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Resumo

Obijetivos

Nenhum estudo de base populacional foi realizado para mostrar o uso potencial de
diagnéstico virologico do virus rabico. O estudo realizado teve por objetivo estimar
parametros de acuracia para o isolamento de virus rabico em célula McCoy, como
um método alternativo, e comparar com o uso da célula N2A, considerada método
de referéncia.

Métodos

Foi realizado um inquérito em 120 morcegos coletados aleatoriamente, na Mata
Atlantica, no Estado de S&o Paulo. Utilizou-se a reagdo de imunofluorescéncia paraa
deteccdo do virus rabico isolado no cérebro desses morcegos, avaliado nos dois
sistemas de cultivos celulares. Dois bancos de dados foram formados com os
resultados. A andlise foi feita com o programa Computer Methods for Diagnosis
Tests (CMDT), utilizando a técnica de two-graph-receiver operating characteristic
(TG-ROC) para obter os parametros de sensibilidade e especificidade, além de outros
indicadores, tais como eficacia, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
razéo de verossimilhanca.

Resultados

A célula N2A apresentou 90% de sensibilidade e especificidade, enquanto que a
célula McCoy obteve 95% para 0s mesmos parametros. Os valores foram baseados
em pontos de cortes otimizados para cada uma das células.

Conclusdes

Observou-se que a célula McCoy permite obter estimativas de acuracia superiores aos
resultados observados com a célula de N2A, representando um método alternativo
eficaz no isolamento do virus rébico.

Abstract

Objectives

No population-based studies have been conducted to show the potential for the use of
virological diagnosis of the rabies virus. The objective of the present study was to
estimate accuracy parameters for the isolation of the rabies virus in McCoy cells as
an alternative method and to compare this with the use of murine neuroblastoma
(N2A) cells, which is considered to be a reference method.
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Methods

An evaluation was performed on 120 bats collected at random in the Atlantic Forest of
the State of Sdo Paulo. The immunofluorescence reaction was utilized for the detection
of the rabies virus isolated from the brain of these bats and the presence of the virus
was tested in the two cell culture systems. Two data sets were constructed with the
results and the analysis was performed using the computer methods for diagnosis
tests (CMDT) software by means of the two-graph receiver operating characteristic
(TG-ROC) technique to determine sensitivity and specificity parameters, as well as
other indicators such as efficacy, positive predictive value, negative predictive value
and likelihood ratio.

Results

N2A cells presented 90% sensitivity and specificity, while McCoy cells presented 95%
sensitivity and specificity. These values were based on cut-off points optimized for
each cell type.

Conclusion

The study showed that McCoy cells allowed the obtaining of accuracy estimates that
were better than for N2A. The McCoy cell method is therefore an effective method for

the isolation of the rabies virus.

INTRODUCAO

Em 1978, as células de neuroblastoma murino
oriundas de diferentes clones foram introduzidas para
o isolamento do virus rabico,'%% bem como para 0
estudo da patogenia da raiva.?? As células de cultivo
também foram empregadas para produzir kits a serem
utilizados em sorologia.*®

Os peritos da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) preconizavam a inoculagdo do virus rabico
em camundongos jovens — de até 21 dias de idade —, a
chamada prova bioldgica, na qual o exame de diag-
nostico era realizado post-mortem. Entretanto, de-
pois de sucessivos estudos que comparavam a ino-
culacdo em camundongos e o isolamento do virus
em células de neuroblastoma murino (N2A), os peri-
tos admitiram que esse Ultimo método poderia ser
utilizado para diagnosticar a doencga, conforme a
metodologia descrita nos manuais de técnicas
laboratoriais para raiva.®%

Os primeiros resultados com as células McCoy*?
demonstraram que elas isolam com facilidade o vi-
rus da raiva. Em estudos nos quais foram compara-
dos os resultados obtidos com a titulagdo em ca-
mundongos e a com células McCoy - célculo do
end point —,** foi demonstrada a excelente replicacéo
do virus rabico nessa célula, indicando o seu possi-
vel uso para a titulacdo.

As células McCoy apresentam caracteristicas de
grande sensibilidade para o isolamento do virus
rabico, sendo descrito o seu isolamento no liquor de
paciente suspeito de raiva.* Posteriormente, foi com-
provado que o caso era efetivamente de raiva huma-

na, apos longo periodo sem a ocorréncia de raiva au-
toctone no Estado de S&o Paulo, o que o isolamento
classico — a prova bioldgica ndo detectou o virus
rabico, este caso foi definido clinicamente.

Essa capacidade da célula McCoy em isolar virus
rabico mesmo em baixas concentragdes — baixa car-
ga viral — faz desse método uma ferramenta de grande
utilidade no estudo da circulagéo do virus rabico em
reservatorios naturais e silvestres. Entretanto, apesar
de sua eficécia, ele ainda ndo foi validado para ser
utilizado em laboratérios de diagnéstico da doenca.

Além dos resultados serem compativeis com a
prova bioldgica, a McCoy é uma célula facil de
trabalhar. Tem um custo de manutengdo bem mais
baixo do que a N2A ou de uma coldnia de camun-
dongos, pois utiliza meio nutritivo minimo e ne-
cessita de metade de soro fetal bovino para suple-
mentar esses meios.

Observou-se assim a auséncia de um estudo de
ambito populacional para validar essa metodologia
alternativa. Por essa razdo, o presente trabalho teve
como objetivo validar o método de diagnéstico al-
ternativo (célula McCoy), utilizando a cultura celu-
lar N2A como método de referéncia, de acordo com o
modelo de validagao proposto por Greiner & Gardner.®

Greiner & Gardner® atribuem as curvas ROC (receiver
operating characteristic) um valor utilitario, pois com
uma anélise gréafica é possivel determinar as estimati-
vas de pardmetros importantes. Obtém-se a melhor re-
lacdo entre sensibilidade e especificidade e se otimiza
o0 valor do ponto de corte em uma dada populacéo-
alvo com uma prevaléncia conhecida.
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METODOS

O estudo de validacéo foi realizado em uma amos-
tra aleatdria de morcegos capturados no Parque Esta-
dual Intervales (PEI), no Estado de Séo Paulo, avalia-
dos quanto a presenca de infec¢do por virus rabico
nos dois sistemas de cultivos celulares.

Foram feitas cinco coletas realizadas no periodo de
20 meses, nas quais foram capturados morcegos adul-
tos de vaérias espécies, e de ambos sexos. Portanto foi
um inquérito epidemioldgico (screening).

Os resultados do estudo foram comparados por
meio de medidas indicadoras, tais como: sensibilida-
de, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo, eficiéncia, indice de Youden,?
classificacdo incorreta e razdo de verossimilhanca
positiva e negativa utilizando a técnica de two-graph
receiver operating characteristic (TG-ROC)” por meio
do programa computacional Computer Methods for
Diagnostic Tests (CMDT).*

As tentativas de isolamento foram feitas por meio
de inoculagdo (solugdo 2% de cérebro macerado) de
cada morcego capturado (unidade de analise) em duas
linhagens diferentes de cultivo celular (células de
neuroblastoma murino — N2A, método de referéncia
— e células McCoy*? — método a ser validado). Foram
realizadas duas passagens consecutivas de cada cére-
bro em cada tipo de cultura celular. A segunda passa-
gem foi realizada em placas de 96 pocos e foram uti-
lizados trés pocos para cada unidade de analise (cére-
bro). Para preservar as condi¢des de um teste cego,
cada cérebro foi numerado e codificado, impossibili-
tando o reconhecimento da espécie de morcego que
estava sendo analisada.

A interpretacdo do diagnostico laboratorial foi ba-
seada na leitura dos focos fluorescentes observados
diretamente dos pocos apés reacdo de imunofluores-
céncia direta em microscépio invertido IM-35 (Zeiss).

A variavel de estudo foi, portanto, ligada ao diag-
nostico laboratorial, que variou numa escala de zero
a 4+, sendo que a reacdo considerada positiva era
representada por 1+, 2+, 3+ e 4+,

O tamanho da amostra de morcegos foi calculado**
com base na prevaléncia prevista e j& conhecida em
isolamentos em células de neuroblastoma murino
(N2A), fixada em 10%, a precisdo estipulada em 5%
e com intervalo de confianca de 95%. O nimero mi-
nimo estimado foi de 138 elementos. Foram captura-
dos 166 morcegos, mas apenas 120 foram analisados,
por perdas e exclusdo de fémeas grévidas. Dessa for-
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ma, foi necessaria a adogdo de outros parametros, para
populacdes finitas de acordo com 0s mesmos auto-
res.!! Considerando-se, entdo, para uma amostra
(N=120), a prevaléncia da doen¢a em uma populacgéo
ndo endémica que varie entre 0,3 a 1,5% (represen-
tando o nimero esperado com a caracteristica deseja-
da), foi mantida a mesma prevaléncia de 10% de in-
feccdo esperada para a célula N2A. O nimero de 120
morcegos foi considerado como o tamanho minimo
da amostra a ser estudada com um intervalo de con-
fianca de 95%.

Foi utilizada também uma amostra complementar
de 19 morcegos oriundos do Centro de Controle de
Zoonoses do Municipio de S8o Paulo, objetivando
comparar e avaliar o grau de concordancia dos resul-
tados com os obtidos em outras duas metodologias:
o0 isolamento em cultivos celulares (McCoy e N2A) e
a prova biolégica (inoculagdo em camundongos).

Os resultados dos diagndsticos realizados com 0s
120 morcegos foram colocados em um banco de da-
dos, apoiado pelo programa Epi Info 6.4° e depois
exportados para outros programas estatisticos como
Medcalc!® e CMDT.* Dessa forma, foi possivel calcu-
lar os pardmetros de sensibilidade e especificidade e,
a partir desses, outros indicadores: eficiéncia, indice
de Youden,? razdo de verossimilhanga, classificacdo
incorreta, valores preditivos positivo e negativo.

Além de serem obtidos os valores otimizados, ou
seja, com a menor perda dos valores dos pardmetros
de sensibilidade e especificidade, também foi alcan-
¢ado o melhor valor do ponto de corte para 0 método
de diagnostico.

Para se avaliar o viés da amostragem, foi utilizada a
técnica de Bland & Altman.? Para verificar a linearida-
de entre os dois métodos, foi utilizada a técnica de
Passing-Bablok,'® além das estatisticas de Wilcoxon,
realizadas para avaliar as diferencas entre as médias
dos dois grupos — sistemas celulares N2A e McCoy —e
coeficiente de correlagdo de Spearman,'’ para verifi-
car a correlagdo entre os dois métodos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo teste de Wilcoxon,'” a diferenca entre as mé-
dias apontou p=0,046, apresentando 15 diferencas
positivas e 23 negativas entre os resultados pareados.
Representa uma diferenca significativa, porém mui-
to préxima ao limite de significancia 0,05. O teste de
Spearman,’’” comparando 0os mesmos resultados
pareados observados nas leituras de ambos os méto-
dos, detectou uma correlacdo estatisticamente signi-
ficante (p=0,0001) r=0,614 (0,489-0,715).
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A Figura 1 mostra a reta de regressao de Passing- otimizados, assim como os indicadores para eficién-
Bablok.®> Observa-se a linearidade entre os dois mé- cia do teste igual a 90%. A probabilidade de classifi-
todos, porém com um desvio proporcional signifi- car os resultados observados incorretamente foi igual
cante (p<0,01). Essa analise foi realizada por meio de a 9%. A razdo de verossimilhanca positiva (RV+) de-
um teste de hipétese, apresentado no Apéndice. finida como a chance do resultado positivo vir a di-

agnosticar a verdadeira doenga e ndo um resultado

Na analise de Bland & Altman,? o resultado observa- falso apresentou valor igual a nove. Isso equivale a

do também mostrou ndo haver viés na amostra, apesar dizer que a chance do resultado positivo ser diagnos-
do valor da média resultante das diferencas entre os ticado como doenca € nove vezes a de ser verdadeiro

resultados pareados das leituras dos dois sistemas ce- do que esse diagndstico representar um resultado fal-
lulares ter sido igual a -3,5, quando a média ideal deve S0 positivo. A razdo de verossimilhanca negativa (RV-
ser igual a zero. No entanto, o valor esta dentro do ) para 0 mesmo ponto de corte foi igual a 0,11, o que
intervalo de tolerancia — ou seja, dentro do limite da implica na chance de 11 em cada 100 diagndsticos
média mais dois desvios-padrdo —, sendo considerada negativos serem falsos negativos.
uma amostra nao viciada, cuja interpretacdo leva em
conta que um método pode substituir o outro. Em relacdo a célula McCoy, os mesmos indicado-
res apresentaram resultados superiores aos observa-
As Figuras 2A e 2B mostram os dois graficos (TG- dos na célula N2A. As estimativas de sensibilidade e
ROC) onde sdo observados os valores otimizados dos especificidade foram de 95%, apesar do nivel de cor-

parametros de sensibilidade e especificidade
dos dois sistemas celulares (N2A e McCoy).

Outro resultado importante determinado pelo 80¢ . n
grafico foi o ponto de corte (cut off), pois ele 70k
pode minimizar os efeitos dos resultados fal-
s0s positivos e falsos negativos. 60 F
50 [ >

Na Tabela 2, observam-se os indicadores <« i
obtidos com o ponto de corte mais adequa- = 40}
do pela analise grafica realizada pela técni- 30f
ca de TG-ROC. No caso da célula N2A, as Flo
estimativas dos pardmetros de sensibilidade 20 F
e especificidade foram de 90% tanto para 10 :
sensibilidade como especificidade. O ponto .
de corte que determinou esses valores foi re- 0O p— | | o | o | | o

presentado por 1+ ou 25% de células 10 20 30 40 50 60 70 80
infectadas presentes no campo visual da lei- MCCOY

tura ao microscopio. Para esse mesmo ponto  — — — —

d . . d indicad Figura 1 - Reta de regressdo demonstrando a linearidade dos dois métodos
e corte, as/ estimativas dos outros indicado- (N2A e McCoy) com desvio da linearidade apresentando valor de p=0,01

res também apresentaram o0s valores (Técnica de Passing-Bablok).

o

Tabela 1 - Numero de células, média, intervalo confianga, desvio-padrdo, valores maximo e minimo.

Células (N) Média Intervalo Desvio Valor Valor
aritmética confianga padrdo maximo* minimo*

N2A (120) 11,62 8,54-14,70 17,04 76,00 1,00

McCoy (120) 15,16 11,38-18,95 20,93 76,00 1,00

*Foram acrescentados o valor de 1 a todos os resultados para evitar divisdo por zero.

Tabela 2 - Estimativas dos indicadores baseados nos par@metros de sensibilidade e especificidade.

Células N2A % IC (%) McCoy % IC (%)
Ponto de corte 25,00 (16,00 - 39,90) 37,50 (27,50 - 47,50)
Sensibilidade 90,00 (83,91 - 96,09) 95,00 (90,05 - 99,50)
Especificidade 90,00 (83,91 - 96,09) 95,00 (90,05 - 99,50)
Valor preditivo (+) 38,88 (28,96 - 48,80) 38,88 (28,91 - 48,95)
Valor preditivo (-) 99,02 (97,04 - 100,00) 99,01 (97,05 - 100,00)
Eficiéncia 90,00 (83,91 - 96,09) 95,00 (90,05 - 99,50)
Indice de Youden 80,00 (71,95 - 88,05) 90,00 (88,80 - 96,20)
Classificacdo incorreta 0,093 (-5,97 - 6,99) 0,067 (-5,77 - 5,91)
Razdo verossimilhanca (+) 9,00 (3,10 - 14,90) 19,00 (10,90 - 27,10)
Razéo verossimilhanga (-) 0,11 (-0,57 - 0,79) 0,052 (0,005 - 0,522)
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bilidade de erros. Todavia, na atribuicéo de
valores limiares, é bem possivel que ocorram
diferencas entre observadores, principalmen-
te na atribuicdo de valores entre 1+ e 2+. Po-
dem acontecer, dessa forma, alguns resulta-
dos falsos positivos ou negativos nessa re-

gido denominada de zona cinza, local em que

7.50 15.00°22.50 30.00 37.50 45.00 52.50 60.00 67.50 75.00

Ponto de corte

2B McCoy
1.00 = mimimimm e

também é estabelecido o ponto de corte. Nes-
N2a  sa situacdo, os resultados considerados falsos
positivos ou falsos negativos poderdo aumen-
tar ou diminuir dependendo de cada observa-
dor. O ponto de corte podera ser uma deciséo

0.90 TSesl
0.80 ~
0.70 -~

arbitraria que vai definir os valores de sensi-
bilidade e especificidade. O ponto de corte,
portanto, é um fator critico nos testes
laboratoriais.®

Nas Figuras 3A e 3B, observam-se as dis-

7.50 15.00 22.50 30.00 37.50 45.00 52.50 60.00 67.50 75.00

Ponto de corte

tribuicdes dos resultados das leituras em cru-
Zes e, exatamente entre os valores atribuidos

McCoy ) ST
em 1+ e 2+, ha a maior diferenga entre 0s

Figura 2 - Two-Graph- Receiving Operator Characteristics (TG-ROC)

analysis. Curvas de Especificidade (—) e Sensibilidade (

Célula N2A S= E=90%, d0=25,00% ponto de corte estimado para andlise
nao paramétrica. (2B) Célula McCoy S=E=95%, d0=37,50% pontos de

corte para a analise ndo parameétrica.

te estar dentro também da faixa de 1+. No entanto, a
proporgdo de células infectadas correspondeu a 38%
do campo visual observado no microscdpio.

A razdo de verossimilhanca positiva para a célula
McCoy foi igual a 19, demonstrando que a chance do
diagndstico positivo em uma populacdo saudavel ser
verdadeiro é 19 vezes maior a do resultado ser falso
positivo para esse ponto de corte de 38%. Representa
uma chance duas vezes maior em relagdo a metodo-
logia com a célula N2A. Ja a estimativa da razdo de
verossimilhanca negativa foi de 0,052, o que repre-
senta uma chance do resultado ser falso negativo
igual a 5%, a metade daquela para a célula N2A. Ou
seja, apenas cinco em cada 100 diagndsticos negati-
vos podem ser resultados falsos negativos.

A eficiéncia do teste com a célula McCoy foi igual
a 95%, caracterizando uma superioridade ou facili-
dade para o isolamento do virus da raiva em relagdo a
célula N2A.

No entanto, 0 método de leitura em cruzes pode ser
subjetivo e apresentar poucas variacoes, dependendo
do observador. Essa leitura é diferente de uma outra
leitura mecénica (densidade 6ptica — DO — ou radioa-
tividade), em que os resultados obtidos sdo nimeros
continuos. Apesar disso, a imunofluorescéncia é uma
técnica que apresenta 98% de sensibilidade e especi-

dois métodos. Nas Figuras 2A e 2B, o nivel
de corte divide a figura em lado esquerdo,
no qual estéo representados os valores nega-
tivos, e o lado direito, onde estdo os resulta-
dos considerados positivos. Nota-se que 0s
valores do ponto de corte estdo acima do valor repre-
sentado por 1+ (25%), para a célula N2A e em 37,5%
para célula McCoy. Dessa forma, elimina os possi-
veis falsos negativos da leitura, dando uma boa mar-
gem de seguranca para o diagndstico correto, o que
foi observado no indice de Youden® com valor igual
a 90% (Tabela 2).

). (2A)

Os testes de diagnéstico ndo sdo perfeitos, mas exis-
te uma probabilidade de acertos. Um teste s6 sera
considerado perfeito quando a sensibilidade e espe-
cificidade forem iguais a 100%, quando a prevalén-
cia da doenca for correta e se comparada com padréo
ouro (método capaz de reproduzir ou diagnosticar a
verdadeira doenca, como a biépsia, por exemplo).*°

No caso da raiva, 0 método considerado padréo
ouro, além da biopsia post-mortem, pode ser a
inoculacdo em camundongos de material colhido do
paciente (prova bioldgica). Nesse caso, 0 isolamento
realizado por essa prova vai detectar a doenga e ndo a
infeccdo, como ocorre com o isolamento realizado
com os dois métodos de cultivo celular. Assim, na
Tabela 3, observam-se os isolamentos realizados em
cultura de células. Apenas 0s resultados obtidos com
3+, na célula McCoy, concordaram com os resultados
positivos obtidos na prova bioldgica, o que equivale
a 75% das celulas infectadas observadas no campo
visual do microscopio. Ja com as células N2A, os trés
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Figura 3 - Distribuicdo dos resultados de infecgdo dos
morcegos observados com a técnica de imunofluorescéncia
nas células N2A (3A) e células McCoy (3B).

casos positivos na prova bioldgica apresentaram dois
valores iguais a 2+ e apenas um igual a 3+. O teste de
correlacdo de Spearman?®” apresentou uma forte corre-
lacdo entre os dois métodos de cultivo celular, cujo
coeficiente r foi igual a 0,797 (0,536-0,918) e um
valor de p=0,0007. A correlacdo dos coeficientes en-
tre a prova bioldgica e as duas células foi média
r=0,647 (0,273-0,851) e p=0,006, para N2A, e r=0,677
(0,536-0,918) e p=0,004, para McCoy. O valor de
correlacdo nesse segundo estudo (Tabela 3) foi maior
que no primeiro (Tabela 1) analisado acima, mas
deve-se lembrar que a o segundo estudo a amostra é
menor e foi coletada num local de foco, ou seja, ja
havia apresentado casos de raiva em morcegos, dife-
rente da outra amostra, coletada aleatoriamente e, se
pressupunha, de animais saudaveis.

Em um proximo trabalho, dever-se-a analisar mais
detalhadamente essa questdo do ponto de corte para
o verdadeiro status da doenca e da infec¢do, como
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indicador da presenga do virus em uma populagéo de
morcegos.

O método de isolamento utilizando a célula McCoy
apresentou todos indicadores de acurécia superiores
em relacdo a célula N2A. A analise com a técnica de
TG-ROC foi muito atil para estimar os indicadores
dessa validacdo preliminar entre os dois sistemas ce-
lulares como métodos de diagndstico. A anélise gra-
fica realizada com o programa computacional
CMDT* para analisar a TG-ROC permitiu visualizar
o0s parametros de sensibilidade e especificidade e, a
partir deles, estimar todos os outros indicadores, eli-
minando o viés de distribuicdo da amostra, que € ndo
paramétrica.

A técnica ROC? é considerada um método valioso
para comparar testes alternativos para um determina-
do método de diagndstico. Ela apresenta os melhores
pardmetros de sensibilidade e especificidade para
resultados que possuam uma distribui¢cdo normal. Por
isso, a analise realizada com a técnica TG-ROC foi a
mais adequada para estimar os pardmetros de valida-
de no presente estudo.

Outra questdo que deve ser analisada refere-se ao
padrdo de referéncia utilizado. A célula de
neuroblastoma representa um padrdo imperfeito, pois,
segundo critérios estabelecidos,® os resultados negati-
vos de isolamentos realizados em células nem sempre
significam que o animal ndo esta infectado, uma vez
que a especificidade ndo foi 100%.8 Mesmo na prova
considerada como padrdo ouro — nesse caso, a prova
bioldgica —, s é possivel obter diagndstico positivo
em situagBes em que o titulo viral apresente uma dose
letal suficiente para matar 50% dos animais inocula-
dos. Dessa forma, a concentracéo de particulas virais
necessaria é superior aquelas concentragdes de virus
encontradas em reservatorios silvestres ou em amos-
tras naturais.’® O virus circulante num reservatorio é
mantido em baixas concentragOes para permitir a in-
feccdo e a manutengdo na espécie que o alberga.!

No isolamento realizado em cultivo celular, consi-
dera-se 0 nimero de particulas virais presentes no
indculo, que tera capacidade de infectar a célula, a
qual ndo esta sujeita a interferéncia da resposta imune.

Tabela 3 - Comparacéo dos resultados obtidos no teste de imunofluorescéncia direta nas células N2A e McCoy com a prova

bioldégica em camundongos.

Célula N2A McCoy Prova biologica
imunofluorescéncia (n° de mortes)
0 1 1 0/19

1+ 12 8 0/19

2+ 5 7 0/19

3+ 1 3 3/16

Total 19 19 19
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J& na inoculagdo em camundongos, a resposta imune
pode interferir e mascarar a infec¢do, aparecendo ani-
mais infectados, porém assintomaticos. Para vencer a
resposta imune e o animal ficar doente, ha a necessida-
de de uma carga viral maior. Mesmo assim, a quantida-
de da carga viral ndo é fixa, variando conforme a pré-
pria capacidade do camundongo em ser um bom
respondedor ou ndo. Animais bons respondedores exi-
gem uma carga viral maior, enquanto que maus
respondedores necessitam de uma concentracdo me-
nor de virus para ficarem doentes, por apresentarem
uma baixa imunidade. Pequenas concentragdes de vi-
rus vivo, quando inoculados, podem funcionar como
vacina, induzindo também a resposta imune. Portanto,
tais considerac@es tedricas devem ser levadas em con-
ta na escolha e na analise do padréo ouro.?

A validacdo de testes de diagnostico sem padrédo
ouro pode incorrer em vicios e superestimar os re-
sultados.® Os desenhos dos estudos também podem
induzir a andlises viciadas. Inquéritos epidemiolé-
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APENDICE

Passing & Bablok regression

A interpretacdo dos resultados depende da analise
da equacao de regressdo a seguir apresentada: Passing
and Bablok regression.

Variavel X: N2A

Varidvel Y: MCCOY

Amostra =120
Equacédo de regressao

Y =0,0000 + 1,0000 X

Intercepto A: 0,0000

95% CI: -1,0000 to 0,0000

Slope B: 1,0000

95% CI: 1,0000 to 2,0000

teste para linearidade

Desvio Significante da linearidade (P<0.01)

Essa expressdo é entendida da seguinte forma: se o

Intervalo de Confianga (IC) do intercepto A pode ser
usado para o teste de hipdtese onde:

e HO: os dois métodos sdo iguais

« HA: os dois métodos sdo diferentes

Segundo a técnica de Passing-Bablok (1983), o re-
sultado da reta de regressdo é avaliado na forma de
um teste de hipdtese onde:

e A=0; ahipotese é aceita, se o IC contiver 0 0

No caso do valor da inclinagdo da reta, o Intervalo
de confianca de B pode ser usado novamente como
um teste de hipotese:

e HO: os dois métodos apresentam a mesma
linearidade

e HA: os dois métodos apresentam linearidades
diferentes.

Para aceitar HO é necessério que o valorde Beo IC
contenham o 1 (B=1). Se o valor de B for diferente de
1, entdo rejeita-se HO e aceita-se HA. Esse resultado
indica que ha linearidade mas que ela é proporcio-
nalmente diferente, pois se p<0,01, esse valor define
0 desvio da linearidade.

B=1,01C (1,0 -2,0)



