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RESUMO

0 nivel de anticorpos € usado para classificar
dicotomicamente o estado imunitario do gado frente a febre
aftosa. Ao relacionar o titulo de anticorpos (avaliado pe-
los testes de soroprotegao em camundongos lactantes, soro-
neutralizagao em tubos e em microplacas), com a resposta
clinica decorrente da exposigdo ao virus da febre aftosa,
resultam animais verdadeiramente protegidos e nao protegi-
dos, assim como falsos protegidos e falsos nao protegidos.
Estas duas ultimas categorias constituem erros de classi -
ficagao, cujo numero depende do valor de nivel de anticor-
pos especifico eleito para fazer a triagem. PropOe-se uma
métodologia para selecionar o valor 6timo .de anticorpos,
entre todos os possiveis, de forma tal que seria minimiza-
da a quantidade de erros de classificagao. A metodologia €
extendida para situagoes onde os falsos protegidos sao con-
siderados mais prejudiciais que os falsos ndao protegidos.
Explica-se o teorema de Bayes para avaliar o desempenho dos
testes sorologicos na triagem do estado imunitario do gado,
considerando a sensibilidade, a especificidade, a capaci-
dade de predigao de proteg¢ao e de ndo protegao como proba-
bilidades condicionais. Ao desenvolver as taxas de falsos
protegidos e falsos nao protegidos, em fungao da taxa es-

perada da imunidade na populacgao bovina, .ocorre variagao




nas taxas de erros de classificagao. Se a imunidade anti-
aftosa esperada € alta na populagao, entao a taxa de fal-
sos protegidos € baixa e a de falsos ndo protegidos € alta
e vice-versa. Ao conhecer-se os niveis de erros de classi-
ficagao, ¢ possivel fazer um controle estatistico delas e
assim chegar a estimar a taxa verdadeira de protegidos fren-

te a febre aftosa, a partir de anticorpos.
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1. INTRODUGAO

A imunizagdo dos bovinos € uma das principais
ferramentas dos programas de controle da febre aftosa. 0
conhecimento sobre o que se poderia esperar em relagao ao
estado imunoldogico do gado, provém dos resultados dos tes-
tes de controle de qualidade das vacinas. Estes ensaios se
restringem as respostas clinicas ou sorolégicas em um nu-
mero muito pequeno de individuos. Estudos imunologicos po-
pulacionais baseados em amostras de bovinos sao impratica-
veis, gquando os dhimais s3ao expostos ao virus da febre af-
tosa e $30 muito caros para se obter o titulo de anticor -
pos (EDggp) de cada soro bovino.

Estas objegoOes representam um entrave na avalia-
gao do estado imunoldgico da populagao, que pode ser resol-
vido através de um mecanismo de triagem que proporcione mé-
todos mais rapidos, praticos e economicos para se conhecer
o estado imunitario. O propdsito basico deste enfoque ¢ de
poder esperar, de uma grande populagao bovina, aqueles a-
nimais que tem uma alta probabilidade de serem imunes a fe-
bre aftosa.

Existem diversas provas soroldgicas para medir
8s dnticdrpos, proporcionando um indicador imunoldgico quan-
titdativo continuo. Neste estudo se faz uma aplicacdo do en-




foque de triagem na dicotomizagao dos bovinos em relagao ao
seu estado imunitario contra a febre aftosa baseado em seu
nivel de anticorpos.

Os niveis de anticorpos sao usados para classi-
ficar o gado. Assim, o teste imunoldogico empregado em pes-
quisas por amonstragens deve servir como um primeiro recur -
so de classificagdo, com o proposito de dividir a popula-
¢ao bovina em dois grupos: um que deve ser considerado pro-
tegido e o outro para o qual a prova nao apresenta suficien-
te evidéncia de estar protegido contra febre aftosa.

0 erro de classificagdao € um problema que sem-
pre afeta esta classe de estudo, que ocorre quando um in-
dividuo € classificado numa categoria errada, neste caso
protegido ou nao protegido, «classificagao esta baseada no
nivel de anticorpos. Admite-se que o nivel de anticorpos
contra a febre aftosa deve ser menor no grupo nao protegi-
do do que no grupo protegido. Para classificar-se indivi-
duos se observa se eles caem acima ou abaixo de um ponto
critico da escala quantitativa do nivel de anticorpos, e-
legendo-se um valor discriminante, de tal forma que seja
minimizada a quantidade total de erros de classificagao.

Os termos falsos protegidos ou falsos nao pro-
tegidos sao usados neste trabalho para definir o verdadei-
ro nao protegido, classificado pelo teste como protegido,
e o verdadeiro protegido, classificado pelo teste como nao
protegido.

A finalidade deste trabalho € avaliar cuidado-
samente o impacto dos erros de classificacgao na triagem so-
rologica do estado imunitario dos bovinos frente a febre
aftosa em duas categorias: protegidos e nao protegidos. 'Clas-
sificagao", "discriminagao", "distribuicgdo" ou "dicotomi-
zagao", sao nomes diferentes para um mesmo problema esta-
tistico: dada a um bovino a possibilidade de pertencer a
qualquer das duas populagoes que representam o estado imu-
nitario, decidir a qual pertence. Propoe-se uma metodolo-
gia para otimizar este tipo de decisoes.




2. REVISAO DA LITERATURA

Dado o carater metodologico deste trabalho, a
revisao bibliografica € orientada, principalmente, para ca-
racterizar os efeitos dos erros de classificagao na esti-
magdo de parzmetros de importancia epidemiologica. Varios
autores tém estudado algumas conseqlléencias estatisticas dos
erros de classificagao, especialmente quando os dados sao
apresentados em tabelas 2 x 2. Neste caso, as duas varia -
veis sao classificadas como binarias.

Um trabalho classico de erros de classificacao
foi apresentado por BROSS (1954), qué encontrou os seguin-
tes resultados:

a) "os erros de classificagao podem apresentar mais sérios
problemas no caso de estimativas do que no caso de pro-
vas de significancia";

b) " quando o mesmo sistema de classificagao € usado em duas
populagoes os erros de classificagdo nao afetarao a va-
lidez da prova de significancia";

c) "existe um prego que deve ser pago, o erro de classifi-
cagao tende a reduzir o poder da prova'.

DIAMOND & LILIENFELD (1962) estudaram os efei-
tos dos erros de classificagao sobre as estimagoes do ris-




co relativo para estudos de caso-controle e concluiram, sob
certas circunstancias, que isto pode produzir sobre-esti-
magdo do risco relativo. Essas conclusdes provem de uma
pesquisa médica, onde o método falivel € uma entrevista
contra a situacio verdadeira dada pelo diagndstico clinico.
NEWELL (1962) contestou o método dos autores DIAMOND §
LILIENFELD (1962) ao usar dados derivados de um estudo em
outro; porém, sua critica n3o afeta o principal argumento
de DIAMOND § LILIENFELD de que os erros de classificagao
possam produzir associagbes espurias. Na opiniao do autor
deste trabalho, devem ser aplicados a estudos epidemiolo -
gicos, procedimentos cuja validez seja conhecida; de outra
forma, qualquer interpretagdo deve ser muito cautelosa.

KEYS § KIHLBERG (1963) reafirmaram o conceito
de que os erros de classificagdo produzem uma subestimagao
do efeito verdadeiro, somente quando ditos erros sao igual-
mente provaveis nos dois grupos.

TENENBEIN (1971) propos um esquema de amostra-
gem em tres etapas para determinar o tamanho da subamostra
e da amostra completa, fazendo uma amostragem piloto de "m"
unidades para obter as classificagoes verdadeiras e falsas
de cada uma das unidades e assim poder estimar os parame-
tros desconhecidos. Neste procedimento, o incremento da
variancia de dados binomiais € insignificante; conseqllen-
temente, éste metodo € util no controle dos erros de clas-
sificagao. GOMES § ASTUDILLO (1975) estudaram a validez do
indice de soroprotegdao em camundongos lactantes em relagao
a imunidade antiaftosa do gado, introduzindo a sensibilida-
de e a especificidade como medidas padronizadas para ava-
liar um teste sorologico, usado como procedimento para clas-
sificar a imunidade dos bovinos.

GOLDBERG (1975) mostrou que o risco relativo a-
proximado € mais afetado pela taxa de falsos positivos (fun-
gao de especificidade) que pela taxa de falsos negativos.
GAIL & GREEN (1976) mostram o estatistico "min L" que se




pode utilizar quando medigoes quantitativas continuas sao
aplicadas para classificar individuos examinados, sob su-
posto de que ocorrem erros E; (falso negativo)e E; (falso
positivo), donde L = E] + Ez. Os autores determinaram a
distribuigao do "min L". Este estatistico € uma generali-
zagao do teste de um extremo para duas amostras de Kolmo-
gorov-Smirnov.

COPELAND et alii (1977) mostram que o afastsmen-
'to da estimagao do risco relativo desde seu valor verdadei-
ro € uma fungao da sensibilidade e da especificidade, da
freqUéncia da doenga como da freqliéncia da exposigao ao fa-
tor. Quando os erros de classificagao sao iguais nos dois
grupos comparados, a estimagao tende na diregao do valor
nulo. Quando diferentes erros de classificagao ocorrem, a
tendéncia pode ser numa ou noutra diregao, podendo ser maior.

LAWRENCE § GREENWALD (1977) propuseram um pro-
cedimento de triagem em duas etapas baseado em estudos de
cohortes, usando registros de morbilidade para determinagao
da freqliencia de uma enfermidade em 'cohortes'" de indivi-
duos expostos e nao expostos, na primeira etapa. Na segun-
da, os casos positivos. segundo o registro sao seguidos.
A efetividade deste procedimento resulta favoravel em re-
lagao a um estudo com completo seguimento, diminuindo o
custo e o tempo do mesmo.

ASTUDILLO (1978) examinou os problemas que se
apresentam na estimag¢ao da taxa verdadeira de imunidade an-
tiaftosa avaliada a partir de um metodo indireto, caracte-
rizando a capacidade de predigao do Indice de soroprotegao
em camundongo lactante.

GLADEN & ROGAN (1979) examinaram algumas proprie-
dades dos testes de triagem para a estimagao da prevalén-
cia de doengas e mostraram que a freqliéncia de positivos €
una ma estimagao, sendo necessario fazer um ajustamento pa-
ra os erros de classificagao.

QUADI et alii (1980) mostraram que os erros de




classificacdo, associados a imperfeigao de um método de
diagnostico, podem afetar a indugao estatistica em epide -
miologia. Este trabalho indica até que ponto O erro pa-
drao de uma taxa pode ser aumentado e chegar a viciar a es-
timacao da taxa, devido a presenga de erros de classifica-

gao.




3. MATERIAL E METODOS

Bovinos

O0s dados relativos aos niveis de anticorpos e a
resposta clinica a exposigao ao virus foram obtidos de 1201
bovinos de 18-24 meses de idade, mestigos, incluidos nos
registros de provas imunolégicas do Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa (CPFA), PAFMDC/PAHO/WHO (1979), GOMES G
ASTUDILLO (1975), SUTMOLLER & VIEIRA (no prelo). Estes bo-
vinos foram selecionados para o estudo pela ausencia de an-
ticorpos antes da vacinagao e posteriormente vacinados com
vacinas inativadas com adjuvante hidroxido de aluminio
ABREU (1971) ou adjuvante oleoso AUGE DE MELLO et alii (1975).

Protecao do gado

Os bovinos foram inoculados por via intradermo
lingual (IDL) com 10°
logo, 21-=28 dias apds a vacinagao (DAV), sendo considera-

IDc, de virus de febre aftosa homo-

dos protegidos quando nao apresentam lesoOes nas patas.

Soros

Colheitas de sangue dos bovinos primovacinados




foram feitas antes da exposigao ao virus e mantidas a -20°C

até serem avaliados os niveis de anticorpos.

Determinacao quantitativa de anticorpos

Os testes sorologicos foram todos feitos no CPFA,
com o uso de trés tipos de testes: neutralizagao de virus
em tubo (SNV), CENTRO PANAMERICANDO DE FIEBRE AFTOSA (1974);
teste de microneutralizagao (MNT), FERREIRA (1976) e indi-
ce de soro-protegao em camundongo (MPI), CUNHA et alii (1957).
Cada teste foi aplicado a uma amostra diferente de soros de

bovinos vacinados.

Distribuicdo de freqliéncias sobrepostas

Cada bovino € uma observagdo eleita de uma das
duas populagoes: nao protegida (7,) e protegida (7,). Nao
¢ possivel, na pratica de campo, identificar diretamente a
qual dessas categorias pertence um bovino. A classificagao
de um bovino depende da escala de medida dos anticorpos,
relativa a cada um dos tres testes sorologicos. Assim, e-
laboram-se duas distribuigoes de probabilidades, a partir -

dos registros de niveis de anticorpos em bovinos

—

Mo K

Ro R1

Se assume um modelo probabilistico normal, como indica a

Figura acima.




Escolha do valor de anticorpos oOtimo para triagem

Assume-se, em geral, que o nivel de anticorpos
numa populagdo 7w, € inferior ao correspondente numa popu -
lagao m,. Divide-se o eixo quantitativo em duas regioes Ry
e R;, escolhendo um valor critico (C) para discriminar o}
estado imunitario antiaftosa dos bovinos:

Ru : {Xi <C}
R1 : {}(.1 >C}.

De acordo com LEWIS (1966):
C(X) = (oou1 + o1u0)/( 01 + 0Oo)

onde pg e p, sao as médias aritméticas das populagoes T, e
T, respectivamente. 0o € o1 sao desvios padroes nas popu-
lagoes mo e ) respectivamente. Neste estudo estimam-se a-
queles parametros a partir das amostras de bovinos.

Para a classificacao individual aplica-se a se-

guinte regra:

1) se a observagao cai na regiao R, classifica-se como vin-
da da populagao nao protegida (wo), e
2) se a observagao cai na regiao R, classifica-se como vin-
da da populagao protegida (m.).
Entio, de acordo com ANDERSON (1958), a proba-
bilidade da classificagao correta de um bovino que proveém

-

da populagao mo €:

P(0/0) = SS Po (X) dx

e a probabilidade de erro de classificagao de um bovino que

provém de m, €:

]

P(1/0) IZ P, (X) dx

De igual modo, a probabilidade de classificagao
correta de um bovino que provém da populagao m, e:
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P (1/1) = /o Py (X) dx

e a probabilidade de cometer erro na classificagao do men-
cionado bovino eé:

C

P (0/1) = sS_ Py (X) dx

Pode-se cometer duas espécies de erros de clas-
sificagao: se o bovino provém realmente de mwo pode ser clas-
sificado como de m;, este erro € chamado de falso protegi-
do F(1): se o bovino & realmente de m, pode-se classifica-
1o como de e, este erro ¢ chamado de falso nao protegido
F(0).

Os relativos prejuizos (W) destes dois tipos de
erros de classificagao sao: Wp(1) para o primeiro tipo de
erro de classificacao (falso protegido), e Wg(0), para os
falsos nao protegidos.

Essas ponderagbes sao expressadas neste traba-

lho como uma razao entre elas. Por exemplo:

"

(1) Wg(1): Wg(0) 1:1, quando os falsos protegidos sao con-
siderados tao prejudiciais como 0S

falsos nao protegidos.

n
[ e ]

(11)Wp(1): WE(0) :1, quando os falsos protegidos sao con-
siderados duplamente prejudiciais,
em relagao aos falsos nao protegi-
dos. De acordo com ANDERSON (1958)
a seguinte tabela de 2 x 2 mostra
os resultados deste método de clas-

sificacgao.

Classificador Classificador certo
falivel (resposta clinica)
(anticorpos)
Protegido Nao protegido
Protegido Decisao correta F(1)

Ndo protegido F(0) Decisao correta
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Considere-se que a probabilidade de que um bo-
vino pertencente a uma populagao ndo protegida frente a
febre aftosa my seja qo e para uma populagao protegida m,
seja q:, entao a probabilidade de eleger um bovino desde
mo e classifica-lo corretamente € qo P(0/0). A probabili-
dade de eleger um bovino desde w, classifica-lo erronea-
mente € qo P(1/0). A probabilidade associada com a corre-
ta classificacao de um bovino proveém de my € q:1 P(1/1) e
'a probabilidade de erro de classificagao € q; P(0/1).

Divide-se o eixo R em duas regioes, Ro e R,
tal que o erro esperado seja tao pequeno quanto possivel.
Deseja-se minimizar a probabilidade de erro de classifi-
cagao de acordo com ANDERSON (1958):

We(1) qo ST Po (X) dx + WR(0) qn JZ, Pr (X) dx

—00

Sensibilidade, especificidade e valor de predicao imuni -

taria

De acordo com THORNER & REMEIN (1961), uma ta-
bela familiar nos estudos de triagem, adaptada para este
caso, € a seguinte:

Predigao _estado Estado imunitario real
imunitario - Total
(testes) Protegido Nao protegido
Protegido ni; Ngi Nn.;
Nao protegido Nio Noo Nn.o

TOTAL ni. Mg . n.
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Ela deve ser construida a partir de uma amostra
de bovinos vacinados. Observa-se que o estado imunitario
real e encontrado nas colunas, onde (n;.) corresponde ao
gado protegido contra febre aftosa, e (ny.) € o gado nao
protegido. Porém, os bovinos sao classificados de acordo com
um critério falivel de classificagao (anticorpos de febre
aftosa) representados pelas filas, dando uma aparente di-
cotomia de (n.,;) protegidos e (n.,) nao protegidos. A sen-
$ibilidade & (U = n;,/n;.) a proporcao de protegidos cor-
retamente classificados. A especificidade € (V = ngo/no.)
a proporgao de nao protegidos corretamente classificados
(GOMES & ASTUDILLO, 1975). Adaptando desde VECHIO (1966), a
capacidade de predigao de protegao € (G = n;,/n.;) a pro-
porcao realmente imune dentro dos classificados como pro-
tegidos pelo teste. A capacidade de predigao de nao prote-
cao € (H = ngo/n.,) a proporgiao realmente nao imune dentro

dos classificados como nao protegidos pelo teste.

Taxa de erros associados com o teste de triagem

Os resultados das provas soroldgicas podem ser
representados por probabilidades condicionais. Por exemplo
(n;;/n;.) € a probabilidade condicional de ser classifica-
do como protegido pelo nivel de anticorpos sendo o gado i-
mune contra a febre aftosa. A probabilidade condicional
(noo/ng.) corresponde a uma classificagao como nao prote-
gido pelo nivel de anticorpos sendo o gado nao imune a fe-
bre aftosa. Quando a resposta de anticorpos € tomada como
indicativa da existencia de imunidade contra febre aftosa,
entao a taxa de falsos protegidos F(l), & a proporgao de
gado realmente nao protegido, que responde sorologicamente
como protegido (ng;/n.,). A taxa de falsos nao protegidos,
F(0), € a proporgao de gado realmente protegido, que res-
poride sorologicamente como nao protegido (n;o/n.,).
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Por aplicacdo do teorema de Bayes seguindo a
FLE1SS (1973):

F(1) = (n /n. ) = (no1/noe.)(no./n..) _
(n.u/n.-)
= (ngy/ne.) {1 - (n,./n..)}
(nog1/ng.) + (ny./n..) {(ny,/ny.) - (no1/no.)}
F(0) = (mio/n.o) _ (Mo/ny.) (ny./n..) _

(n.o/n..)

_ 1 - (n;3/ny.) (ny./n..)

{1 - (no1/no.) - (ni./n..) {(mi1/ny.) - (no1/ng.)}
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4. RESULTADOS

Tres amostras diferentes de soros de bovinos pri-
movacinados, cada uma das quais tem tanto protegidos como
nao protegidos a exposigdao ao virus da febre aftosa aos 30
DPV, foram classificados de acordo com o nivel de anticorpos
avaliados pelo indice de soroprotecao ou MPI (TAB. I), por
soroneutralizacgao em tubos ou SNV (TAB. II) e por microneu-
tralizacao ou MNT (TAB. III). As referidas tabelas mostram
que as areas das distribuigoes de freqiiéencia de ambos gru-
pos de bovinos sobrepdem-se e ndo & possivel discriminar o
estado imunitario do gado, cujo valor de anticorpos cai nes-
sa classe de valores. Para as tres provas sorologicas, a a-
mostra de bovinos protegidos € maior que a de bovinos nao
protegidos. As médias aritméticas do nivel de anticorpos dos
bovinos protegidos sao significativamente maiores que as cor-
respondentes aos bovinos ndao protegidos, nas tres provas (P
<0,0001).

A forma das distribuigoes de freqliencias apresen-
ta graus variaveis de assimetria, mesmo sem considerar o e-
feito da amplitude dos intervalos de classe em que foram
agrupados os dados para sua apresentagao. O intervalo de va-
lores de anticorpos, em que ocorre sobreposigao das distri-

buigbes de freqllencias do gado protegido e nao protegido, €
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variavel para as tres provas. Observa-se, a partir da TAB.
I, que o MPI apresenta um amplo intervalo de valores. Exis-
te um numero nao insignificante de bovinos com valores bai-
x0s de MPI que pertencem a distribuigao de protegidos, ao
mesmo tempo que o extremo direito da distribuigdo dos nao
protegidos se prolonga dentro da distribuigao dos protegi-
dos. Ambas as distribuigoes sobrepoem-se entre os valores
0,5 e 3,0 se nao & considerado o unico bovino nao protegi-
do com 3,0 < MPI < 3,5. Sendo assim, pode-se dizer que nao
existe qualquer bovino protegido com MPI < 0,5, assim como
nao existe nenhum bovino nao protegido frente a febre af-
tosa com MPI > 3,0. A TAB. II mostra uma distribuigac de
SNV mais simétrica para os bovinos protegidos, sendo que
os animais ndo protegidos tem um intervalo pequeno de valo-
res de SNV. Esta ultima distribuigdo € claramente assime-
trica, quando se empregam intervalos de classe de SNV cuja
amplitude é de 0,5. Sem considerar o Unico bovino protegi-
do contra a febre aftosa com SNV < 0,5, o intervalo de va-
lores, onde ocorre sobreposicao das distribuigoes de fre-
qliencias de ambos grupos esta entre 0,5 e 1,5. Da mesma ma-
neira que para a primeira prova pode-se dizer que nao exis-
tem bovinos protegidos com SNV < 0,5, ao mesmo tempo que
nao existem bovinos nao protegidos frente a febre aftosa
com SNV > 1,5.

A TAB. III apresenta as duas distribuigoes de
freqliencia de MNT, com tendéncia a simetria, porém com uma
grande parte da area de suas distribuigoes sendo comm. Tal
como se observa, o intervalo onde tal sobreposigdao ocorre
esta entre 1,0 e 3,0. Os bovinos protegidos frente a febre
aftosa nao apresentaram MNT < 1,0, sendo que nao se obser-
vam bovinos nao protegidos com MNT > 3,0.

A TAB. IV apresenta os valores otimos do nivel
de anticorpos correspondentes a cada uma das tres provas
sorologicas e as trés amostras de soros, para a toma de de-

cisao acercd da classificacdo do estado imunitario do gado,
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de maneira que esta se faga reduzindo o numero de erros na
classificagao, falsos protegidos F(1l) e falsos nao prote-
gidos F(0), a uma quantia minima. Quando da decisao de
classificar um bovino no grupo protegidos ou no grupo nao
protegidos € feita sob a condigao de que ambos os tipos de
erros sao igualmente perigosos, F(1): F(0) = 1:1, entao os
valores otimos de classificagao encontrados sao MPI = 1,8,
SNV = 1,0 e MNT = 2,0, respectivamente, para os tres tes -
tes e as tres amostras de soros. Com estes valores, o grau
de erro de classificagdo do estado imunitario frente a fe-
bre aftosa € para MNT de 36%, para MPI de 11% e para SNV de
9%. Os erros destes dois ultimos testes sao marcadamente
menores e semelhantes. Quando a decisao refere-se a sele-
¢ao de um valor Otimo para classificar o estado imunitdrio,
considerando duplamente mais periogoso o falso protegido,
F(1) : F(0) = 2:1, entao os valores otimos de classifica -
c¢ao sao MPI = 2,0, SNV = 1,2 e MNT = 2,4 sendo que as pro-
babilidades de erro de um e outro tipo agora sao desiguais.
Como se ve na TAB. IV, produz-se um claro descenso da pro-
babilidade de falsos protegidos F(1) para os tres testes
sorologicos pela ponderagao dada a este tipo de erro. O au-
mento que experimenta a probabilidade de falsos nao prote-
gidos, F(0), ndao € tao marcado. A relagao de ordem entre as
tres provas e as trés amostras de soros, enquanto a proba-
bilidade de incorrer em um erro do tipo falsos nao prote -
gidos, F(0), também € a mesma que para F(1l).

A TAB. V mostra os indicadores de validez e de
capacidade de predigao do estado imunitario das trés pro -
vas sorologicas e as trés amostras de soros. A sensibili-
dade alcanga um nivel acima de 85%, sendo bastante pareci-
do nas tres provas; o mesmo nao ocorre com a especificida-
de que esta acima de 85% para SNV e MPI, mas € significa-
tivamente menor para MNT. No caso dos dois indicadores de
validez destas provas, a SNV € a que apresenta os valores

mais elevados, 89% de sensibilidade e 91% de especificida-
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de, porém, nao apresentando diferengas significativas com
MPI. Quanto a capacidade de predig¢dao ¢ protegao se apresen-
tam niveis muito semelhantes para os tres testes, estando
em todos os casos a capacidade acima de 90%. E mais baixa
a capacidade de predigao e nao protegao, sendo que somente
SNV esta sobre 85%, tendo-se observado valores significa-
tivamente menores para as provas MPI e MNT, especialmente
esta Ultima. '

A TAB. VI da a probabilidade de ambos tipos de
erro associada com uma sé€rie de valores possiveis para a
taxa real do nivel imunitario populacional do gado. Excep-
cionalmente, esta taxa em regioes sob programas de contro-
le da febre aftosa € maior que 95% ou menor que 10%. Se a
imunidade populacional real € relativamente alta, o nivel
de falsos protegidos € baixo, em troca a proporgao de fal-
sos nao protegidos alcanga um nivel alto. O contrario ocor-
re para taxas de imunidade populacional baixas. Tomando-se
como base os valores discriminantes Otimos correspondentes
a relagao F(1) : F(0) = 1:1, para qualquer nivel imunita-
rio das populagoes bovinas, das quais as amostras foram ob-
tidas, a proporgao de erros de classificagao do estado 1i-
munitario a partir de valores sorologicos, € maior para MNT
seguido por MPI, sendo SNV o teste que comete .—uma menor

proporgao de erros de classificacao.
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TABELA 1 - Febre aftosa: distribuigao de bovinos protegidos

e nao protegidos segundo indice de

em camundongos lactentes (MPI)

soroprotegao

MPI Total Protegidos Nao protegidos
0,0 )— 0,5 49 - 49
0,5 /— 1,0 36 9 2
1,0 /4— 1,5 63 23 40
1,5 f— 2,0 57 38 19
2,0 )— 2,5 51 43 8
2,5 /— 3,0 43 39 4
3,0 )/— 3,5 33 32 1
3,5 /— 4,0 35 35 -
4,0 /— 4,5 29 29 -
> 4,5 149 149 -
TOTAL 545 397 148
Média aritmetica 3,52 0,91
Desvio padrao 1,42 0,72
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TABELA II - Febre aftosa: distribuigao de bovinos protegi-
dos e ndo protegidos segundo titulos de soro-
neutralizagao em tubos (SNV)

SNV Total Protegidos Nao protegidos
0,0 f/— 0,5 68 1 67
0,5 /~— 1,0 50 16 34
1,0 /~— 1,5 39 29 10
1,5 /— 2,0 45 45 =
2,0 /— 2,5 38 38 -
2,5 /— 3,0 17 17 =
> 3,0 16 16 =
TOTAL 2713 162 111
Media aritmética 1,95 0,49

Desvio padrao 0,76 0,33
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TABELA III - Febre aftosa: distribuigao de bovinos protegi-
dos e nao protegidos segundo titulos de neu-
tralizagao em microplacas (MNT)

MNT Total Protegidos Nao protegidos
0,5 /— 1,0 2 - 2
1,0 f— 1,5 28 5 23
1,5 /— 2,0 65 38 27
2,0 f— 2,5 93 71 22
2,5 f— 3,0 128 120 8
3,0 f— 3,5 43 43 -
3,5 /— 4,0 21 21 -

v
=S
o
L7}
[#2 ]
]

TOTAL 383 301 82

Media aritmetica 2,74 1,82

Desvio padrao 1,68 0,50

1




TABELA IV - Valores sorologicos de triagem e
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respectivas

probabilidades de erros de classificagao quan-

do se minimiza a condigao destes erros

Condigoes Testes
de
erros MPI SNV MNT
F(1) : F(0) = 1:1 1,8 1,0 2,0
(0,11)* (0,09) (0,36)
F(1) : F(0) = 2:1 2,0 1,2 2,4
(0,07;0,14)** (0,02;0,11) (0,12;0,42)

* Probabilidade

Gao

de ambos os tipos de erros de classifica-

** probabilidade de F(1) e F(0), respectivamente




TABELA V - Triagem da imunidade a febre aftosa em bovinos:
estimativas de indicadores de validez e capaci-

dade de predigao para as treés provas segundo o

valor otimo de triagem quando F(1) F(0) = 1:1
Parametros Testes
3 *

estimados MPI (1,8) SNV (1,0) MNT (2,0)
Sensibilidade 0,86+0,034  0,89+0,048  0,86+0,039
Especificidade 0,86+0,056 0,91+0,053 0,63+0,104
Predigao de protegao 0,94+0,024 0,93+0,040 0,90+0,035
TERIE D K e 0,70+0,066  0,86+0,063  0,55+0.100

protegao

* Nivel de confianga de 95%
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"TABELA VI - Triagem da imunidade a febre aftosa em bovinos:
probabilidade de erros de classificagao associa-
da a taxa imunitaria populacional

Taxa de MPI* SNV* MNT*
imunidade
da populacao F(1)*** F(0)*** F(1) F(0) F(1) F(0)
0,10 0,5943 0,0178 0,4765 0,0132 0,7947 0,0241
0,20 0,3944 0,0391 0,2880 0,0293 0,6325 0,0526
0,30 0,2753 0,0652 0,1909 0,0493 0,5010 0,0870
0,40 0,1963 0,0979 0,1317 0,0746 0,3922 0,1290
0,50 0,1400 0,1400 0,0918 0,1078 0,3008 0,1818
0,60 0,0979 0,1963 0,0632 0,1535 0,2229 0,2500
0,70 0,0652 0,2753 0,0415 0,2200 0,1557 0,3415
0,75 0,0515 0,3281  0,0326  0,2661 0,1254 0,4000
0,80 0,0391 0,3944  0,0247 0,3259 0,0971 0,4706
0,85 0,0279 0,4798 0,0175 0,4065 0,0706 0,5574
0,90 0,0178 0,5943 0,0111 0,5211 0,0456 0,6667
0,95 0,0085 0,7557 0,0053 0,6967 0,0221 0,8085

* (Os seguintes valores de triagem: 1,8. 1,0 e 2,0 foram
considerados para MPI, SNV e MNT, respectivamente.

** Falsos protegidos
*** Falsos nao protegidos
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5. DISCUSSAO

Ja foi demonstrado que o nivel de anticorpos cir-
culantes contra a febre aftosa, medido atraves do MPI, es-
ta claramente relacionado com a proporgao de bovinos pro-
tegidos a exposigao ao virus da febre aftosa (GOMES &
ASTUDILLO, 1975).

Neste trabalho, tal afirmagao & confirmada e
tambem demonstrada a correlagao existente entre ambos ca-
racteres quando se utilizam as provas de medigao de anti-
corpos SNV e MNT. As amostras de bovinos protegidos contra
a febre aftosa, ao serem desafiados com virus desta enfer-
midade, apresentam meédias aritmeticas de nivel de anticor-
pos circulantes significativamente maiores que as corres -
pondentes as amostras de bovinos ndo protegidos para as
trés provas soroldgicas. Trata-se de populagoes bovinas cu-
jo comportamento ¢ diferente ndo so na manifestagao clini-
ca da resposta imunitaria (protecao e ndao ptotegao) como
também na resposta soroldgica. A predigdo de uma variavel
dicotomizada, como e a imunidade contra a febre aftosa, a
partir de umd varidvel quantitativa continua, como & o ni-
vel de ahticorpos eirculantes, pode se fazer mas ndo em
forma perfeita, 4 nao ser que as distribuigoes de freqUén-
cias nao fossem sobrepostas.
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Ao utilizar-se um procedimento indireto, como &
neste caso o soroldgico, a separagdo dos animais em prote-
gidos e nao protegidos e dificultada, pois ha uma regiao de
valores onde se torna dificil separar ambas as classes de
individuos. Esta parte da escala constitui wuma regido de
incerteza. A distribuigdo de freqllencias dos anticorpos nos
animais ndo protegidos frente a febre aftosa sobrepoe -se
com a distribuigao de freqliencia nos animais protegidos.

' 0 suposto de igualdade entre as medias aritmé-
ticas de anticorpos para as populagoes de protegidos e nao
protegidos tem sido rejeitado com uma probabilidade de erro
menor que 0,0001, o que indica que o nivel de anticorpos
para classificar o estado imunitario contra a febre aftosa
€ de grande utilidade pratica. A sobreposicdo de parte das
distribuigoes de freqlencia dos anticorpos dos bovinos pro-
tegidos e nao protegidos nao chega a afetar significativa-
mente nenhuma das trés provas sorologicas para o diagnos-
tico da situacgao imunitaria. A avaliacgdo do estado imuni-
tario contra a febre aftosa de uma populagdao bovina, em da-
do momento, pode ser representada por uma taxa de animais
imunes frente a esta enfermidade.

Sabe-se que € inviavel avaliar diretamente a
imunidade em uma populagao, mesmo quando se queira faze-
lo mediante uma amostra. Assim, torna-se necessaria a pre-
dig¢ao atraves da medigdo do nivel de anticorpos. Com tal
proposito, nao e pratico determinar o ponto final de cada
titulagao de anticorpos, ja que esse procedimento requer
para cada soro um esquema de dose-resposta, que € proprio
dos trabalhos experimentais, mas ndo € compativel com es-
tudos massivos de campo, que tem por finalidade averiguar
o estado imunitario da populagao contra a febre aftosa.

Resulta interessante a utilizagao que neste tra-
balho e feita do acervo da informagao acumulada, sobre
respostas soroldgicas e protegao a exposigao ao virus, que
o Centro Pani-Americano de Fiebre Aftosa mantém em seu ar-
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quivo (PAFMDC/PAHO/WHO, 1979). Gragas a utilizagao destes
dados, € possivel selecionar um valor discriminante otimo
de anticorpos que permita avaliar o estado imunitario de
uma populagao bovina, diminuindo a minima expressao a pro-
babilidade de se cometer erros na classificagao de indivi-
duos como protegidos ou nao protegidos. CUNHA et alii (1957)
indicaram o MPI = 2,0 como um valor critico a partir do qual
se podia considerar um bovino como protegido. GOMES §
-ASTUDILLO (1975), em um trabtalho com grande quantidade de
observagoes, confirmam que a partir do MPI = 2,0 se pode
ter uma boa expectativa de protegao.

Dai que a principal novidade deste trabalho € a
metodologia de selegao de um valor discriminante do estado
imunitario contra a febre aftosa para cada um dos trés tes-
tes de medigao de anticorpos, sob condigoes de otimizagao
de maneira que ao diagnosticar o estado imunitario se dimi-
nua a quantidade de erros de classificagdo ao minimo. A es-
timagdo do valor discriminante otimo C(X) é feita atraves
e

We(1) qofl Po (X) dx + W(0) qu /S P (X) dx,

de acordo com ANDERSON (1958).

Esta expressdo matematica apresenta o erro mé-
dio esperado, tendo-se em conta um prejuizo semelhante pa-
ra falsos protegidos e falsos nao protegidos. Corresponde
a adigao dos produtos do nivel de periculosidade ou custo
de cada erro de classificagao multiplicado pela probabili-
dade de suas ocorrencias. E este valor médio que se deseja
minimizar, ou seja, quer se dividir o espago numérico dos
valores de cada teste em duas regioes, tal que o erro espe-
rado seja tao pequeno quanto possivel.

A probabilidade de ter falsos protegidos e fal-
sos nao protegidos contra a febre aftosa varia com o tipo
de teste sorologico utilizado e para cada um deles depende

do valor discriminante escolhido. 0Os valores discriminan-
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tes Ootimos estimados e a probabilidade de erro, de ambos os
tipos, associada a cada um destes valores, devem-se julgar
nao so considerando a diferente efetividade que cada teste
sorologico pode ter, também € necessario levar em conta o
fato que cada teste foi aplicado a uma amostra diferente de
soros. Pode haver alguma influéncia das vacinas utilizadas
assim como dos bovinos. Quando se da a mesma ponderagao ao
risco de ter falsos protegidos e falsos nao protegidos, a
‘tomada de decisao acerca do valor otimo na escala quantita-
tiva de cada teste sorologico por uma parte minimiza a pro-
babilidade de ambos os tipos de erro, assim como produz uma
maximizagao da adigao da sensibilidade mais a especificidade.

Quando a preocupagao na decisdo € maior com os
falsos protegidos frente a febre aftosa, deve-se dar uma
maior ponderagao a este na equagao que escolhe o valor oti-
mo. Ao se considerar os falsos protegidos duas vezes mais
periogosos que os falsos nao protegidos, entao o valor dis-
criminante alcanga um mais alto nivel na escala de cada tes-
te, diminuindo a probabilidade de classificar como protegi-
do um bovino que realmente nao esta, porém, alternativamen-
te se produz um aumento do risco de classificar como nao
protegido um bovino que esta protegido na realidade. Qual-
quer mudanga de valor discriminante altera a sensibilidade
e especificidade da prova. Ao se reduzir o risco de falsos
protegidos aumenta-se a especificidade, assim como também a
capacidade de predigao de protegao frente a febre aftosa pa-
ra cada prova. Este problema € igual ao problema dos erros
do tipo I e do tipo II na selecdao de um nivel de significan-
cia nas provas estatisticas de hipoteses. Ao se aumentar a
sensibilidade torna-se menor a especificidade e, inversamen -
te, ao se aumentar a especificidade, diminuir-se-a a sensi-
bilidade. Os modelos de combinagoes de sensibilidade e es-
pecificidade, associados a varios valores discriminantes de
anticorpos, para cada uma das provas, ficam determinados pe-

la forma das duas distribuigoes e o intervalo de valores no
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qual existe sobreposigao delas.

A selecao de um valor discriminante de uma pro-
va diagnostica € uma decisdao administrativa a ser tomada,
a qual se deve basear nos efeitos que resultarao dos dife-
rentes riscos de erro de classificagao a eles associados.
Por esta razzo, neste trabalho foram selecionados valores
de anticorpos para classificar os bovinos em protegidos e
nao protegidos, considerando reduzir a um minimo possivel
o risco do erro tipo falso protegido. .Sob as hipoteses de
que as trés amostras de bovinos primovacinados nao apresen-
tavam '"a priori" diferengas no que diz respeito a imunida-
de antiaftosa e que as vacinas aplicadas foram todas de
qualidade semelhante, a selegdao otima de um valor discri-
minante, nestas condigoes, tem dado em todos os casos para
a prova de soroneutralizagao em tubos (SNV) wuma vantagem
sobre a prova de soroprotegao em camundongo lactante (MPI)
€ muito maior ainda sobre a microneutralizagao (MNT). Para
os valores discriminantes escolhidos, SNV apresenta menor
risco de erro de classificagao, maiores niveis de sensibi-
lidade, especificidade e capacidade de predigao de prote-
¢ao frente a febre aftosa, resultando assim, o mecanismo
indireto de maior validez para estudar o estado imunitario
contra a febre aftosa, em procedimentos de triagem. Isto,
porém, nao se deve interpretar no sentido de que esta pro-
va tenha que ser adotada excluindo as outras. E necessario
ter em conta que embora todos os programas naciomais de con-
trole da febre aftosa da América do Sul tenham condigoes
técnicas para realizar esta prova, nao € menos certo que
nem sempre € possivel, em algum deles, principalmente por
falta de condigoes estaveis que asseguram contar em forma
oportuna e permanente com todos os elementos materiais in-
dispensaveis para seu desenvolvimento. Tendo-se em conta a
viabilidade destas provas, a soroprotegao em camundongo lac-
tante (MPI) resulta um procedimento tambeém de valor prati-

co para os estudos do estado imunitario da populagao bovi-
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na contra a febre aftosa nos paises do continente. Esta
prova & aplicada praticamente por todos os laboratorios so-
rologicos de apoio aos programas oficiais de controle da
febre aftosa nos paises da América do Sul. Entretanto, desde
o ponto de vista da validez sob a limitagdo de so conside~-
rar bovinos primovacinados, para classificar o estado imu-
nitario, o teste de soroneutralizagao em tudos (SNV) deve-
ria ter incentivada sua utilizagao.

Apresentar-se-iam como limitagoes relativas a a-
plicagao dos resultados deste trabalho, o fato de corres -
ponderem a bovinos primovacinados, entre 18 e 24 meses de
idade, cujas respostas foram avaliadas aos 30 DAV. Tendo-
se em vista esta situagao, seria recomendavel a utilizagao
destes resultados com certa cautela. Porém, a situagao i-
munitaria do grupo de bovinos considerados neste trabalho
nao € muito diferente de que pode ser encontrada em varias
populagoes bovinas de areas endémicas da América do Sul ,
submetidas a vacinagao massivas periodicamente. O nivel de
imunidade antiaftosa global € de 680/1201 = 0,716, propor-
gao significativamente menor que a estabelecida nos testes
oficiais de controle de qualidade das vacinas feitas aos 30
DAV (80% de animais protegidos a descarga de virus); tam-
bém os valores Otimos de anticorpos para triagem de estado
imunitario obtidos neste trabalho sao mais baixos que os e-
xigidos nas mesmas provas de controle de vacina aos 30 DPV.
Considerando estes argumentos, os valores aqui propostos
poderiam se aproximar do estado imunitario possivel de ser
encontrado em um momento médio entre duas vacinagoes, em
regioes onde se aplicam vacinas de boa qualidade em forma
obrigatoria a cada quatro meses. No entanto, esta-se apli-
cando a metodologia proposta para periodos p0s - vacinagao
mais prolongados, considerando animais revacinados.

E necessario salientar a importancia deste tra-
balho para os estudos epidemiologicos, desde que se forne-
gaim valores de anticorpos que permitam fazer uma triagem
dos bovinos de acordo com o estado imunitario. Por outro
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lado, dado que a partir deste trabalho se conhecem os ni-
veis de erros de classificagdo, ¢ possivel fazer um con-
trole estatistico dos erros e assim chegar a estimar a ta-
xa verdadeira de protegidos (Pgpp) frente a febre aftosa
numa populagdo bovina qualquer, a partir do nivel de anti-
corpos (método imperfeito de classificagao). Ao tomar uma
amostra de "n..'" bovinos e examinados seus soros por qual-
quer dos tres testes, cuja sensibilidade (U) e especifici-
dade (V) sao conhecidas, '"n.;" desses bovinos serao clas -
sificados como protegidos. Entao, um obvic estimador de Ppp
€ a proporgao da amostra classificada como protegida pelo
teste soroldgico, ou seja, a aparente taxa de protegidos

sera:

0 subescrito '"s'" indica que trata-se de um estimador imper-
feito a partir de valores sorolégicos. De acordo com a no-
tagao ja feita, a capacidade de predigao de protegao de um

teste sorologico €:

G = Ny
n.,

e a probabilidade de falsos nao protegidos é€:

F (0) = 21
I'l.g

entao € facilmente verificavel que uma estimagao da taxa
verdadeira de protegao frente a febre aftosa se pode calcu-

lar assim:
P}:A = (G) (f)s) + F (0) {1 - ﬁs)

Enquanto que a estimagao do erro padrao de ”ﬁs“ € estimado
por:
S(pg) = ¢ (pg) (1 - pg)/n..

o correspondente @ taxa verdadeira de protegio Ppy €& mais

complicada por incluir um fator de corregao (f.c.) de tal
que:
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S(PFA) = Y(Ppp) (1 - Ppp) (f.c.)

n..

A estimacao deste Ultimo erro padrdao se deriva
dos trabalhos de TENENBEIN (1971) e ASTUDILLO (1978). Es-
tudos em curso tratam este tema da estimagao da taxa popu-
lacional assim como de critérios a serem considerados em
procedimentos de triagem para reduzir os niveis de erro.




6. CONCLUSOES

E desenvolvida uma metodologia geral aplicavel a

estudos epidemiologicos de triagem, e que neste caso permi-

tiu:

a)

b)

c)

d)

a escolha de um valor otimo de anticorpos.de maneira que
a triagem do estado imunitdrio do gado frente a febre af-
tosa seja feita com um nivel minimo de erros de classi-
ficacao;

avaliar as proporgoes de falsos protegidos e falsos nao
protegidos, assim como a sensibilidade, especificidade e
a capacidade de predigao de protegao e de nao protegao,
para os valores de anticorpos eleitos para o estudo da
triagem do estado imunitario do gado;

controlar os erros de classificacao dos testes indiretos,
de forma tal que seja possivel estimar sem vicio a taxa
de animais protegidos frente a febre aftosa na populagao,
utilizando sé o nivel de anticorpos;

prognosticar as proporgoes de falsos protegidos e falsos
ndo protegidos para diferentes niveis de imunidade anti-
aftosa na populagado bovina e conhecer seus modelos de va-
ridcdo.

A aplicagdo desta metodologia tornou evidente que




33

o teste de soroneutralizagao em tubos apresenta maior efe-
tividade na avaliagao do estado imunitario do gado frente

a febre aftosa, pelas seguintes razdes:

a) menor risco para ambos os tipos de erros de classifica-
gao, para o valor otimo de triagem encontrado, tanto
quando a razao do risco de falsos protegidos a falsos
nao protegidos € igual, assim como quando os primeiros
sao considerados duplamente mais prejudiciais;

b) maior validez, especialmente pela mais alta especifici-
dade, sendo para este indicador significativa sua dife-
renga em relagao com a microneutralizagao em placas;

c¢) maior capacidade de predigao do estado imunitario, no-
tadamente em relagao aos nao protegidos, onde apresenta
diferencgas significativas com respeito ao indice de so-

roprotecao e a microneutralizagao em placas.
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