia, € a mais importante fonte
de virus AIE (Issel et al.,1981) que em
exaustivos estudos ndo tem mostrado
multiplicagdo em células de insetos ou
mesmo se mantido em populagbes de
insetos encontrados naturalmente no campo
(Shen et al., 1978).

O virus AIE contém trés principais genes
estruturais / funcionais - O gene gag codifica
as proteinas do core p26, p15, pl1l e p9; o
gene pol codifica a transcriptase reversa,
integrase e protease e o0 gene env codifica
as (glicoproteinas transmembrana e de
superficie gp45 e gp90 respectivamente
(Figura 1).
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Figura 1. Organizacdo do genoma proviral do virus da AIE (Leroux et al., 2004)
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O reconhecimento da relacdo entre virus
AIE e o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), em meados de 1980 pelos cientistas,
renovou a pesquisa da patogenia do virus
AIE e induziu a novas descobertas sobre o
virus e a doenga, como a similaridade da
mutacdo antigénica que o virus sofre logo
apos a sua entrada no organismo do animal,
surgindo novas variantes que causam

nuclkeocapsid

viral RNA

respostas imunoldgicas diferentes (Sellon,
1993; Leroux, 2004).

Animais infectados pelo VAIE desenvolvem
uma resposta imune intensa contra as
glicoproteinas de superficie gp9o0,

transmembrana gp45 e do core viral p26
(Figura 2).

memorane

inlegrase
reverse transcriptase

Figura 2. Estrutura do virion do VAIE (Leroux et al., 2004)

Apesar da p26 ser a proteina mais
abundante no virion, a resposta imune
humoral contra a p26 é 10 a 100 vezes
menor que a reatividade contra a gp90 e
gp45 (Hammond, 1997; O’Rourkek, 1988,
citado por Leroux et al., 2004).

Kono et al. (1968) haviam demonstrado que
no decorrer da infeccdo, os antigenos
periféricos do virus sofriam uma modificagao
antigénica que presumia o0 aparecimento de
variantes antigénicas que levariam o
organismo a se adaptar produzindo
anticorpos que neutralizam a nova
especificidade bioldgica.

Essa répida variacdo antigénica do VAIE
durante a infeccao persistente sob presséo
imune seletiva tem sido relatada como
causa da natureza recorrente da AIE
(Montelaro, 1984). Segundo Leroux (2004)
durante a trajetéria da doenca, a
glicoproteina de superficie gp90 é objeto de
evolucao rapida.

2.3 Diagnéstico

Métodos sorologicos tem um papel
importante no diagnéstico da doenca.
Animais infectados apresentam sinais
clinicos na fase aguda e crénica como febre
alta, trombocitopenia, perda de peso,
anemia e edema ventral, ocasionalmente
mostram anormalidades neurolégicas e na
fase inaparente mantém-se como
portadores assintomaticos. (0]
desenvolvimento da infeccdo depende de
fatores como viruléncia, dose infectante do
virus e resposta imunolédgica individual do
hospedeiro (Sellon, 1993).

O relato de sinais clinicos associados a
outras doencas como Leptospirose e
Tripanossomiase (CFIA, 2006) e a alta
prevaléncia de portadores assintomaticos
dificulta  um diagnéstico  conclusivo
enfatizando a importancia do auxilio do
diagnéstico laboratorial.

Além da prova de inoculagdo, varios testes
foram desenvolvidos para detectar a
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doenca: inibicdo da  hemaglutinacéo
(Tanaka e Sakaki, 1962), fixacdo de
complemento (Kono e Kobayashi, 1966),
imunofluorescéncia em estudo demonstrado
por Ushimi et al. em 1970, imunodifusdo
(Coggins, 1970), estudos de
soroneutralizacdo (Kono et al., 1971),
ensaio imunoenzimatico (Konish e
Yamanish, 1984), Western Blot (Rossmanith
e Horvath, 1989), reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (Lichtenstein et al., 1995),
e um teste baseado em fluorescéncia de
polarizacdo (FP) usando peptideo derivado
de gp45 tem sido desenvolvido (Tencza et
al., 2000), citado por Leroux (2004). O teste
mais recentemente descrito foi a PCR em
tempo real (Cook et al., 2002; Quilinvan et
al., 2007).

Atualmente o diagnéstico laboratorial de
rotina da doenca tem sido realizado
basicamente utilizando-se dois testes

soroldgicos, a imunodifusdo em gel de agar
e 0 ensaio imunoenziméatico (ELISA),
guando os resultados desses testes sdo
discrepantes o Western blot pode ser usado
como teste confirmatoério (Issel, 1993).

2.3.1 IDGA

O teste sorolégico de imunodifusdo para o
diagnostico da AIE usando a proteina do
core viral p26 foi descrito por Coggins e
Norcross em 1970. Coggins fez a primeira
observacao do antigeno da AIE e Norcross,
colaborador do projeto, confirmou a
especificidade do mesmo (Coggins, 1994).

O principio do teste consiste numa migragao
simultdnea do antigeno e do anticorpo em
sentido convergente em agar gel formando
complexos antigeno-anticorpo insollveis
gue precipitam, tornando-se visiveis sob a
forma de linha de precipitacdo (Figura 3).

Figura 3. Teste IDGA. A: amostra positiva, B: amostra negativa, C: amostra positiva, Ag:

Antigeno, Circulos Brancos: Anti-soro controle.

Atualmente, o teste IDGA é a prova
qualitativa reconhecida oficialmente pela
OIE e também utilizada como referéncia no
Brasil. A limitagdo da IDGA esta relacionada
a amostras com baixos niveis de anticorpos
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em que se torna dificil efetuar a leitura do
teste como positivo, entdo resultados falsos
negativos podem ser reportados, ja que a
leitura € visual e subjetiva, sujeita a erros de
interpretacao.



2.3.2 ELISA

O teste imunoenzimatico baseia-se na
imobilizacdo de um dos reagentes (ho caso

*

Ag. Ac.

i g Ac. secundario
adsorvido primério

antigeno) em fase sdélida, enquanto outro
reagente pode ser ligado a uma enzima com
preservagdo tanto da atividade enzimatica
como imunoldgica (Figura 4).

¥ ¥
&

| y
_f"\é i‘,;\: v\}

A Ny
T \.“.L..x‘{m
s e i

" Gubstrato

Reagdo

marcado c/enzima positiva

Figura 4. Teste ELISA

Apos a introducéo do ELISA (Van Weeman
e Schwurs, 1971; Engvall e Perlmanm,
1971) e da aplicacdo desse método para
diagndstico virolégico (Voller ,1975) muitos
laboratérios iniciaram o desenvolvimento do
ELISA para deteccdo viral. Segundo Burki
(1992) e Reis (1994) testes
imunoenzimaticos baseados em ensaios
competitivos ou nao-competitivos tem sido
desenvolvidos e comparados com o teste
IDGA. As técnicas de ELISA que podem
evidenciar os anticorpos contra a p26 tem
sido também descritas, algumas estédo
atualmente sendo comercializadas (Toma,
1990). A limitacdo do ELISA esta
relacionada a ocorréncia de resultados
falsos positivos com maior frequéncia em
relacdo ao IDGA (OIE, 2005).

Reis et al. (1997) desenvolveram um ELISA
utilizando a glicoproteina recombinante
gp90 detectando anticorpos anti VAIE mais
precocemente do que o ELISA que utiliza
proteina p26. E um método que combina a
especificidade de um anticorpo com a
sensibilidade de um ensaio simples
enzimético. O método é indireto. O antigeno
(gp90) adsorvido ao suporte sélido forma
um complexo antigeno-anticorpo quando o
anticorpo esta presente na amostra em

teste. O conjugado é adicionado e liga-se ao
complexo formado caracterizando a fase
imunolégica do teste. A medida da atividade
enzimatica se efetua por uma solucdo de
cromogénio-substrato que, seguida pela
acao enzimatica, produz uma coloragéo que
€ quantificada pela medida da densidade
Optica da solugdo. A cor formada (DO) é
proporcional a quantidade de anticorpos
especificos no soro ou plasma.

Nos dltimos anos, a deteccdo dos
anticorpos do VAIE pelo método ELISA tem
sido feita em alguns paises onde sé&o
comercializados em varios formatos (Paré,
2004). Atualmente ha um consenso sobre
sua maior sensibilidade no diagnéstico da
AIE (Reis et al., 1994; Piza et al., 2006
citado por More et al, 2008,
http://dept.ca.uky.edu/eia).

2.4 Validagéao de testes diagndsticos

Testes diagndsticos tem importantes
aplicagbes em medicina veterinaria, sao
usados em pesquisas, estudos
epidemiolégicos, em  programas de
erradicacdo e para confirmar e/ou definir o
estagio de uma infeccéo, imunidade de um
animal ou grupo de animais. A globalizacdo
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do comércio de animais tem aumentado o
interesse em saude animal e resultado em
esforcos para aperfeicoar a qualidade
diagnéstica dos testes (Greiner e Gardner,
2000).

A validagdo é um estudo conduzido com o
objetivo de obter a estimativa da acuracia.
Segundo Greiner (2000), considerando os
diversos cenarios em que o0s testes
diagndsticos sdo validados e utilizados,
apresenta-se  como uma terminologia
inconsistente e que na pratica, um padrao
simples para validagdo de testes ndo tem
sido concordante. A OIE preconiza um
procedimento padrdo para validacdo e
certificacdo de ensaios diagnosticos (SOP
for OIE, versdo 2.0,10/2007) contemplando
um estudo com quatro estdgios. O primeiro
estagio, requer estudos de calibracéo,
repetibilidade, sensibilidade e especificidade
analitica, no segundo estagio, analise de
amostras referéncias positivas e negativas
incluindo descricdo biolégica do animal e
estimativa do desempenho do teste com e
sem animal referéncia definido. O terceiro
estagio  contempla identificagdo  de
laboratérios, painel de avaliagbes e
reprodutibilidade, finalizando com o quarto
estagio incluindo programas de testes
interlaboratoriais e reconhecimento
internacional.

Com o objetivo de assegurar a acuracia de
um teste diagnéstico sdo avaliadas duas
caracteristicas importantes, que  se
constituem na estimativa da capacidade do
teste em detectar animal infectado chamada
de sensibilidade, e a0 mesmo tempo, a
capacidade do teste conferir a resposta
correta se o animal em questdo ndo esta
infectado, que denomina-se por
especificidade. Outra investigacao realizada
no teste é a comparacdo desse teste com
um Padrédo ouro (Gold Standard).

2.4.1 Gold Standard

Um dos conceitos atribuidos a um “Gold
Standard” é o de ser um teste ou
procedimento que é absolutamente exato.
Em uma andlise criteriosa, na verdade,
existem poucos “Gold Standard”

“verdadeiros”. O grupo de epidemiologia da
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Universidade da Califérnia, Davis, define
“Gold Standard” como um teste diagndstico
gue possui sensibilidade e especificidade de
alta qualidade.

No Brasil a NBR 14501 (ABNT, 2001) define
0 Método de Referéncia como o método
minuciosamente  investigado, no qual
descricdes claras e exatas das condicdes e
procedimentos sdo dadas para a exata
determinacdo de um ou mais valores de
analitos, e no qual a exatidao e a precisao
documentada do método sdo compativeis
com 0 uso para avaliar a exatidao de outros
métodos para se medir os mesmos valores,
ou para designar valores de métodos de
referéncia para materiais de referéncia.

2.4.2 Testes de precisédo

Precisdo refere-se a capacidade do teste
diagnéstico produzir resultados consistentes
dentro do limite de erro aceitavel quando a
amostra é retestada. Conforme a condigdo
do reteste a repetibilidade é avaliada com
0s testes intra-ensaio, intra-placa e a
reprodutibilidade avaliada em dias
diferentes, operadores diferentes ou inter-
laboratérios. Dybkaer, 1995 (citado por
Greiner, 2000) relata a precisdo como a
proximidade da concordancia entre as
repetidas medidas da mesma amostra sob
condi¢des determinadas.

2.4.3 Curva ROC

A curva ROC  (receiver operating
characteristic) iniciou-se com a teoria de
deteccéo de sinais. Consiste em um gréfico
da sensibilidade versus 1-especificidade
permitindo a medida da acuracia global
através do calculo da &rea sob a curva. A
sensibilidade é a fracdo de casos positivos
que sdo corretamente classificados pelo
teste diagndstico enquanto a especificidade
€ a fracdo de casos negativos corretamente
classificados (Pepe, 2003). Representa
outra medida do desempenho do teste
diagndstico expondo graficamente o (“trade-
off’) equilibrio entre sensibilidade e a
especificidade e esta sendo benéfico na
determinagdo do melhor “cut-off’ para uso
clinico (Florkovwski, 2008).



2.4.4 Modelo Bayesiano

O modelo foi desenvolvido no século 18
pelo reverendo inglés Thomas Bayes (1702-
1761). A idéia de Bayes para o célculo de
probabilidades foi publicada postumamente
pela Royal Society com o titulo "Ensaio
Voltado para Solu¢gdo de um Problema na
Doutrina do Acaso" e é uma explicacdo de
como ele abordava os problemas propostos
pelos matematicos anteriores a ele. O
trabalho passou a ser conhecido como
Teorema de Bayes.

O teorema de Bayes proporciona a base
para obtencédo da atualizacdo (distribuicédo a
posteriori) sobre a hipGtese existente
(distribuicdo a priori), gerando novos dados
(Verossimilhanga). Os dados podem ser
resultados de teste diagnostico, ensaio
clinico, experimentos laboratoriais ou estudo
de fator de risco. O teorema pode ser
escrito formalmente como:

Pr(H|Dados)= Pr(Dados|H)* Pr(H)/Pr(Dados)

e a versdo verbal da regra de Bayes
expressa como:

distribuicgdo a priori de 8 x verossimihanca

distribuiciio a posteriori de 6 =

O método Bayesiano pode ser aplicado a
diversas é&reas do conhecimento e nos
tltimos 5 anos tem se verificado
crescimento em sua aplicagdo na ciéncia
veterindria, especialmente nas é&reas de
validagdo de testes e estimativa de
prevaléncia (Gardner, 2002).

O uso da probabilidade a posteriori, valores
preditivos no  contexto de  testes
diagndsticos, condicionados a sensibilidade
e especificidade do teste e prevaléncia da
doenca representam a ferramenta
Bayesiana classica que foi introduzida a
ciéncia clinica por Galen e Gambino em
1975 (Greiner, 2000).

A informacdo a priori se encontra
provavelmente disponivel para o estudo
vindo de relato de experimentos prévios.
Teta (B) é considerado uma variavel
aleatdria e o teorema de Bayes transforma
um conhecimento a priori de 8,
representado pela densidade a priori, em
densidade a posteriori. Essa transformagéo
€ a combinacgéo da informacao a priori de 6
com a informacgdo da amostra representada
por f(x| ©) onde x= (x1, x2.... Xn)
representando uma amostra aleatéria do n
total vindo do espaco amostral.

fator de normaliza¢io

Thomas Bayes considerou um experimento
binomial com n ensaios e assumiu que a
probabilidade de sucesso de © era
uniformemente distribuida e apresentou
uma forma para calcular Pr (a £ 0 < b|x=p)
onde x € 0 numero de sucessos no ensaio
independente. Assumindo também que o
parametro era uniformemente distribuido,
ele estava assumindo a imprecisdo da
informacdo a priori para 6 (Broemeling,
2007).

A informacgéo a priori € combinada com a
equacao :

fx/0)=|" [o*1-6)",
X

via teorema de Bayes com o objetivo de
fazer inferéncias sobre os parametros. Onde
X é 0 ndmero de sucessos= 0,1,2...,n. Na
distribuicdo condicional de x, o ndmero de
sucessos é indicado por x~binomial (6,n).

A distribuicdo beta é apropriada para a
probabilidade de modelo binomial
(sensibilidade, especificidade e prevaléncia)
porque é flexivel no uso e diferentes
condicbes podem ser alcancadas pela
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alteragdo da magnitude de a e B. Além da
distribuicdo beta simplificar o uso da
Amostragem de Gibbs (Gardner, 2002).

Os métodos de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC), dentre os quais se destaca a
amostragem de Gibbs, podem ser utilizados
como uma ferramenta de forma a propiciar
uma inferéncia Bayesiana. O algoritmo de
Gibbs é aplicado para gerar um valor para
cada parametro desconhecido produzindo
uma cadeia de amostras de Gibbs do
numero de ciclos especificados.

Ao final de N iteracdes, é obtido entdo um
conjunto de N valores para cada parametro,
sendo que estes conjuntos representam as
amostras das distribuicbes marginais a
posteriori dos parametros. A medida que o
namero de iteragbes aumenta, o conjunto
de valores gerados aproxima de sua
condicdo de equilibrio. Assim, assume-se
que a convergéncia é atingida em uma
iteracéo cuja distribuicdo esteja
arbitrariamente proxima da distribuicdo de
equilibrio, ou seja, da distribuicdo marginal
desejada (NOGUEIRA et al., 2004).

3. METODOLOGIA
3.1 Dados em estudo

O material do projeto constituiu nos dados
originados na dissertacdo de mestrado de
Martins (2004) e Almeida (2005). Sendo
utilizados 1006 resultados de Martins (2004)
e 641 de Almeida (2005) na determinagéo
do ponto de corte. Na andlise Bayesiana
foram utilizados os 1006 resultados de
Martins (2004). Os dados referem-se a
resultados de testes soroldégicos para o
diagnéstico da Anemia Infecciosa Equina,
pelos  imunodiagndsticos IDGA  p26
(Coggins, 1970) e ELISA rgp90 segundo
Reis (1997) incluindo dados biologicos
como raga, sexo e idade. Para avaliacdo da
imprecisdo do ELISA foram utilizados
replicatas de testes, controles negativos e
positivos, realizados no laboratério de
Retroviroses (RETROLAB) do
Departamento de Medicina Preventiva da
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais.
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3.2 Estudo de validacéo

O estudo de validacdo, foi realizado
contemplando parte dos testes
preconizados nos estagios 1 e 2, dos
requerimentos  basicos, das normas
estabelecidas pelo procedimento
operacional padrdo para validacdo e
certificacdo de testes diagnésticos de uso
veterinario, preconizado pela OIE versao 2.0
10/2007 (disponivel em http://www.oie.int/
eng/normes/mmanual/A-00082.htm) visando
a unificar os conceitos, e a assegurar a
comparabilidade dos resultados para todos
0S paises promotores de pesquisas
semelhantes.

3.2.1 Avaliagéo da impreciséo

A repetitividade e reprodutibilidade do
ELISA rgp90 foi estimada utilizando
resultados de replicatas de testes dos
controles negativos e positivos corretamente
classificados, utilizando um n= 55. A média,
0 desvio padrdo e coeficiente de variagcio
(CV) foram computados através do Excel
versdo 2007 e posteriormente os CVs
avaliados em relacdo aos dados de precisédo
encontrados em estudo de comparacdo de
imunoensaios (ELISA) comerciais para
diagnéstico da anemia infecciosa equina
(Paré, 2004).

3.2.2 Avaliagéo do ponto de corte

O ponto de corte do ELISA foi avaliado
através da curva ROC considerando o IDGA
como Gold standard. Os dados, 1006
resultados de Martins (2004) e 641 de
Almeida (2005), foram tratados no software
STATA versdo 10. Esse programa
possibilitou a avaliagcdo da acuracia global
através da area sob a curva ROC e o
estudo da sensibilidade e especificidade
com varios pontos de corte gerando uma
tabela do impacto de cada ponto de corte na
sensibilidade e  especificidade  com
detalhamento do “likelihood” positivo e
negativo conformando, assim, um conjunto
de informacbes que subsidiaram uma
melhor identificacéo, a partir dos pardmetros
avaliados, do ponto de corte ideal
contribuindo para garantir uma melhor
gualidade na analise do teste diagnostico.


http://www.oie.int/eng/normes/mmanual/A-00082.htm
http://www.oie.int/eng/normes/mmanual/A-00082.htm

3.2.3 Andlise Bayesiana

A qualidade dos testes diagndsticos foi
mensurada através dos indicadores de
validade do teste, sensibilidade e
especificidade, verificando os indices que
combinam a sensibilidade e especificidade e
a razdo de verossimilhanca positiva e
negativa. A analise incluiu também o valor
preditivo positivo, probabilidade de um
individuo ter a doenca quando o teste é
positivo e o valor preditivo negativo,
probabilidade de um individuo nédo ter a
doen¢a quando o teste é negativo. Nessa
andlise a unidade de investigacdo
compreendeu os dados da populagéo
estudada na dissertacdo de Martins (2004).

A situacdo do modelo Bayesiano
considerada foi a que é aplicavel a dois
testes diagnosticos, independentes, para a
mesma doenca e nenhum teste pode ser
considerado como Gold standard. P=1
(populacéo) e D=2 (testes diagndsticos)
estimando 5 parametros: sensibilidade e
especificidade para cada teste e
adicionalmente a prevaléncia na populagao
segundo Joseph (1995).

O parametro beta a priori para a prevaléncia
da Anemia Infecciosa Equina usado foi beta
(1,1) ou seja, uma distribui¢cdo uniforme.

As densidades beta a priori para 0s pontos
de corte do ELISA rgp90 que representam
0s cenarios em estudo, foram calculadas
utilizando-se do programa escrito em S-
PLUS, como ndo h& relatos de dados a
priori do teste IDGA foi considerado o
mesmo como teste perfeito e utilizou-se
coeficientes Beta (1,1) como dados de
entrada. Posteriormente, através da funcéo
de verossimilhanca os dados foram
combinados com a distribuicdo a priori para
derivar a distribuicdo a posteriori usando o
teorema de Bayes. A aproximacdo da
densidade posterior marginal de todos os
par&dmetros de interesse para dois testes
diagnésticos na auséncia do Gold Standard

foram calculados usando o método da
amostragem de Gibbs. Através desse
método executou-se 20500 iteracBes sendo
as 500 primeiras para obter a convergéncia
e as 20000 posteriores para a inferéncia
Bayesiana utilizando-se do programa
BayesDiagnosticTests que  utiliza o
WinBUGS (Bayesian inference Using Gibbs
Sampling) para saida dos resultados
(disponivel em http: www.medicine.mcgill.ca/
epidemiology/Joseph).

As densidades a posteriori para o0s
pardmetros dos testes, relativas aos
cenarios em estudo, foram obtidas
utiizando os resultados dos testes
diagnodsticos independentes e combinados.

4. RESULTADOS
4.1 Repetitividade e Reprodutibilidade

Na analise da variacdo intra-placa foram
encontrados, para o0 controle negativo,
média = 0,188, desvio padrdo = 0,014 e
coeficiente de variacdo = 7,58%, para o
controle positivo média= 0,692, desvio
padrdo= 0,046 e coeficiente de variagdo =
6,65%.

Avaliando a imprecisao total do teste foram
encontrados para o controle negativo, média
= 0,159, desvio padrédo = 0,036 e coeficiente
de variacdo = 22,37%, para o controle
positivo média= 0,939, desvio padrao=
0,209 e coeficiente de variagdo = 22,24%.

4.2 Ponto de corte

A avaliacao inicial do rgp90 com o ponto de
corte estabelecido através do célculo: média
de DO do controle negativo + 2X desvio
padrdo dos negativos, definido como
negativo DO< 0,220 e positivo DO 20,264
segundo Martins (2004) apresentou um
valor de 0,9798 da area sob a curva com
intervalo de confianca 95% de 0,96 a 0,99
(Grafico 1).
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Grafico 1.Curva ROC do ELISA rgp90 utilizando IDGA como Gold Standard

4.2.1 Analise do “trade-off” sensibilidade/
especificidade

A tabela 1 registra o impacto de diferentes
“cut off’ no equilibrio da sensibilidade e
especificidade do ELISA rgp90. Os pontos
de corte 0,220, 0,224, 0,228 e 0,232
apresentaram valores somatdrios da
sensibilidade e especificidade de 177,56,
177,67, 171,22 e 164,67 respectivamente,
observando-se uma variacdo de 97,27% a
97,49% nos resultados corretamente
classificados, 80% a 66,67% para O0sS
valores de sensibilidade, 97,56% a 98,00%
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para as especificidades encontradas,
valores de “Likelihood” positivo (LR+) entre
32,72 e 33,3 e “Likelihood” negativo (LR-)
de 0,20 a 0,34, definindo assim a faixa de
estudo a ser realizada na analise
Bayesiana.

O ajustamento dos valores observados de
sensibilidade versus 1- Especificidade dos
varios pontos de corte da tabela 1 pode ser
visualizada no gréafico 2 possibilitando a
avaliacdo da proximidade dos pontos da
curva em relacdo ao ponto (0,1).



Tabela 1- Impacto da alteracéo do ponto de corte do ELISA rgp90 no desempenho do teste.

Ponto de  Sensibilidade Especificidade Corretamente LR+ LR-
corte (%) (%) classificados (%)

==0 100,00 0,00 1,64 1,0000

== 0,200 86,67 96,22 96,07 229412 0,1386
== 0,220 80,00 97,56 97,27 327273 0,2050
==(0.224 80,00 97,67 97,38 34,2858 0,2048
== 0,228 73,33 97 89 97,49 347368 02724
== 0,232 66,67 93,00 97,49 33,3333 0,340
== (0,236 66,67 98,33 97,81 40,0001 0,3390
== 0,240 60,00 93,56 97,92 415383 0,4059
== 0,244 60,00 93,67 98,03 450002 0,4054
== 0,248 46,67 93,89 98,03 41,9999 0,5393
== 0,262 33,33 99 22 98,14 428571 0,6719
»= 0,256 26,67 99 22 98,03 342857 07391
== 0,260 13,33 99 44 98,03 239999 08715
== (),264 0,00 9978 938,14 0,0000 1,0022
== (0,268 0,00 99 89 98,25 0,0000 1,00M
= 0,268 0,00 100,00 98,36 1,0000

ﬁ,ZOO

0,220

.75

0,228
0,232

T T
0 .25 .5 .75 1
1 - Specificity

Area under curve = 0.9820 se(area) = 0.0054

Gréfico 2.Curva ROC dos pontos de corte em estudo do ELISA rgp90



4.3 Estimativa Bayesiana
4.3.1 Densidades Beta a priori

As tabelas 2, 3 e 4 mostram os resultados
dos testes soroldgicos obtidos pelo IDGA e
ELISA com cut off 0,220, 0,228 e 0,232
constituindo dados de entrada para a

construgéo das densidades beta a priori. Na
tabela 5 observa-se as faixas e as
densidades beta a priori (a, B) assumidas
para os parametros do teste no diagnéstico
da AIE para cada situacdo em estudo. O
ponto de corte 0,228 apresenta uma faixa
menor tanto para a sensibilidade quanto
para a especificidade quando comparado
aos pontos 0,220 e 0,232.

Tabela 2. Resultados do ELISA rgp90 (cut off 0,220) e IDGA

IDGA
+ - Total
ELISA rgp90 + 92 33 125
- 3 878 881
Total 95 911 1006

Tabela 3. Resultados do ELISA rgp90 (cut off 0,228) e IDGA

IDGA
+ - Total
ELISA rgp90 + 91 30 121
- 4 881 885
Total 95 911 1006

Tabela 4. Resultados do ELISA rgp90 (cut off 0,232) e IDGA

IDGA
+ - Total
ELISA rgp90 + 90 29 119
- 5 882 887
Total 95 911 1006
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Tabela 5. Densidades beta a priori para o IDGA e ELISA rgp90

Teste Sensibilidade Especificidade
Faixa Coeficiente Beta Faixa Coeficiente Beta
(%) a 5 (%) a 5
IDGA 0-100 1 1 0-100 1 1
ELISA (Ponto de corte 0,220) 94-100 119,25 3,89 95-98 935,49 35,23
ELISA (Ponto de corte 0,228) 93-98 93,71 4,11 96-97 916,33 35,23
ELISA (Ponto de corte 0,232) 90-99 93,30 5,19 96-98 919,23 30,28
4.3.2 Cenarios (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) com
seus respectivos intervalos de credibilidade
Os resultados obtidos por meio do (IC) 95%. Os limites inferior e superior

algoritimo de amostradores Gibbs séo
mostrados nas tabelas 6, 7 e 8 em que
aparecem as medianas a posteriori para 0s
parametros, sensibilidade (9),
especificidade (E), valor preditivo positivo

desses intervalos de credibilidade séo
dados respectivamente pelos percentis
2,5% e 97,5%.

Tabela 6- Parametros a posteriori do ELISA rgp90 (cut off 0,220) e IDGA

IDGA ELISA Testes combinados
Mediana 95% IC Mediana 95% IC Mediana 95% IC
m 0,498 0,015-0,98 0,095 0,070-0,120 0,099 0,080-0,121
IDGA S1 0,096 0,007-0,851 0,942 0,827-0,997
E1l 0,902 0,142-0,993 0,997 0,991-1,0
VPP1 0,499 0,017-0,983 0,978 0,924-0,998
VPN1 0,502 0,003-0,996 0,993 0,979-1,0
ELISA S2 0,970 0,930-0,991 0,976 0,947-0,992
0,220 E2 0,964 0,951-0,974 0,966 0,957-0,97
VPP2 0,739 0,619-0,824 0,762 0,689-0,832
VPN2 0,996 0,991-0,999 0,997 0,993-0,999

S: sensibilidade, E: especificidade, VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, Tr:
prevaléncia, IC: intervalo de credibilidade a 95%.
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Tabela 7- Parametros a posteriori do ELISA rgp90 (cut off 0,228) e IDGA

IDGA ELISA Testes combinados

Mediana 95% IC Mediana 95% IC Mediana 95% IC
1T 0,498 0,015-0,98 0,095 0,070-0,121 0,098 0,079-0,120
IDGA S1 0,096 0,007-0,851 0,943 0,831-0,997
E1l 0,902 0,142-0,993 0,997 0,991-0,999
VPP1 0,499 0,017-0,983 0,975 0,913-0,998
VPN1 0,502 0,003-0,996 0,994 0,979-0,999
ELISA S2 0,960 0,908-0,988 0,968 0,937-0,989
0,228 E2 0,967 0,954-0,977 0,969 0,960-0,978
VPP2 0,755 0,63-0,839 0,778 0,705-0,846
VPN2 0,995 0,989-0,998 0,996 0,992-0,998

S: sensibilidade, E: especificidade, VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, T:
prevaléncia, IC: intervalo de credibilidade a 95%.

Tabela 8- Parametros a posteriori do ELISA rgp90 (cut off 0,232) e IDGA

IDGA ELISA Testes combinados
Mediana 95% IC Mediana 95% IC Mediana 95% IC

1T 0,498 0,015-0,98 0,095 0,070-0,121 0,098 0,079-0,120

IDGA S1 0,096 0,007-0,851 0,944 0,83-0,997
El 0,902 0,142-0,993 0,997 0,990-0,999

VPP1 0,499 0,017-0,983 0,972 0,911-0,998

VPN1 0,502 0,003-0,996 0,994 0,979-0,999

ELISA S2 0,949 0,894-0,981 0,958 0,911-0,984
0,232 E2 0,968 0,956-0,978 0,971 0,961-0,979
VPP2 0,759 0,642-0,843 0,781 0,708-0,849

VPN2 0,994 0,987-0,998 0,995 0,990-0,998

S: sensibilidade, E: especificidade, VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, Tr:

prevaléncia, IC: intervalo de credibilidade a 95%.

5. DISCUSSAO

Esse trabalho descreve a aplicacdo de
ferramenta  estatistica avancada na
avaliacdo e comparacéo dos resultados dos
testes diagnosticos ELISA rgp90
desenvolvido no Brasil e teste classico
IDGA que detecta anticorpos contra a
proteina 26 (p26) teste considerado como
oficial no Brasil e em outros paises.

A avaliagdo da impreciséo total do teste
rgp90 apresentou um coeficiente de
variacdo de 22,37% para o controle
negativo e 22,24% para o controle positivo
sugerindo uma similaridade de imprecisédo
quando foram comparados esses resultados
com os valores méximos de coeficientes de
variagdo (CVs) de 29%, 33% e 36%,
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encontrados no estudo realizado por Paré
(2004) para quatro diferentes testes ELISA
comercialmente disponiveis nos Estados
Unidos no formato competitivo e indireto
gue utilizam como antigeno p26, gp45 e
p26+gp45. Observa-se também essa
analogia quando foi avaliada a variacdo
intra-placa do teste, onde foram verificados
CVs de 7,58% e 6,65% para os controles
negativo e  positivo  respectivamente
enquanto os valores de CVs individuais para
os diversos ELISA em estudo por Paré
(2004) foram de 1% a 23%.

O ELISA indireto rgp90 mostrou também
uma performance adequada quando foi
avaliada a éarea sob a curva ROC em
comparacdo com o IDGA como referéncia
demonstrando que o ponto de corte com DO
de 0,220 estabelecido por Martins (2004),



utilizando a estatistica convencional, conduz
a um indice elevado de animais com
resultados corretamente classificados
(97,27%) como pode ser visto na tabela 1.
Segundo Florkowski (2008) parémetros do
teste diagnéstico ndo sdo propriedades
intrinsecas dos testes e sdo criticamente
dependentes do contexto clinico dentro dos
quais estdo sendo empregados. Portanto,
entendemos que o0 aprimoramento do
estudo se faz necessario para ampliar o
conhecimento sobre o diagnéstico da
doenca. Entdo, com esse objetivo foi
utilizado o estudo do “trade-off” no qual os
pontos de corte 0,228 e 0,232 apresentaram
uma elevacdo da porcentagem de
corretamente classificados para 97,49% e
um aumento da especificidade para 97,89%
e 98,00% respectivamente, associada a
uma diminuicdo da sensibilidade de 80,00%
(cut off 0,220) para 73,33% (cut off 0,228) e
66,67% (cut off 0,232). Embora o ganho de
corretamente classificados e da
especificidade do “cut off’ 0,232 seja maior,
a perda da sensibilidade favorece um
aumento do numero de falsos negativos.
Em uma possivel alteracdo do ponto de
corte de 0,220 para 0,228 haveria um ganho
na classificacdo dos resultados e na
especificidade e a perda da sensibilidade
seria  menor, além de apresentar um
aumento na chance de um animal doente
ter a doenca quando o teste é positivo
indicado pelo valor de LR positivo igual a
34,73 0 que ndo acontece com o cut off
0,220 e 0,232 que apresentam valores de
LR positivo igual a 32,72 e 33,33
respectivamente.

Nas tabelas 2x2, construidas com os pontos
de corte em discussdo, o aumento do DO
do ponto de corte aumenta também a
concordancia dos resultados negativos para
os testes IDGA e ELISA rgp90 no valor de
878 para 881 ou 882 (tabelas 2, 3 e 4). Essa
alteracdo pode ser explicada pela
passagem de resultados de testes ELISA
positivos para negativos e visualizada nas
segundas colunas das tabelas 3 e 4. No
caso da discordancia dos resultados do
IDGA positivo e ELISA negativo também
ocorre um aumento de ocorréncia de 3 para
5. Nessa situacdo verifica-se que as
amostras apresentam DO proximas do

ponto de corte embora Martins (2004) cite a
consideragdo sobre a possibilidade de
reacdo cruzada com outros retrovirus
equinos desconhecidos segundo
Langemeier et al. (1996).

Nas analises realizadas com o0s cenarios
criados para estimar a incerteza utilizando
os 3 pontos de corte em estudo, a
especificidade do ELISA rgp90 isolado
apresentou intervalos de credibilidade 95%
semelhantes (0,95-0,97), enquanto o ponto
de convergéncia da sensibilidade diminuiu
de 0,93 para 0,90 e 0,89. Quando essa
situacdo € avaliada com os dados dos
testes combinados as medianas tanto da
sensibilidade como da especificidade
apresentaram-se iguais para 0s pontos
0,220 e 0,228 diminuindo em relacdo ao
ponto 0,232. Mesmo considerando o IDGA
como “perfeito” os resultados demonstram
uma convergéncia da sensibilidade no valor
0,83 na analise dos testes combinados.

Relacionando os resultados obtidos na
analise do “trade-off’ com os obtidos
utilizando o modelo Bayesiano podemos
observar que os valores para especificidade
estdo préximos dos encontrados na analise
Bayesiana, 0 que ndo acontece com O0s
valores da sensibilidade. Essa diferenca
talvez possa ser explicada pelo fato de que
como citado por Greiner (2000) é conhecido
que por  evidéncias empiricas a
sensibilidade do teste diagnéstico varia
entre animais e entre populacbes a serem
testadas devido a fatores biolégicos como o
estado imune do hospedeiro ou com o
estagio da infecgéo.

Diferentes laboratdrios possuem diferentes
testes com sensibilidades e especificidades
gque dependem da qualidade dos
equipamentos e do nivel de “expertise”
(Florkowski, 2008) gerando impactos
significantes nos estudos epidemiolégicos e
interferindo nas medidas de controle da
doenca.

Uma andlise frequentista usando um teste
referéncia imperfeito pode resultar em
estimativa enviesada do erro relativo dos
dois testes. Mesmo quando um “Gold
standard” ndo se encontra disponivel é
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possivel estimar a incerteza do teste
diagnostico utilizando o método Bayesiano.

Estimativa a priori deve ser obtida de
publicacbes de estudos de avaliacdo de
testes, estudos piloto com o teste ou opinido
de especialista, como apropriado.

E importante ressaltar que inferéncias
Bayesianas mais precisas poderiam ser
obtidas considerando distribuicdes a priori
informativas justificadas a partir de opiniées
de especialistas ou publicacbes sobre o
teste IDGA. ApOs buscas exaustivas na
literatura nenhum dado foi encontrado. Na
auséncia desses dados foi utilizado a
informacédo a priori considerando o referido
teste como perfeito.

Trabalhos que descrevem outros ELISA
para AIE fazem a andlise da acuracia
utilizando estatistica frequentista. Martins
(2004) dtilizando a estatistica classica
encontrou a sensibilidade comparada de
97,81% e a especificidade de 96,16% para
0 rgp90. Em estudo realizado por Paré
(2004) foram encontrados para diferentes
testes de ELISA especificidade com
intervalos de confianca de 89,9% a 95,7%,
99,1% a 100%, 98,8% a 100%, 95,2% a
99,0% e sensibilidade com intervalos de
confianca de 99% a 100%, 81,1% a 90,7% e
94,5% a 98,9%.

Na andlise Bayesiana realizada no presente
trabalho os dados apresentaram para
especificidade um intervalo de credibilidade
de 0,95 a 0,97 e de sensibilidade de 0,93 a
0,99 (cut-off 0,220) e 0,95-0,97 (cut-off
0,228). Como nao foi encontrado outro
trabalho que tenha aplicado o modelo
Bayesiano em estudo do diagnéstico da
Anemia Infecciosa Equina, ndo foi possivel
realizar comparacdo entre dados obtidos
através desse modelo estatistico avancado.

Apesar de que, em geral, os intervalos de
credibilidade  Bayesianos, 0s  quais
incorporam a informacdo  contextual
especifica do problema da distribuicdo a
priori, ndo coincidirem com os intervalos de
confianga frequentistas que s&o baseados
unicamente na média, em uma comparacao
dos resultados das andlises estatisticas
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convencional e Bayesiana podemos
observar uma repeticho dos valores
elevados reportados para sensibilidade do
ELISA. Portanto, reforcando as
recomendacbes de utilizagdo do ELISA
como método de triagem por detectar
anticorpos na fase inicial da infeccéo (Issel
e Cook, 1993; Reis et al., 1994).

Estudos acerca do uso dos diagndsticos
descritos nesse trabalho deverdo ser
realizados em outras espécies de equideos,
como por exemplo asininos e muares,
principalmente em regiées como o0 nordeste
brasileiro onde os asininos predominam.

6. CONCLUSOES

- A analise da é&rea sob a curva ROC e a
andlise Bayesiana evidenciaram uma
melhor acuracia com o ponto de corte 0,228
possibilitando o aumento da discriminacéo
entre infectado e néo infectado.

- Através da andlise estatistica Bayesiana o
ELISA rgp90 apresentou um intervalo de
credibilidade 95% de 0,93-0,99 para
sensibilidade conferindo ao teste uma
confiabilidade como método de triagem.

- Os valores da especificidade do ELISA
rgp90 mantiveram-se proximos nas analises
estatisticas classica e Bayesiana
apresentando um desempenho robusto na
identificacdo dos animais negativos entre o0s
verdadeiramente ndo infectados.
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