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RESUMO

GOUVEA, Marcus ViniciusDesenvolvimento e validacéo de modelo preditiveatiaciio

de testes de diagndstico por classe latente pgrarasitismo por L. chagasi em caes
atendidos no Hospital Veterinario Universitario td&PIl, Teresina2011. 87 f. Tese
(Doutorado) — Instituto de Medicina Social, Univdesie do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011.

A leishmaniose visceral americana (LVA) € uma daesimy expanséo no Brasil, para
a qual se dispdem de poucas, e aparentementeienédis, estratégias de controle. Um dos
grandes problemas para a contencdo da leishmavigeseral americana é a falta de um
método acurado de identificagdo dos caes infectaosiderados os principais reservatorios
da doenca no meio urbano. Neste sentido, a caraagi@o de marcadores clinico-laboratoriais
da infeccdo neste reservatorio e a avaliacdo niEguada do desempenho de testes para
diagndstico da infeccdo podem contribuir para adarea efetividade das estratégias de
controle da LVA. Com isso, o presente estudo teis dlojetivos principais: (1) desenvolver e
validar um modelo de predicdo para o parasitismd_pshmania chagasm céaes, baseado
em resultados de testes sorologicos e sinais afinie (2) avaliar a sensibilidade e
especificidade de critérios clinicos, sorolégicopagasitologicos para deteccdo de infeccao
canina polL. chagasimediante andlise de classe latente. O primeiretiobjfoi desenvolvido
a partir de estudo em que foram obtidos dados dmex clinico, soroldgico e parasitoldgico
de todos os cées, suspeitos ou ndo de LVA, atemdiddHospital Veterinario Universitario
da Universidade Federal do Piaui (HVU-UFPI), eme$ara, nos anos de 2003 e 2004,
totalizando 1412 animais. Modelos de regressaatiogi foram construidos com os animais
atendidos em 2003 com a finalidade de desenvolvemodelo preditivo para o parasitismo
com base nos sinais clinicos e resultados de gpaopmr Imunofluorescéncia Indireta (IFI).
Este modelo foi validado nos cées atendidos noitabspn 2004. Para a avaliagdo da area
abaixo da curva ROC (auROC), sensibilidade, edpetafle, valores preditivos positivo
(VPP), valores preditivos negativo (VPN) e acurdgiibal, foram criados trés modelos: um
somente baseado nas variaveis clinicas, outrodenasido somente o resultado sorologico e
um ultimo considerando conjuntamente a clinica sowlogia. Dentre os trés, o ultimo
modelo apresentou o0 melhor desempenho (auROC=90,%%nsibilidade=82,4%,
especificidade=81,6%, VPP=73,4%, VPN=88,2% e ataglobal=81,9%). Conclui-se que o
uso de modelos preditivos baseados em critériogcol e sorolégicos para o diagndéstico da
leishmaniose visceral canina pode ser de utilidaoleprocesso de avaliacdo da infeccao
canina, promovendo maior agilidade na contencatslemimais com a finalidade de reduzir
0s niveis de transmissdo. O segundo objetivo feemolvido por meio de um estudo
transversal com 715 cées de idade entre 1 mésamnds3 com raca variada avaliados por
clinicos veterinarios no HVU-UFPI, no periodo deg@o a dezembro de 2003. As
sensibilidades e especificidades de critérios a®)i soroldgicos e parasitoldégicos para
deteccédo de infeccdo canina p@ishmania chagagoram estimadas por meio de andlise de
classe latente, considerando quatro modelos destastdiferentes pontos de corte. As
melhores sensibilidades estimadas para os critéliliso, sorolégico e parasitoldgico foram
de 60%, 95% e 66%, respectivamente. Ja as mellespecificidades estimadas para os
critérios clinico, sorolégico e parasitologico forale 77%, 90% e 100%, respectivamente.
Conclui-se que o0 uso do exame parasitolégico coaurgo-ouro para validacdo de testes
diagndsticos ndo é apropriado e que os indicaddeesacuracia dos testes avaliados séo



insuficientes e ndo justificam que eles sejam usadoladamente para diagnodstico da
infecgéo com a finalidade de controle da doenga.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Modelo prediClasse latente. Diagnostico.



ABSTRACT

American visceral leishmaniasis (AVL) is an expawgddisease in Brazil, for which
few, and apparently inefficient, control strategm® available. A major problem for the
containment of visceral leishmaniasis is the latlaro accurate test for the identification of
infected dogs, which are considered the main ressrof the disease in urban areas. In this
sense, the characterization of clinical and lalooyatarkers of the infection in this reservaoir,
as well as, a more appropriate assessment of ttierqpance of tests for the diagnosis of
infection, might increase the effectiveness of oargtrategies for AVL. Thus, this study has
two main objectives: (1) to develop and validatgradiction model for parasitism by
Leishmania chagasn dogs, based on the results of serological sastsclinical signs and (2)
to evaluate the sensitivity and specificity of @niclal criterion, and of parasitological and
serological tests for canine infection by chagasiusing latent class analysis. The first goal
was developed from a study in which clinical, segidal and parasitological data were
obtained for all dogs, suspicious or not to AVLjratted at the Veterinary Hospital at the
Federal University of Piaui, Teresina, in the yaar2003 and 2004, totaling 1412 animals.
Logistic regression models were constructed withahimals admitted in 2003 with the aim
of developing a predictive model for parasitismdzhen clinical signs and results of serology
by indirect immunofluorescence (lIF). This modelswaalidated in dogs admitted at the
hospital in 2004. To evaluate the area under th€ R@ve (AUROC), sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV), negative predietixalue (NPV) and overall accuracy, three
models were developed: one based only on cliniaghbles, other only with the serological
results and a final model based on both the clirmind serological data. Among the three, the
last model showed the best performance (AuROC=90.18ensitivity 82.4%,
specificity=81.6%, PPV=73.4% NPV=88.2% and oveealturacy=81.9%). It is concluded
that the use of predictive models based on cliracal serological data for diagnosis of canine
visceral leishmaniasis might be useful in the eatadun of canine infection, allowing the
anticipation of ontainment of these animals in otdereduce transmission levels. The second
goal was developed through a cross-sectional stid}5 dogs aged between 1 month and 13
years, with varied races evaluated by veterinaren¥UH-UFPI in the period January to
December 2003. The sensitivities and specificitieslinical, parasitological and serological
tests for detection of canine infection bgishmania chagasiere estimated using latent class
analysis, considering four types of models andedéifit cutoffs. The best sensitivity estimates
for the clinical, serological and parasitologicasts were 60%, 95% and 66% respectively.
The best estimates for the specificity of clinicadrological and parasitological tests were
77%, 90% and 100% respectively. It is concluded ttnea use of parasitological assays as the
gold standard for validation of diagnostic tests)ad appropriate and that the indicators of
accuracy of the tests evaluated are insufficiepstify that they are used alone for diagnosis
of infection in order to control the disease.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Predictive modatent class analysis. Diagnostic.
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INTRODUCAO

A atividade humana tem modificado a ecologia e amamento de muitas doencas
infecciosas no mundo. Alteragdes nos micro e meaambientes vém propiciando o
surgimento de epidemias, principalmente em paisedesenvolvimento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).

A leishmaniose visceral americana (LVA), causadé peotozoario Leishmania
chagasj € um exemplo de doenca infecciosa reemergenttA&RVIONTEIRO; ZICKER,
1996); sendo também um exemplo de doenca neglagamciWORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). Doenca caracteristica de areasis, comecou a ocorrer em
ambiente periurbano (CUNHA et al., 1995), para @eptingir areas urbanas como Sao Luiz
(MA), Natal (RN), Teresina (PI), Rio de Janeiro JRJorumba (MS), Belo Horizonte (MG),
Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS) e poa@rande (MS), entre outras
(COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990; BRASILSecretaria de Vigilancia em Saude.
Departamento de Vigilancia Epidemioldgica, 2006).

Processos migratérios desordenados com a formagagruphos multi-espécies (ou
seja, a reorganizacao de pessoas e de grupos hsic@ngvendo com outras espécies no seu
cotidiano) (FARACO; SEMINOTTI, 2004), introduzindgrande numero de individuos
suscetiveis em areas endémicas, causando urbanizag®planejada e conseqiente condicéo
de vida inadequada, excessiva aglomeracdo domieilialteracbes ambientais podem ser
responsaveis pela mudanca do padréo epidemioldgido/A e sua ocorréncia em grandes
cidades (COSTA et al., 2005; CUNHA et al., 1995).

Acredita-se que o cdo é o principal reservatdridetithmaniose visceral americana
(CABRERA et al., 2003; ALMEIDA et al., 2005), esthmintimamente relacionado com a
ocorréncia da leishmaniose humana (TOLEZANO eRaD;7). Ainda ha debates na literatura
sobre o real papel do cdo como responsavel patgniiasdo da doenca para humanos.
Entretanto, ndo ha casos relatados de epidemiaarasnsem a presenca de caes acometidos
pela doenca (OLIVEIRA et al., 2008). Estudos ténstramlo que a presenca do cdo pode
funcionar como um fator de risco ou associado c@uarnento da probabilidade de ocorréncia
de casos humanos, além de mostrarem correlacastnaudcdo espacial entre os casos de
leishmaniose em ambas as espécies (CAMARGO-NEVES. 2001, GOUVEA et al.,
2007).

No Brasil, as estratégias de controle preconizpdisMinistério da Saude baseiam-se
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principalmente na eliminacdo de cées positivostroten de vetores, deteccdo precoce e
tratamento de casos humanos e educacdo em saudSI(BRSecretaria de Vigilancia em
Saude. Departamento de Vigilancia Epidemiol6gi€f62. Entretanto, estas estratégias nao
tém se mostrado efetivas para o controle da dogegdp a mesma se espalhado cada vez
mais para diferentes areas urbanas (OLIVEIRA ¢2808).

O sacrificio canino como ferramenta de controla@laiasbarra em varios problemas,
como: existéncia de reposicédo canina apos a elg@dnde cées infectados, continuidade na
execucdo das acdes, medida de pouco apoio comongarsténcia de outros reservatérios
(por exemplo, raposa e marsupiais), inexisténcitesies diagnoésticos altamente sensiveis e
especificos para deteccdo da infec¢do canina em asBntomaticos, que podem também
participar na transmisséo da doenca (OLIVEIRA gt2408; DYE, 1996). Este ultimo ponto
€ ainda mais critico porque os resultados dosstesagnosticos comumente utilizados podem
nao se correlacionar corretamente com a capacidadeansmissdo do animal (BRASIL.
Secretaria de Vigilancia em Saude. DepartamentoViddancia Epidemioldgica, 2006;
TRAVI et al., 2001).

Neste sentido, o desenvolvimento de uma regraetigdo de cdes infectados poderia
contribuir para o melhor e mais rapido direcionatmetas politicas publicas de contencdo da
enfermidade. Assim, este estudo teve como um de @getivos o desenvolvimento de um
modelo preditivo para positividade parasitaria eidhmaniose visceral canina, a partir de
sinais clinicos e testes soroldgicos para a entieme.

Mesmo considerando o fato de que a observacaadiceparasita através do exame
microscépico parasitolégico possa ser o mais ceelfipossivel, para a classificacdo do
animal como positivo ou negativo, este teste, cmmado muitas vezes como padrao-ouro,
também possui reconhecidas limitacbes e esta sugegrros, particularmente no que diz
respeito a sua sensibilidade, ou seja, capacidadeclaksificar corretamente os caes
infectados. Com isso, este estudo objetivou tarmdnéatiar a sensibilidade e especificidade de
critérios de diagndstico soroldgico, parasitolégeadinico, por meio de uma analise de classe

latente.
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1 REVISAO

1.1 Distribuicdo e carga da doenca

Por muitos anos (BADARO et al., 1986), e ainda hojenpacto das leishmanioses na
saude publica € subestimado. Isto decorre, em ,pdaefalta de testes de diagnostico
adequados para identificar infec¢des assintomagcéstores do hospedeiro que alteram a
manifestacdo da doenca. Nos Ultimos dez anos, poegibes endémicas tém se ampliado,
implicando no aumento do numero de casos regigraqd/ORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009d).

As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises (2w Mundo e 66 do Velho
Mundo) de cinco continentes: Africa, Asia, Europanéricas do Norte e do Sul, o que
totaliza 350 milhdes de pessoas sob risco (ALVARIgt2008; DESJEUX, 1996; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011a) (Figura 01 — cor ocregstdo amplamente difundidas
nas Américas, do Sul dos EUA ao Norte da ArgenMARZOCHI; MARZOCHI, 1994).
Considera-se que dois milhdes de novos casos de tmdtipos de leishmanioses ocorram no
mundo, com uma estimativa de 12 milhdes de pessim@dmente infectadas (DESJEUX,
1996; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009d).

Figura 01 -Distribuicédo geogréfica da leishmaniose visceraV/etho e Novo Mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011b).
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A leishmaniose visceral (LV), forma mais grave daenmta, € de notificacdo
compulséria em 32 paises, revelando um potenciakenu de casos nao relatados (séo cerca
de 600.000 casos de LV relatados anualmente). W&i80% dos casos de LV no mundo
ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sud@ORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011a).

Atualmente, 200 a 300 pessoas morrem de LV a cadlan@ Brasil (COSTA, 2008).

A doenca que era considerada uma endemia ruralc@os epidémicos de dez anos, agora
também ocorre em grandes cidades (WORLD HEALTH ORGEATION, 2009c). No pais,
estes ciclos sdo acompanhados de picos epidérmns, o ocorrido em 2000 (Figura 02). E
dificil explicar a incidéncia ciclica da doencaja relacdo ambiente-hospedeiro-parasito-
vetor ndo é totalmente conhecida e a abundanciaidengipalpisvaria muito no espaco e

no tempo devido a razdes ainda inexplicadas (THO®NPSt al., 2002).

Numero de casos de Leishmaniose Visceral no Brasil (1985 - 2009)

5000

4000

NUmero de casos
3000

2000

1000

T T T T T T
1985 1990 1995 2000 2005 2010
Ano

Figura 02 -NUumero de casos de Leishmaniose Visceral no Brd€iB5 a 2010 (Brasil. Ministério da Salde/DATASUS) .

No Brasil, na década de 1990, somente 10% dos cEsds/A ocorreram fora da

regido Nordeste. Entretanto, entre 2000 e 2002yéhoma reducdo para 77% o numero de
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casos desta regido (BRASIL, 2006). Entre 2000 e42@fais que 30% dos casos foram
relatados nas regides Centro-Oeste, Sudeste e (BRL&SIL, 2009) (Figura 03). Uma média
de aproximadamente 3500 casos humanos ocorremnantal com uma letalidade de 6%
(BRASIL, 2005). Em 2008, 220 pessoas morreram dé& g Brasil (Brasil. Ministério da
Saude/DATASUS).

Legenda
[ ] 0 casos
[] 1-5 casos
[ 5-10 casos
B 10-20 casos
B 50-192casos

Figura 03 - Distribuicdo de casos autoctones d@eaniose visceral segundo
municipio, Brasil 2002 (Brasil. Ministério da Saugep6)

1.2 Aspectos gerais da leishmaniose visceral

As leishmanioses sdo doencas parasitarias que podprasentar diversas
manifestacdes clinicas. Esta difundida no velhovwmundo, com uma grande diversidade
epidemiolégica. S&do causadas por pelo menos 2(Cciespde Leishmania protozoarios
transmitidos pela picada da fémea de flebotomingas,por sua vez sédo, no Velho Mundo,
do géneroPhlebotomuse no Novo Mundo do génetaitzomyia Cerca de 30 espécies de
flebotomineos sdo comprovadas como vetores da do@naioria das formas da doenca &
zoonotica, com o homem sendo infectado secundant@&nmas nas formas antroponaticas,
acredita-se que 0 homem seja o Unico reservadBESJEUX, 1996).

Assim, as leishmanioses incluem quatro principaisdades eco-epidemioldgicas:
leishmaniose visceral zooantroponética e antropcaodte leishmaniose cutanea

Zzooantroponotica e antroponatica. Nas formas aot@ficas, 0 homem € considerado a Unica
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fonte de infeccdo para o vetor; ja nos modelos @wows, animais sdo considerados
reservatorio, mantenedores e disseminadores, atrdué vetores, dakeishmania spp
(DESJEUX, 2001). Podem ocorrer sob quatro formascels principais: cutanea, visceral,
cutanea difusa (forma lepromatosa da doenca) e cutérea (Espundia) (DESJEUX, 1996;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009e).

A LV, também denominada calazar (palavra de origeéndu que significa Febre
Negra), € uma doenca endémica em varias regidoesuddo, mas também capaz de causar
surtos epidémicos graves. Foi descrita por Leishemaril901, que relatou os sinais clinicos
da doenca em humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,02a). E causada por
protozoarios do complexbeishmania donovanique abrange as espéciesdonovani, L.
infantume L. chagasi No continente americano o agente do calazdr.&chagasisendo que
ainda ndo existe base genética suficiente paranglisto dal. infantum(REY, 2002). E
caracterizada por febre irregular, perda de pespleeomegalia, hepatomegalia e/ou
linfadenopatia, e anemia. Pode causar epidemidarg@n escala, com casos fatais. Depois de
recuperados, os pacientes podem desenvolver ummea forbnica de leishmaniose cutanea
denominada leishmaniose cutédnea poOs calazar (“palst-azar dermal leishmaniasis”)
(DESJEUX, 1996).

1.3 Aspectos gerais da LVA

O calazar indubitavelmente autdctone foi primeinat@ealescrito no Brasil por Penna
em 1934. As formas amastigotas do parasito forasoatertas ao acaso em figados humanos
submetidos a exanpost-mortenpor suspeita de febre amarela.

Nas Ameéricas, a leishmaniose visceral se caraatg@timcipalmente por ocorrer em
regides tropicais e subtropicais, serem adquiridaavés de repastos sanguineos de
flebotomineos, manterem um ciclo envolvendo anintimésticos e/ou silvestres (seres
humanos séo hospedeiros finais, ndo necessarias @amanutencdo dos parasitos)
(GRIMALDI; TESH, 1993), e atualmente se caracterizaor ocorrer de forma epidémica em
areas urbanas (COSTA, 2008).

O céo é o principal reservatorio urbano do calazaps marsupiais podem ser
naturalmente infectados e assintomaticos, poderaittanalLeishmaniasp em seus 6rgaos
(ALMEIDA et al., 2005; CABRERA et al., 2003). O ticdomeéstico da doenca tem
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participacdo do cdo doméstico e o ciclo peridomicilem a participacdo de caes de rua e
canideos silvestres de habitos sinantrépicos (MOBREN.VAR, 2002).

No Brasil, a forma de transmisséo € através dalpidas vetoresl-. longipalpisou
L. cruzi infectados peld_eishmania (L.) chagasi(BRASIL, 2006), insetos da familia
Psychodidag ordem Diptera (VIEIRA; COELHO, 1998). Admite-se a hipdtese da
transmissdo entre a populacdo canina através dat@itgde carrapatos infectados e mesmo
através de mordeduras, cOpula, ingestdo de visaemamminadas, porém nao existem
evidéncias sobre a importancia epidemiolégica destecanismos de transmissdo para
humanos ou na manutenc¢ao da enzootia (BRASIL, 2006)

Acredita-se quelu. longipalpis represente um complexo de espécies irmds que
possuem habilidades diferentes de transmitir éhagasj influenciando na manifestacdo de
diferentes formas clinicas da doenca (URIBE, 19986yza et al. (2003) relataram, na ocasiao
do estudo, a auséncia He. longipalpisem seis localidades do municipio do Rio de Janeiro
com notificagBes de casos humanos autéctones,demeo que as espécies. firmatoie Lu.
migoneitambém apresentam importancia epidemiolégicaarestnissdo da LVA. Cabreet
al., 2003, por outro lado, detectaram maior preser¢aidntermediae Lu migoneiem Barra
de Guaratiba, localidade do municipio do Rio deeifaronde ha ocorréncia de casos caninos
de LV.

Isto indica a variabilidade de espécies de flebiews vetores, que podem ocorrer
em diferentes regifes, capazes de carrear e tr@msnparasitoL. chagasj o que torna o

processo de transmissao variavel e extremamentplexm

1.4LVA em Teresina — PI

Desde a década de 1970, vem sendo verificado erasifiar um fenémeno
epidemiolégico importante: a urbanizacdo da ende(EEIRA; COELHO, 1998). A
populacdo de Teresina em 1991 era de 599.272 htsfaeaumentou consideravelmente em
2007 quando atingiu 779.939 habitantes (IBGE) anasse que em 2010, a capital tenha
atingido o nimero de 814.439 habitantes (IBGE, 2011

Entre 1971 e 1979 a LVA apresentava-se endémic#®iaoi. A partir de 1980,
observou-se uma mudanca no perfil epidemiolégicdanca no Piaui, com uma epidemia

de vasta extensao territorial concentrando-se gdpmmte na area urbana de Teresina. E no
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periodo de 1980 a 1986 que se caracteriza no Brvapilocesso de urbanizacdo da LV,
antecedendo o que viria a ocorrer ainda nesta détaicidades de Sao Luis/MA e Natal/RN
(COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990; JERONIMO et al., #9SILVA et al., 1997).

Na epidemia de Teresina, houve uma mudanca nd peiflemiolégico da doenca
neste estado. Houve predominio de casos em atgasagrde clima tropical com precipitacao
pluviométrica superior a 1200mm em altitudes ifiexs a 200m (COSTA et al., 2000).
Fatores geograficos como distancia de rios, tofi@gnaluviometria e cobertura vegetal tém
sido relatados como fatores independentementeiadssacom a distribuicéo e incidéncia da
LV (ELNAIEM et al., 2003). Estes fatores podem umfhciar a populacdo de vetores e
reservatorios dalL. donovani por exemplo, uma vez que interferem em fatores
microclimaticos (ELNAIEM et al., 2003; GOMEZ et ,all998). Os principais locais de
assentamento de migrantes em Teresina, na épaaidiania, localizavam-se nas periferias
das &reas urbanas, sul e nordeste. Em 1980, amgpid®mecou em bairros novos de
migrantes para sO depois atingir areas de ocupagfiga (COSTA; PEREIRA; ARAUJO,
1990). No Nordeste do Brasil a macica migracdopdasoas das areas rurais para as urbanas
resultou em um crescimento rapido e descontroladactlades. Os suburbios se expandiram
para areas anteriormente rurais, colocando inUnp&Essnas em contato com o ciclo silvestre
daL. chagasi (JERONIMO et al., 1994).

Taxa de Incidéncia da LVA no PI
1990 a 2005

15 20 25 30
1 1 1

1

10

1

casos/100.00 habitantes

5
1

o 4

T T T T T T T T T T T T T T T T
1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Ano

Fonte dos dados: DATASUS 2009.

Figura 04 — Taxas de incidéncia de LVA no PI: 189D05.
Fonte: Brasil. Ministério da Saude/SINAN. Coefidede incidéncia de Leishmaniose Visceral, por QQD.
habitantes. Brasil, Grandes Regides e Unidadesadae 1990 a 2005.

A figura 04 mostra as taxas de incidéncia de LVAPh@ntre os anos de 1990 a 2005.
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Em 2004, num dos picos epidémicos do Piaui, Teaesgistrou uma taxa de incidéncia de
22,69 caso0s/100.000 habitantes. Mesmo que nosdm@800 e 2001 o estado do PI tenha
registrado apenas 4 casos/100.00 habitantes, manesgjistrou mais de 10 casos por 100.000
habitantes (Fonte: Brasil. Ministério da Saude/SN\A

Um dos fatores que favoreceu a instalacdo e enddade& com surtos epidémicos da
LVA em Teresina, foi as secas. Estas se caractanzgpor migracdes desordenadas de
pessoas e de animais domésticos do interior peapital, criando excelentes condi¢cbes para
o vetor Cu longipalpig e manutencdo do ciclo da doenca. Nos suburbide se instalaram
0s migrantes, as condi¢cfes sanitarias eram depisr@¥YORLD..., 2002).

Diversos fatores sdcio-econémicos e ambientaisoestfacionados a migracao de
contingentes populacionais para suburbios pobresidades. Ondas de desemprego, falta de
terras disponiveis para cultivo, além da fome aresam a formacdo de aglomerados
densamente povoados sem infra-estrutura sanitBgee padrdo de migracdo para areas
urbanas levou a formacdo de megaldpoles, onde radicées de habitacdo e saneamento
inadequadas, principalmente nas periferias, criaogrtunidades para a transmissao de
doencas como a LVA, pois 0s parasitos encontrananvasto nimero de hospedeiros nédo
imunes e desnutridos (SILVA et al.,, 2001; WORLD HHA ORGANIZATION, 2002,
2009b). Observa-se que a ocorréncia de LV est&iasisoa precarias condi¢cdes econdmicas
e sociais das comunidades afetadas, conjuntursejexpressa em condi¢des precarias de
moradia e baixos niveis nutricionais (VIEIRA; COEDQH1998).

Teresina é pontilhada por lotes vazios e quintas larborizados e cercada por
grandes favelas, ocupadas basicamente por deseadpseg subempregados muito pobres
(COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990). Sdo nas favelasos males dos rios com aguas
estagnadas que se instalam os migrantes. Em amwdris kdo criadas condicfes adequadas
para a eclosdo de surtos epidémicos, pois sdo c@dps os contatos de individuos
suscetiveis com fontes de infeccdo humana, comvegéeos domésticos nas cidades ou
reservatorios silvestres nas areas rurais (COSERHERA; ARAUJO, 1990). Isto ocorre
também em outros estados do Nordeste como o CRA@MPSON et al., 2002).

Entre 1980 e 1986, época da primeira epidemia d& h&/ Pl, 46% dos casos em que
a idade foi registrada eram em individuos menorescidico anos, com uma sensivel
predominancia no sexo masculino. A maior incidéraalLVA no grupo de menor idade
depende de maior suscetibilidade e ndo de maiars&gdn ao parasito (COSTA; PEREIRA;
ARAUJO, 1990). Este grupo s6 se torna mais expgstndo 0s vetores aumentam em
nimero e penetram no ambiente domiciliar (COSTARPIRA; ARAUJO et al., 1990).
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Estas migracdes desordenadas, além de favoreceomcantracdo de pessoas nas
periferias, fomenta a agricultura de subsistéramgal| com alteracdo da terra e do ambiente de
vegetacdo em area peridomiciliar. Apesar de poa@aber sobre este assunto, parece que as
areas de terras rocadas e cultivadas séo locasspmogiicios para a presenca do vetor, do que
areas florestadas e de campos abertos (THOMPS@N 2002). Neste estudo, estes autores
detectaram em Canindé, estado do Ceara, maiorngeesde Lu. longipalpis em areas
peridomésticas proximas a plantacdes de feijaoleomem locais com grande presenca de
cées e alta umidade.

Em estudo realizado em Teresina, Costa et al. {20@%ctaram que pessoas vivendo
sob condi¢cbes de excessiva aglomeragdo nas casagguado sistema de esgotamento
sanitario e/ou de coleta de lixo/entulho tinhamanasco de desenvolvimento de LVA.

Em 2006 a proporcéo de pobres no Piaui era de %® @Lito alta quando comparada
com estados como SP (16,84%) e RJ (20,24%). A rpad&apitaem 2004 chegou a R$
2.892,17, enquanto que no Sudeste a estimativaéthantda rendger capitafoi de R$
12.000. N&o so sob aspectos econdmicos, mas taad@novimentos urbanos basicos, Piaui
fica aguém de outros estados, principalmente de Sudeste. Por exemplo, a proporcao de
pessoas com cobertura do servigo de coleta dadi¥@aui em 2006 era de 49,63%, enquanto
gue na regido Sudeste era de mais de 90%. Pararoarvano, 61,72% das pessoas no Piaui
eram cobertas pelo servico de esgotamento sanignguanto que na regido Sudeste este
percentual era de mais de 80% (Brasil. DATASUS/Btémio da Saude).

1.5Ciclo biolégico

Parasitos do géneteeishmanigpossuem trés diferentes micro-habitats duranielo ¢
de vida, o que os permitem assumir diferentes ferma intestino do vetor e nos espagos
inter e intracelulares dos vertebrados. Sao ermbogrna forma promastigota no invertebrado
e amastigota no vertebrado (MOLYNEUX et al., 1977).

As formas amastigotas encontradas em constantéphtaltdo por fissdo binaria nos
macrofagos dos vertebrados provocam a ruptura acelddévido ao grande numero de
parasitos. Isto permite 0 acesso ao meio inteas{REY, 2002). Ha também o acesso a este
meio com a ruptura dos macréfagos no momento dastepsanguineo do vetor
(MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987).
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Quando as formas amastigotas sdo sugadas pelo, v&ortransformam em
promastigotas no trato digestivo toracico destest®cal hd a formacdo de uma membrana
peritréfica e multiplicacdo (MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987), por fissdo binaria
(BOGITSH; CHENG, 1998), dos protozoarios. Com atutg desta membrana, o parasito
acessa o0s tratos digestivos anterior e posteté&m da probdscide do inseto. Acredita-se que
a membrana peritréfica possa funcionar como fagocahtrole para o potencial do vetor em
transmitir o parasito (MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK,1987). Em um proximo repasto
sanguineo, as formas promastigotas livres na pecat®sdo vetor sdo inoculadas no
hospedeiro vertebrado. Neste, o parasito € faghcitpor macréfagos em fagocitose
dependente da atividade do protozoario (MOLYNEUX.IMCK-KENDRICK, 1987). Esta
fagocitose é mediada pelos receptores manose/ftdisSR) e complemento tipo 3 (CR3)
existentes na membrana do parasito (MEHLHORN g1888). ApGs a fagocitose, o parasito
promove a formacdo intracelular de um vacuolo ettidocparasitéforo, onde ocorre a sua
multiplicacdo (BOGITSH; CHENG, 1998). Os macroéfagltiferenciados nos tecidos como

monaocitos podem carrear o0 parasito a todos os palt@rganismo hospedeiro (REY, 2002).

1.6 Clinica e diagndstico no homem

O desfecho e sucesso das infeccfed p@hmania spglependem da resposta imune
do hospedeiro, da viruléncia do parasito, de fatesternos, do escape do parasito do sistema
imune, do seu acoplamento, endocitose e sobrevav@éns macrofagos (GRIMALDI; TESH,
1993). A LV pode se manifestar nas formas subdinc inaparente, indeterminada,
moderada e grave (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). As rfas benignas da doenca
freqientemente resultam em protecdo contra reiéifeatravés de imunidade mediada por
célula, que é a forma imune mais efetiva na reapstfeccdo (GRIMALDI; TESH, 1993).

A doenca caracteriza-se principalmente por causéaref (dois picos por dia,
principalmente em areas endémicas) (BOGITSH; CHEME®8), sintoma mais freqlente
(SILVA et al.,, 2001), anemia, hepatoesplenomegaiaprogressiva perda de peso
(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). Pode se caracterizalgpecorréncia de lesdes na pele de
pacientes tratados e/ou recuperados, caracterizalgiishmaniose dérmica pos calazar (REY,
2002). Pelo fato dos parasitos afetarem o Sisteati@iRo Endotelial do hospedeiro, ocorre a

constante proliferacdo de células, devido a destoudos 6rgdos deste Sistema, 0 que leva a
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hiperplasia dos mesmos. A anemia ocorre por acoraatd da medula 6ssea o que leva
também a leucopenia, deixando o individuo susdetivenfeccbes secundarias. Sem
tratamento, a condicao é freqientemente fatal (B@@| CHENG, 1998).

Os achados clinicos da LV nédo sao patognomoniddAGIMAN; SINGH, 2003).

Ha varias enfermidades que possuem sintomas es sipaielhantes aos da LV. Assim, o
diagnostico diferencial da leishmaniose visceraledger feito para doencas como maléria,
sindrome da esplenomegalia tropical, febre tifotderculose miliar, hipertensdo portal,
leucemias, linfomas e anemia hemolitica (KAFETZ803).

Assim sendo, testes de laboratério tornam-se irapte$s ferramentas para
confirmacgdo da suspeita clinica. Dentre estesstggidemos citar: isolamento do parasito de
tecidos apropriados (SIVAKUMAN; SINGH, 2003), quede retardar o diagnostico por
semanas (GUERIN et al., 2002). H& testes sorolégommo Imunofluorescéncia Indireta,
ELISA, Immunoblotting e detecgcdo de antigeno eraxldimportante para diagnostico de
imunocomprometidos) (ASSIS et al., 2008). Ha tamhlésates de imunidade tardia como
Intradermorreacdo de Montenegro; testes molecutane® o PCR (SIVAKUMAN; SINGH,
2003), que apresentam sensibilidade e especifieidaima de 90%, mas tem custo muito
elevado (ASSIS et al.,, 2008); e testes para datead@ marcadores fisiologicos
(SIVAKUMAN; SINGH, 2003).

Em relagdo a leishmaniose visceral humana, é sgame também ressaltar os
freqientes casos de co-infeccdo com o HIV. O primeiaso relatado de coinfeccéo
Leishmania sgom HIV foi em 1985. No Brasil, a transmisséo d¥ kem sido relatada em
regibes com baixa taxa de urbanizacdo, onde a bdéan pode ser transmitida (ALVAR et
al., 2008).

1.7 Clinica, epidemiologia e diagnostico da LV no céo

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenganptica severa que afeta
milhdes de cdes na Europa, Asia, Africa e AméritA®RENO; ALVAR, 2002). O céo
infectado € um dos principais fatores associadasfexcado porL. chagasiem humanos
(SILVA et al., 2001). Sdo animais populares em ouuipaises. Varios fatores levam as
pessoas a ter um cdo como: companhia, afeto, geesdn criancas em idade escolar no

domicilio, seguranca da propriedade, entre outtBSLIE et al., 1994). Estudos revelam que
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a posse de cao varia entre regides, entre areamaur® rural, entre religides e entre
caracteristicas e comportamentos humanos (KNOBE&I.et2008; LESLIE et al., 1994;
WESTGARTH et al.,, 2007). Estes estudos podem femesabsidios para orientacdo da
adocdo de medidas de intervencéo para doencastmasno

A leishmaniose visceral canina € caracterizadaicelinente por perda de peso,
aumento dos linfonodos, hepatoesplenomegalia, amenajuntivite, onicogrifose, alopecia,
dermatite, ulcera na pele, anemia e coagulopa&sjo estas representadas principalmente
por hemoptise e emaciacéo (SILVA et al., 2008; TRAMal., 2001).

Os cées podem apresentar-se assintomaticos, atifgomeaticos, com a presenca de
adenopatia linféide, pequena perda de peso e p#looo ou sintomaticos, com todos ou
alguns sinais mais comuns da doenca como as d&éwacutaneas (alopecia, eczema
furfurdceo, Ulceras, hiperqueratose), onicogrifosejagrecimento, ceratoconjuntivite e
paresia dos membros posteriores (BRASIL, 2006).

A gravidade dos sintomas da doenca estd diretamatdeionada com a alta
capacidade de transmissdo do parasito do cdo paveta (TRAVI et al.,, 2001),
provavelmente devido a alta carga parasitaria.

O intenso parasitismo cutaneo, a presenca em peg@emesticas, sua capacidade de
dispersao e o potencial de transmissdo mesmo r@asde sinais clinicos, salientam a
grande importancia epidemioldgica do cdo como [paicfonte de infeccdo parau.
longipalpise, entdo, para o homem e outros animais (SILV&.e2001). Travi et al. (2001)
mostraram que caes assintomaticos sdo pouco tsswes do parasito para 0s vetores,
guando comparados com caes pouco ou muito sintesatPorém, cédes que se tornaram
assintomaticos e que no inicio da doenca sofremmraves sintomas, sdo mais infectantes
para o vetor. No Brasil, a forma assintomatica adendga € encontrada com indices variados,
geralmente representando 40 a 60% de uma poputagéta soropositiva (BRASIL, 2006).

Estudos realizados em Aracatuba, Sdo Paulo, remelgue a prevaléncia humana de
LVA foi maior em &reas de alta prevaléncia de igé&ccanina (CAMARGO-NEVES et al.,
2001). Dados similares, em relacdo a LV, foram etrados por Gavgani et al. (2002), no Ira.
Outros fatores, além da presenca de cées, poderaspamsaveis pelo aumento do risco de
infecgéo e desenvolvimento da doenga em humanasy eodensidade vetorial, a taxa de
infec¢cdo parasitéria canina e a vulnerabilidadesdssetiveis (VIEIRA; COELHO, 1998).

Werneck (2002) explica que o calazar canino poddater de risco para o calazar
humano, principalmente em casos de baixos niveisemndmicos. Este mesmo autor cita a

ocorréncia de altos niveis de prevaléncia de id@oganina antes ou durante epidemias
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humanas em Teresina, PI.

Em estudo realizado em Teresina, Pl, COSTA et1#99), citam a possivel nédo
participacdo do cdo como fator de risco na trarsdoisndireta da LVA para humanos. Cita
também que ha a necessidade de estudos mais agseoque mostrem que a LVA é
primariamente adquirida por transmissao indiretadus.

Segundo Di Lorenzo e Proietti (2002) a leishmanieiseeral canina ndo é causa
suficiente para a ocorréncia de casos de leishmanisceral humana, mas ndo deve ser
descartada como causa necessaria ou fator de Asomaior prevaléncia de leishmaniose
visceral canina ndo necessariamente se correlad®maaneira positiva direta com a maior
prevaléncia da leishmaniose visceral humana. Istie ge dever a uma série de fatores como:
dificil efetividade da busca ativa de casos caniriaka de padronizacdo dos métodos
diagndsticos para estes animais, 0 que resultaagxa Bstimativa de verdadeiros positivos,
ou seja, a ndo identificacdo de todos os individimdato positivos (TRAVI et al., 2001).
Além disso, podem ocorrer numeros consideraveisfdecdes assintométicas em humanos,
além da interferéncia de fatores como idade e estadricional. A falta de métodos
diagndsticos padronizados para humanos tambénieirgera correlacdo das prevaléncias da
doencga entre caes e homens (DI LORENZO; PROIETIO22

Os principais procedimentos diagndsticos laborairsdo a realizagdo de provas
sorolégicas como a reagdo de imunofluorescéncimetad(RIFI), ensaio imunoenzimético
(ELISA), fixacdo do complemento e aglutinacao diréttualmente, para inquéritos em saude
publica os exames disponiveis para diagnoésticol@gon sdo a RIFI e o ELISA, que
expressam o0s niveis de anticorpos circulantes (BRA®B06). A fim de se otimizar o ELISA
padréo, foram desenvolvidos muitos testes, inclusom antigenos purificados, mas mesmo
assim, o problema de reacdo inespecifica com otripossomatideos nédo foi totalmente
contornado (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

O tipo de teste diagnostico a ser utilizado padet@ccdo de cdes positivos para a
LVC pode variar com a situacédo de interesse. Devienmar em conta alguns pontos como,
por exemplo, se o teste é para: deteccdo de c&Es/@® que apresentam sinais clinicos;
checar a infeccdo de cées que tiveram contato edrosopositivos; estudo epidemioldgico;
controle de transito zoosanitario; remocdo de daéctados de &reas de transmissdo
(GOMES et al., 2008).

O diagnéstico parasitologico € o método de cereesa baseia na demonstracdo do
parasito obtido de material biolégico de puncaaakiep, de linfonodos, esplénica, de medula

6ssea e bidpsia ou escarificacéo de pele. E umdméeguro de diagndstico, uma vez que o
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resultado positivo é dado pela observagéo diretmmieas amastigotas. A especificidade do
método é de aproximadamente 100%, e a sensibilideyplende do grau de parasitemia, tipo
de material biologico coletado e do tempo de laitla lamina, estando em torno de 80% para
cées sintomaticos e menor ainda para cées asstitoméBRASIL, 2006). Baneth e Aroch
(2008) citam que este tipo de diagndstico podeseficsensivel em casos de doencga clinica
moderada, pois 0 parasito pode néo ser detectad@cidos.

De uma maneira geral o diagnéstico da LVC vem sesaptando como um problema
para os servicos de saude publica. A problemags@-de principalmente a trés fatores: i)
variedade de sinais clinicos semelhantes as oltservem outras doencas infecciosas; ii)
alteracdes histopatologicas inespecificas e igxisténcia de um teste diagnostico altamente
especifico e sensivel (BRASIL, 2006).

Os resultados dos testes soroldgicos utilizadastiea de diagndstico dos programas
de controle da LVA nem sempre estdo correlacionados o status transmissor do animal
(TRAVI et al., 2001). Corroborando tal informac&aneth e Aroch (2008) citam que em
areas endémicas uma proporcdo de cdes desenvalgenga sintomatica, outra fracdo €
resistente a infeccéo ou a resolve sem desenvsivais clinicos. Isso faz a LVC de dificil
diagnéstico.

Assim, o diagnostico da leishmaniose canina nace st eliminado simplesmente
pelo resultado negativo da sorologia para a doesggajo necessarios no minimo dois testes
para a confirmacdo (TOLEZANO et al., 2007). Esttoavefere-se a complementacédo por
testes moleculares, como o PCR, o que poderiartoreeequivel o diagnostico em rotinas de
controle. O interesse na complementacédo com oegte € que caes assintomaticos podem ser
positivos na sorologia e negativos no PCR ou vamsa. Muitos protocolos de PCR sao
baseados na analise do DNA a partir do sanguestento, 0s parasitos sao mais encontrados
na pele e no sistema linfatico (BANETH; AROCH, 2pQ& Almeida et al. (2005), citam a
necessidade da realizacdo de dois testes sora0dieAT e ELISA, para deteccdo de caes
infectados e assintomaticos, uma vez que seu estodtrou diferencas nas sensibilidade e
especificidade dos testes.

A deteccao de anticorpos no soro dos caes € indiad exposicao a infeccao. Baixos
niveis de anticorpos sao detectados em cées séomas clinicos. Caes com altos titulos
podem ser animais com infec¢cdes persistentes comfes@acdes clinicas ou ndo. O
diagndstico soroldégico pode apresentar reacao daugara tripanossomas que infectam céaes
(BANETH; AROCH, 2008).

Sugere-se que a patogenia do parasito no cao sigpadrdo compartimentalizado,
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sendo o sistema mononuclear fagocitario, o primairatingir alta carga do protozoario
guando comparado com a pele, por exemplo (TRAWI.eR001). Esta dinamica no céo é um
dos fatores que dificulta o diagndéstico parasitdsto torna, juntamente com a inacuracia dos
testes de diagndstico em detectar verdadeirosiyissié 0 custo de testes moleculares, que
poderiam ser utilizados de forma complementarja;&o de modelos preditivos, a partir de
sinais clinicos e resultados sorolégicos de caeaspados, de potencial relevancia para

subsidiar o controle da doenca.

1.8 Tratamentos canino e humano

Os antimoniais pentavalentes sdo as drogas deipiesrolha para o tratamento da
leishmaniose visceral. Existem no mercado atualnénas formulacées de Skfsubstancia
base pentavalente) disponiveis: Stibogluconatodde « o antimoniato-N-metil glucamina,
nao parecendo existir diferenca quanto a efic&apéutica destas formulacdes. No Brasil, a
Unica formulacéo disponivel é o antimoniato N-meglilcamina, que vem sendo distribuida
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006).

Enquanto que no Brasil ndo existe documentacacetseipca de cepas techagasi
resistentesn vitro aos antimoniais, nos ultimos anos, doses proglassite maiores dos
antimoniais tém sido recomendadas pela OrganizZdcéalial da Saude (OMS) e pelo Centro
de Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidosnaérica devido ao aparecimento de
resisténcia primaria do parasito a essas drogasjgalmente em paises como Sudao, Quénia
e india (BRASIL, 2006).

Algumas reacdes adversas podem ocorrer devidoatortento com este antimonial,
sendo, nestes casos, necessaria sua substituic@yogas alternativas: arritmias cardiacas
e/ou outras manifestacdes de cardiotoxicidade,ficd@ncia renal aguda ou elevagcédo dos
niveis séricos de uréia e creatinina e/ou outrasfesacoes de nefrotoxicidade, ictericia e/ou
elevacdo de enzimas hepaticas e/ou outras magidestade hepatotoxicidade, pancreatite
aguda e/ou hiperamilasemia (BRASIL, 2006).

Embora a literatura apresente possibilidades dentento da LV canina (BANETH;
SHAW, 2002), a Portaria Interministerial d& 126, de 11/07/2008 proibe o tratamento da
LV canina com produtos de uso humano, ou ndo radiss no Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Até o momento,usdg esta Portaria, ndo existe
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farmaco ou esquema terapéutico que garanta a iaefidactratamento canino, bem como a
reducdo do risco de transmissdo. Assim, esta Rortansiderou varios aspectos como: a
possibilidade do risco de cdes em tratamento mantse como reservatorios e fontes de
infeccdo para o vetor; a existéncia de risco deigad a selecdo de cepas resistentes aos
medicamentos disponiveis para o tratamento damieisioses em seres humanos; e que nao
existem medidas de eficacia comprovada que garaatamio-infecciosidade do cdo em
tratamento (BRASIL, 2008; IKEDA-GARCIA et al., 2007

1.9 Controle da LVA

No Brasil, as medidas preconizadas de controle mose resumir em diagndstico
precoce, tratamento e assisténcia de casos hunmmigyle quimico do vetor, eutanasia de
cées positivos e educacdo em saude (BRASIL, 2006).

As autoridades e técnicos responsaveis tém sigados a encarar a LVA como uma
endemia de dificil e laborioso controle e que asdlidas aplicadas da forma como tem sido
exequiveis, sdo insuficientes para que se posseamcar niveis satisfatorios de controle
(Vieira e Coelho, 1998). H4& uma grande variedade sitieacdes epidemioldgicas na
ocorréncia da LVA. Assim, é necessario que as tégies de controle sejam flexiveis e
aplicaveis em cada caso particular. (MARZOCHI; MARRZHI, 1994).

Para a selecdo de estratégias apropriadas de leoetro uma determinada regido
geografica, devemos avaliar os seguintes fatoreerr@ncia e caracteristicas de casos
humanos; dindmica da transmissdo; etiologia; estustmlogicos sobre os vetores e 0s
reservatorios (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

A identificac@o dos tipos de transmissédo é fundaahgrara a adog¢do das medidas de
controle. Entre as formas de transmissdo da LVA ogamdomiciliar/peridomiciliar
(doméstica/rural), extradomiciliar (silvestre) edantal (transfusées sanguineas, iatrogénicas
e transplantes de 6rgéos) (MARZOCHI; MARZOCHI, 1p94

O controle de vetores é muito utilizado nas trassfrés domiciliar e peridomiciliar
(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). Os vetores possuem aagade de voo relativamente
curta, ndo percorrendo grandes distancias. Assaplieacao local de inseticidas pode ajudar
no controle dos insetos em areas bem definidasNBRDI; TESH, 1993). Costa, Pereira e

Aradjo (1990), observaram que o0s processos defdgfid de inseticidas promoveram
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reducdo da incidéncia acumulada de LVA no periab380 a 1986 no PI.

Um eficiente sistema de vigilancia e a participagdgopulacdo através de medidas
de educacdo em saude sdo medidas que aceleranecgadetde novos casos e assim,
tratamentos para a LVA (MARZOCHI; MARZOCHI, 19943rimaldi e Tesh (1993) citam
gue o tratamento de pessoas acometidas pouco maflprocesso de controle da transmisséao
do parasito na natureza.

De acordo com Dye (1996), acredita-se que a incidé prevaléncia da infecgcdo em
humanos nao interferem na disseminacdo da LV etdes, ou seja, o homem né&o
desempenha papel importante na transmissao dg&afeAssim, além do combate ao vetor,
teoricamente a diminuicdo de cées infectantes ptanasia ou vacinacdo seria eficaz no
combate a doenca em humanos. Entretanto, varioegatmplicam no ndo funcionamento
das medidas de reducdo do niumero de caes infectzon®o: (1) cdes hem sempre parecem
estar doentes nos primeiros estagios da infecggoar{imais assintométicos podem ser
igualmente infectantes para os vetores, (3) outessrvatérios podem servir de fonte de
infeccao, (4) os testes diagnosticos comumenteadibs subestimam, em geral, a prevaléncia
da infeccdo canina, e (5) cées eliminados sdo gquesémediatamente substituidos por uma
nova populagdo que pode adquirir infeccdo rapidéenem &reas altamente endémicas
(COSTA; VIEIRA, 2001; DYE, 1996; TESH, 1995).

No Brasil, os programas de controle enfatizam intuésorolégico em caes e
humanos, com a eutanasia dos cées positivos. Ggmiéd existem estudos que provem que
esta estratégia é efetiva (ASHFORD et al., 1998je< Ultimos autores mostraram que a
eliminacdo de c&es soropositivos afeta a incidérd@a soroconversao nos animais
temporariamente, além de poder causar diminuicdadai@éncia em humanos. Entretanto, a
transmissdo da LVA permanece continua, podendalesgdo a presenca de reservatorios
desconhecidos. Vieira e Coelho (1998) relataranmBrasil aumento no nimero de casos
humanos de LVA apesar da reducdo das taxas decsitiejdlade em cdes no periodo de
1981 a 1997. Dietze et al. (1997), relataram queessltados de programas designados ao
controle da LVA via eliminacéo de caes tém desamtinho Brasil. Entre 1990 e 1994, mais
que 4,5 milhdes de caes foram pesquisados e m&8.0@0 soropositivos foram eliminados;
entretanto, a incidéncia em humanos aumentou 1M&IZE et al, 1997). Souza et al.
(2008) mostraram que nao houve diferenca estatistimificante na incidéncia de LVA em
criancas de 0 a 12 anos na Bahia, quando foramadaktduas estratégias de controle:
somente o combate ao vetor e este mais a triageeliminacdo de caes infectados.

O fato de que a alta prevaléncia de infec¢do caimareas pobres pode anteceder ou
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concorrer com epidemias humanas néao é suficieméesgater certeza de que a pratica do
sacrificio de caes reagentes positivos nestas segasfetiva. Isto se deve ao fato de que com
estes dados, ndo se pode precisar a ordem de isaifsldlade entre as espécies, pode-se
inferir que caes sao simplesmente mais suscetiuaisdiagnostico é mais precoce e este tipo
de intervencado pode depender, para sua efetividaden complexo de variaveis
(WERNECK, 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

As constantes modificacfes antropicas que vém @udor no meio ambiente rural e
urbano acarretaram alteragdes nos padroes de temdsnda LVA. Estes processos, que se
tornaram mais perceptiveis nas ultimas trés décadagiciaram a emergéncia da doenca em
areas urbanas. Assim, torna-se fundamental a agébz de estudos sobre o0s aspectos
epidemiolégicos da LVA neste novo nicho eco-epiaddgjiico de transmissao, a fim de que
medidas de intervencéo sejam adotadas de manesafetva.

O céo é considerado o principal reservatério parh. a&hagasi nas Américas,
particularmente em areas urbanas, tendo sido asleoéi ocorréncia de casos humanos em
varias regides. Por isso, o0 Programa Nacional adérGle da Leishmaniose Visceral no Brasil
preconiza a realizacdo de inquéritos sobre infecaatha poleishmania chagas posterior
remocao e eliminagéo dos caes infectados nas deeasior transmissdo, como estratégia de
controle da doenca (BRASIL, 2006).

Dado a centralidade do cao doméstico no ciclo aesimissdo e as dificuldades do
diagnostico da leishmaniose visceral canina, tgmaxtremamente importante o maior
conhecimento da LVA neste reservatorio. Em pamdigulconsiderando a reconhecida
inacuracia dos testes soroldgicos usualmente aditig na pratica para identificagcdo de
infeccdo porL. chagasj o desenvolvimento de um sistema de predicdo patavC,
combinando informagfes soroldgicas e clinicas, padsontribuir para a otimizagdo das
acbes de controle. A incorporacdo de critériosiadd no diagndéstico poderia trazer
vantagens adicionais, uma vez que caes sorologitenp®sitivos e que apresentam sinais
clinicos compativeis com a doenca podem confornmarconjunto de animais de maior
importancia epidemioldgica para a transmissao.

Um aspecto adicional relacionado ao problema dgndistico da leishmaniose canina
é o fato de que as estimativas de sensibilidadetekies soroldgicos e do proprio exame
clinico usualmente tomam como padrdo-ouro o exaarasfoldgico, reconhecidamente
imperfeito em termos de sensibilidade, levando @masivas de acuracia diagnostica
provavelmente enviesadas. Sendo assim, reveste-geportancia o estudo do desempenho
diagnostico dos diferentes testes considerandmpsrieic6es do exame parasitolégico como

padrédo-ouro, o que pode ser realizado por meimdksa de classe latente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Desenvolver e validar um modelo de predicdo e avalidesempenho de testes de

diagndstico para o parasitismo porchagasiem cées.

3.2 Objetivos especificos

a) Desenvolver modelo de predicao de caes infestadid.. chagasi

b) Validar o modelo em outro conjunto de dados;

c) Estimar a sensibilidade e especificidade deesede diagndstico por meio de um

modelo de analise de classe latente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area do estudo

Teresina, capital do estado do Piaui, esta loddizeo centro-norte do estado e no
meio norte do Nordeste brasileiro (Figuras 5 dagitude sul 0505 12” e longitude oeste
42° 48’ 42”. Possui temperatura média anual d& @& clima tropical chuvoso de savana,
com periodo de chuvas entre dezembro e abril. T@nmodioma basico o cerrado/caatinga.
Sua &rea é de 1.755,70 Km

A cidade apresenta 4,34% do total de Obitos ponghmeinfecciosas e parasitarias e
taxa de mortalidade especifica por doencgas trasgmis de 41,96/100.000 habitantes (2005)
(Brasil. Ministério da Saude/DATASUS), possui unBRier capita de R$ 3.903 (baixo
quando comparado a cidade do Rio de Janeiro corhOREB7) e sua populacdo tem faixa

etaria predominante de jovens entre 15 e 19 aB&H).
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4.2 Desenho e populacao de estudo

Foi feito um estudo transversal com cédes atendpmwsclinicos veterinarios do
Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Univédade Federal do Piaui, no periodo de
janeiro de 2003 a dezembro de 2004, totalizand@ B4ilmais de idade entre 1 més e 13
anos, com raca variada. Como procedimento de rpadado, todos os animais com ou sem
suspeita de LVC eram submetidos a exame cliniaocaneinhados para realizacdo de testes.
sorolégico e parasitolégico para leishmaniose vaég® Laboratorio de Sanidade Animal, do
Setor de Doencas Parasitarias, Centro de Ciéngeagias da UFPI.

4.3 Variaveis de estudo e coleta de dados

A realizacdo dos exames parasitologicos, a fimeddesectar as formas amastigotas da
Leishmania smos animais, foi feita a partir de trés materiaddgicos distintos: aspirado de
medula éssea, aspirado de linfonodo e raspadolde pe

Para a realizacdo do mielograma, o material puadondo osso esterno foi
distribuido em 4 laminas de microscopia para cadfeale esfregacos delgados, os quais, em
seguida, foram fixados com metanol e corados pé&mao de Giemsa. Animais menores de
trés meses nao tiveram a medula puncionada.

O aspirado de linfonodo foi realizado nos animai®e @presentavam linfonodos
hipertrofiados. O material obtido também foi distielo em Iamina de microscopia fixado
com metanol e corado pelo método de Giemsa.

O raspado de pele foi feito em animais que apragant uma ou mais das seguintes
lesbes: lesdo no focinho, na orelha, na matriz eaigwespigmentacdo no focinho, areas de
alopecia na orelha e areas de alopecia ao redalldos. O material obtido foi distribuido em
laminas individuais em seguida fixadas com metarairadas pelo Giemsa.

A leitura das laminas foi feita por apenas um t@&eném microscopio Optico biocular
com objetiva de imersao.

O teste sorologico foi realizado mediante a caéhdg 10 mL de sangue por puncao
venosa com auxilio de tubogscuteiner O soro obtido foi submetido a RIFI, segundo
Camargo 1969, utilizando-se o kit IFI — LEISHMANIBSVISCERAL CANINA BIO-
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MANGUINHOS. Para este teste, os soros foram diklictam titulo inicial de 1:40, indo até
1:1280. A leitura do teste foi realizada em micégso de fluorescéncia com objetiva de 40x,
e foi realizada por dois técnicos.

Cinco veterinarios foram responsaveis pela avaliatitica dos animais no momento
da recepcao no hospital. Durante esta avaliacaa,fiehia clinica padronizada foi preenchida
pelos clinicos. Demais dados néao clinicos foraratadbs dos respectivos responsaveis pelos
animais. As variaveis consideradas no estudo forsexo (masculino/feminino), idade
(ordinal, 0 a 5) (até 1 ano,1 ano, 2 anos, 3 ah@s5 anos, > 5 anos), alopecia (sim/ndo),
alopecia periocular (sim/n&o), lesbes de pele (&), lesdo na cabeca (sim/n&o), perda de
peso/caquexia (sim/ndo), anorexia (sim/ndo), afes nos membros posteriores (sim/n&o),
lesbes no labio/queixo (sim/n&o), lesdo no focifdim/néao), fezes com sangue (sim/n&o),
diarréia (sim/ndo), vémito (sim/ndo), epistaxe (si@o), lesdes pelo corpo (sim/néo), lesdo na
orelha (sim/ndo), lesdo no olho (sim/nédo), les@paas (sim/ndo), aumento dos linfonodos
(sim/nédo), onicogrifose (sim/ndo), anemia (sim/p&gultado da sorologia — RIFI (ordinal, O
a 4) (negativo, 1:40, 1:80, 1:160, >1:320) e resldtdos testes parasitoldgicos (positivo —

animal positivo para pelo menos um dos testes fiveQa

4.4 Andlises estatisticas

Para o desenvolvimento e validacdo do modelo d#igére, os animais selecionados
foram divididos em dois conjuntos: animais atenglido ano de 2003 (715 animais), para
criacdo do modelo preditivo, e animais atendidosano de 2004 (697 animais), para
validacdo deste modelo. Este processo baseou-seétarosplit-sample validationonde
num conjunto da amostra 0 modelo € criado e emoacatsua performance é avaliada
(STEYERBERG, 2009b). Para obtencdo das estimatdeasdesempenho dos testes de
diagndstico por analise de classe latente, foransiderados apenas os animais amostrados
em 2003.

Inicialmente procedeu-se a analise por meio deessdo logistica univariada de todas
as variaveis coletadas no ano de 2003, tendo coesfecho os resultados dos testes
parasitologicos (positivo/negativo). As variaveige@presentaram associacdo com o desfecho
com nivel de significAncia menor ou igual a 20%0(@) foram utilizadas no modelo

multivariado, onde foram estimadas as razdes decehajustadas e os respectivos intervalos
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de 95% de confianca. Somente permaneceram no mdideloas variaveis que tiveram
associacdo com o desfecho em nivel de significahei&%. Foram formados trés modelos
finais: um somente com as variaveis clinicas (mod&hico), um somente com a variavel
RIFI e o outro com as variaveis clinicas e RIFl.gagdmetros de area abaixo da curva ROC
ou estatistica de concordancia “c” (habilidade rifisioatoria do modelo (STEYERBERG,
2009a), sensibilidade, especificidade, valoresifived e acuracia global foram comparados
entre os trés modelos originais. A habilidade disicratoria do modelo mostra o qudo bem
este é capaz de discriminar animais com e semfeati@s(bid, 2009).

Para avaliar a calibracdo do modelo com maior paiigsriminatorio, foi feita a
estatistica de Hosmer-Lemeshow, considerando addivias observacdes em grupos de dez
(HOSMER; LEMESHOW, 2000). A calibracdo do modelostna a concordancia entre os
desfechos observados e preditos pelo modelo.

Estes modelos foram validados, através da criagdsdores, nos dados coletados no
conjunto de caes do ano de 2004, processo noambkEm foram comparados os parametros
de interesse. Os escores foram calculados, a dagimodelos originais de 2003, através da
divisdo do coeficiente de regressdo de cada véar@ele menor coeficiente de regresséo
dentre estas, e o valor foi arredondado para oonteais proximo (BARQUET et al., 1997).

Para obtencdo dos valores de sensibilidade, espeate e valores preditivos foi
utilizado como ponto de corte para predicdo o vaker40%, proximo a prevaléncia da
infeccdo do parasito na populacéo estudada (3822063 e 43,6% em 2004).

Em um segundo momento utilizou-se modelos de cléssate (Anexo 2), com
estimacado via méaxima verossimilhanca, para avalgensibilidade e especificidade de testes
diagndstico para LVC considerando-se que o examasipalogico ndo seria um padrdo-ouro
apropriado, ou seja, que o real estado de doergandividuos ndo é conhecido. Uma das
premissas do modelo utilizado é de que os resudtalis testes sdo condicionalmente
independentes ao estado de infec¢cdo do animaléjsto probabilidade de um animal ser
positivo em dois testes, dado seu estado de irdeegida pelo produto das probabilidades
marginais de ser positivo em cada um dos teste&J(R@T et al., 2002). Considera-se
também que a acuracia dos testes € constante exs &wd subpopulacdes consideradas,
necessarias para o calculo dos parametros, e gegtiamtivas de méaxima verossimilhanca
s&o néo tendenciosas e eficientes.

Os modelos de classe latente implementados coasdertrés testes (sorologia —
RIFI; escore clinico e exame parasitologico da needuma vez que todos os animais, até

mesmo 0s sem clinica aparente, passaram por es&) & uma populacdo sem estado
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conhecido da doenca, amostrada em 2003.

O escore clinico foi calculado a partir dos resldta da regressédo logistica
multivariada, conforme descrito anteriormente (esswariando de -5 a 16 pontos). Foram
considerados dois pontos de corte do escore cl@ classificacdo dos cdes como positivos
ou negativos: para uma maior sensibilidade, aniroam escore maior ou igual a 2 eram
considerados positivos (“Escore 2”) e para uma mespecificidade, animais com escore
maior ou igual a 3 eram considerados positivos qOEs 3”). Em relacdo aos resultados da
RIFI considerou-se também dois pontos de corte urfayam considerados positivos 0s caes
com valores>1:40 (“RIF140") ou>1:80 (“RIFI8Q").

Assim, foram estimadas as sensibilidades e esgideifies para RIFI, escore clinico e
exame parasitolégico da medula em quatro situagtesdelos), correspondentes aos
diferentes critérios diagnoésticos utilizados, aesab

1) RIFI40, Escore 2 e parasitoldgico;

2) RIFI40, Escore 3 e parasitoldgico;

3) RIFIB0, Escore 2 e parasitoldgico;

4) RIFI80, Escore 3 e parasitologico.

Para o calculo dos intervalos de 95% de confiancanf feitas mil reamostragens
(bootstraps) (SHAO; TU, 1995).

As andlises estatisticas de regresséo foram fetasauxilio do aplicativo estatistico
STATA (STATA Corp., College Station, TX). A analiske classe latente foi realizada no
ambiente R 2.11.1 com o aplicativo TAGS (POUILL@GERBIER et al., 2002).

4.5 Aspectos éticos

Esta pesquisa € um sub-projeto do projeto de pesdiliestes para o diagndéstico da
leishmaniose visceral canina: infeccdo e infectisigl’, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos
Henrique Nery Costa e foi aprovado (Parecer Nod¥265/08/2008) no Comité de Etica em
Experimentacdo com Animais da Universidade Fedkrd&iaui.
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5 ARTIGOS

5.1 Artigo 1 - Fatores preditivos para o parasitismo anino por Leishmania Chagas em
cées atendidos no Hospital Veterinario da Universade Federal do Piaui, Teresina.
(Predicitive Factors for canine parasitismUgrshmania chagasn dogs assisted in

Veterinary Hospital of the Piaui’s Federal Univfrsieresina.)

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenganatica grave que afeta
milhdes de cies na Europa, Asia, Africa e Améribmeno e Alvar, 2002). A doenca nestes
animais é caracterizada clinicamente por perda dso,paumento dos linfonodos,
hepatoesplenomegalia, ceratoconjuntivite, onicogef alopecia, dermatite, Ulcera na pele,
anemia e coagulopatias, sendo estas representagcpgmente por hemoptise e emaciacao
(Travi et al, 2001; Silveet al, 2008).

O céo é considerado o principal reservatério parh. a&hagasi nas Ameéricas,
particularmente em areas urbanas, tendo sido asoai ocorréncia de casos humanos em
varias regibes (Cabrert al, 2003; Almeidaet al, 2005; Silvaet al, 2001). Por isso, o
Programa Nacional de Controle da Leishmaniose Yasc® Brasil preconiza a realizacdo de
inquéritos sobre infec¢do canina garishmania chagase posterior remocao e eliminacao
dos caes infectados como estratégia de controldodaca nas areas de maior transmissao
(Brasil. Ministério da Saude, 2006).

Entretanto, o diagnéstico da LVC vem se apreseptaodno um problema para os
servicos de saude publica, em particular, devidoe@nhecida inacurdcia dos testes
sorolégicos usualmente utilizados na pratica pdemtificacdo de infeccdo canina plor
chagasi(Brasil. Ministério da Saude, 2006). Mesmo com erads técnicas moleculares e
novos testes sorologicos, o diagndstico desta @oemgcdes continua um desafio (Banech e
Aroch, 2008). O uso de técnicas diagnésticas maiistisadas, principalmente técnicas
moleculares, pode se tornar inexequivel na prgtizia,depende de infra-estrutura adequada e

recursos humanos capacitados nem sempre disponaséreas endémicas.
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Neste sentido, o desenvolvimento de um sistemaetligdo para LVC combinando
informacgBes soroldgicas e clinicas, poderia couitripara a otimizacao das a¢fes de controle.
A incorporacéo de critérios clinicos no diagnéspoaleria trazer vantagens adicionais, uma
vez que cades sorologicamente positivos e que apeesesinais clinicos compativeis com a
doenca podem conformar um conjunto de animais dernmaportancia epidemiologica para
a transmissao.

Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolverlgl@aum modelo de predicao para o
parasitismo polL. chagasiem cées, baseado em resultados de testes sooslGisinais
clinicos, objetivando fornecer subsidios para auanemefetividade das a¢des de controle da
LV.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo.

Teresina, capital do estado do Piaui, esta lockizeo centro-norte do estado e no
meio norte do Nordeste brasileiro (figura 01),tlate sul 0505 12” e longitude oeste 42
48’ 42”. Possui temperatura média anual d& @8 clima tropical chuvoso de savana, com
periodo de chuvas entre dezembro e abril. Tem dupbma bésico o cerrado/caatinga. Sua
area é de 1.755,70 Km

Desenho e populagéo de estudo.

Foi feito um estudo transversal com cédes atendpmwsclinicos veterinarios do
Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Univédade Federal do Piaui, no periodo de
janeiro de 2003 a dezembro de 2004, totalizand@ B4ilmais de idade entre 1 més e 13
anos, com raca variada. Como procedimento de rptaado todos os animais com ou sem
suspeita de LVC eram submetidos a exame cliniccamnginhados para a realizacao de testes

sorolégico e parasitolégico para leishmaniose vaég® Laboratorio de Sanidade Animal, do
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Setor de Doencas Parasitarias, Centro de Ciéngeagias da UFPI.

Variaveis de estudo e coleta de dados.

A realizacéo dos exames parasitologicos, a fimeddesectar as formas amastigotas da
Leishmaniasp nos animais, foi feita a partir de trés mated@logicos distintos: aspirado de
medula éssea, aspirado de linfonodo e raspadolde pe

Para a realizacdo do mielograma, o material puadondo osso esterno foi
distribuido em 4 laminas de microscopia para cadfeale esfregacos delgados, os quais, em
seguida, foram fixados com metanol e corados pékoao de Giemsa.

O aspirado de linfonodo foi realizado nos animai®e @presentavam linfonodos
hipertrofiados. O material obtido também foi distielo em Iamina de microscopia fixado
com metanol e corado pelo método de Giemsa.

O raspado de pele foi feito em animais que apragant uma ou mais das seguintes
lesbes: lesdo no focinho, na orelha, na matriz eaigwespigmentacdo no focinho, areas de
alopecia na orelha e areas de alopecia ao redaldos. O material obtido foi distribuido em
laminas individuais em seguida fixadas com metaradradas pelo Giemsa.

Animais menores de trés meses nao tiveram a medualzionada. Nestes animais, foi
feita a puncéo de linfonodo, quando hipertrofiadaspado de pele, quando com leséo.

A leitura das laminas foi feita por apenas um t@&eném microscopio Optico biocular
com objetiva de imersao.

O teste soroldgico foi realizado através da cadhdé 10 mL de sangue por puncao
venosa com auxilio de tubos vacuteiner. O sorodobfoi submetido a RIFI, segundo
Camargo 1969, utilizando-se o kit IFI — LEISHMANIBSVISCERAL CANINA BIO-
MANGUINHOS. Para este teste, os soros foram dikictlam titulo inicial de 1:40, indo até
1:1280. A leitura do teste foi realizada em micégso de fluorescéncia com objetiva de 40x,
e foi realizada por dois técnicos.

Cinco veterinérios foram responsaveis pela avaliatiiica dos animais no momento
da recepcao no hospital. Durante esta avaliacaa,fiehia clinica padronizada foi preenchida
pelos clinicos. Demais dados néo clinicos foranetadbs dos respectivos responsaveis. As
variaveis consideradas no estudo foram: sexo (rasffeminino), idade (ordinal, 0 a 5) (até

1 ano, 1 ano, 2 anos, 3 anos, 4 a 5 anos, > 5,alopgcia (sim/ndo), alopecia periocular
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(sim/n&o), lesbes de pele (sim/ndo), lesdo na eal®m/ndo), perda de peso/caquexia
(sim/n&o), anorexia (sim/ndo), alteragcbes nos mesnimosteriores (sim/n&o), lesdes no
labio/queixo (sim/n&o), lesdo no focinho (sim/n&@gzes com sangue (sim/ndo), diarréia
(sim/n&o), vbmito (sim/néo), epistaxe (sim/nao3pks pelo corpo (sim/néo), lesdo na orelha
(sim/ndo), lesdo no olho (sim/n&o), lesdo nas pédas/ndo), aumento dos linfonodos

(sim/nédo), onicogrifose (sim/ndo), anemia (sim/p&gultado da sorologia — RIFI (ordinal, O

a 4) (negativo, 1:40, 1:80, 1:160, >1:320) e resldtdos testes parasitoldgicos (positivo —

animal positivo para pelo menos um dos testes fivega

Analises estatisticas

Para o desenvolvimento e validacdo do modelo deigéire, o grupo de animais foi
dividido em dois conjuntos: animais atendidos no @ 2003 (715 animais), para criacédo do
modelo preditivo, e animais atendidos no ano det4897 animais), para validacdo deste
modelo éplit-sample validation(Steyerberg, 2009 (b)).

Inicialmente procedeu-se a analise por meio deessdo logistica univariada de todas
as variaveis coletadas no ano de 2003, tendo coesfecho o resultados dos testes
parasitologicos (positivo/negativo). As variaveige@presentaram associacdo com o desfecho
com nivel de significancia menor ou igual a 20%aforutilizadas no modelo multivariado,
onde foram estimadas as razdes de chance ajugtamasespectivos intervalos de 95% de
confiangca. Somente permaneceram no modelo fina@@veis que tiveram associacdo com o
desfecho em nivel de significancia de 5%. Forarméalos trés modelos finais: um somente
com as variaveis clinicas (modelo clinico), um sot@eom a RIFI e 0 outro com as variaveis
clinicas e RIFIl. Os parametros de area abaixo deadROC ou estatistica de concordancia
“c” (habilidade discriminatéria do modelo (Steyarpe 2009 (a))), sensibilidade,
especificidade, valores preditivos e acuracia dlédram comparados entre os trés modelos
originais. A habilidade discriminatéria do modeloostra o qudo bem este € capaz de
discriminar animais com e sem o desfecho (ibid9200

Para avaliar a calibragdo do modelo com maior pdderiminatorio, foi calculada a
estatistica de Hosmer-Lemeshow, considerando a&divilas observacées em grupos de dez
(Hosmer e Lemeshow, 2000). A calibracdo do modetstra a concordéancia entre os

desfechos observados e preditos pelo modelo.
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Estes modelos foram validados por meio da aplicagdam sistema de escores nos
dados coletados no conjunto de cdes do ano de 200desso no qual também foram
comparados os parametros de interesse. Os esooaes €alculados, a partir dos modelos
originais de 2003, através da divisdo do coefieiel® regressdo de cada variavel pelo menor
coeficiente de regressdo dentre estas, e o valarfedondado para o inteiro mais préximo
(Barquetet al, 1997).

Para obtencdo dos valores de sensibilidade, erspdaife e valores preditivos foi
utilizado como ponto de corte para predicdo o vaker40%, proximo a prevaléncia da
infeccdo do parasito na populacéo estudada (3822063 e 43,6% em 2004).

As analises estatisticas foram feitas com auxiicaglicativo estatistico STATA (STATA
Corp., College Station, TX).

Aspectos éticos

A pesquisa na qual este estudo se insere foi apeofParecer N026 de 15/08/2008)
no Comité de Etica em Experimentacdo com Animaignigersidade Federal do Piaui.

RESULTADOS

Dos 1412 animais do estudo, 679 eram fémea e 78BasaNao houve diferenca
significativa do parasitismo em relagéo ao sex@révaléncia do parasitismo plor chagasi
na populacdo total foi de 40,9%. Observou-se quevdhaoeducdo do parasitismo com o
aumento da idade dos animais.

Dentre as variaveis clinicas selecionadas paraabisarmultivariada, apenas idade,
alopecia periocular, lesdes de pele, perda de qgapoéxia, lesdo no labio/queixo, lesdo no
focinho, lesdo na orelha, lesdo no olho, lesdo paims e aumento dos linfonodos
permaneceram associadas significativamente comrasipamo porL chagasino modelo
final (tabela 1).

Com a incluséo da RIFI no modelo final houve aliées relativas acima de 10% na
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magnitude de algumas medidas de associacdo entagi@ageis clinicas e o parasitismo por
chagasi A RC associada a variavel lesdo no labio/quebdfoes um aumento relativo de
aproximadamente 45%. Para as variaveis lesdo nohfme aumento dos linfonodos, o
aumento relativo da RC foi de 27%. A associacdoedatdo na orelha e parasitismo por
chagasicaiu de 6,49 para 5,65 (reducdo relativa de 13%) & insercdo da varidvel RIFI no
modelo. A chance de parasitismo forchagasimais que dobrou para cada aumento na
diluicdo da RIFI.

O modelo final formado a partir dos dados coletaglos 2003, compreendendo as
variaveis clinicas e a variavel sorologia, foi ongigior discriminagéo. Este modelo apresentou
0s seguintes valores: auROC 90,1%, sensibilidage?82especificidade 81,6%, VPP 73,4%
VPN 88,2% e acuréacia global 81,9%. A estatisticgulequadrado entre os valores esperados
e observados para calibracdo do modelo nédo foifisigtiva, ou seja ndo houve diferenca
significativa entre os valores observados e espsrado modelo com maior poder
discriminatério §*> = 9,27; p = 0,3198). Isto ocorreu também paral@agio no conjunto
populacional de 2004t = 9,35; p = 0,3134).

A tabela 2 mostra os valores dos escores das eg@iélinicas e da RIFI obtidos dos
modelos oriundos do conjunto amostral de 2003. Wcagho destes escores na populacao
canina de 2004 resultou numa pontuacdo que vagotb & 19, no caso apenas do critério
clinico e de -5 a 34 quando também foi considemdRIFI. Observamos que houve um
aumento dos escores com a RIFI para as variaws ke pele, lesdo no focinho, lesdo no
labio/queixo e linfonodos.

Os escores criados a partir dos modelos origiraenf aplicados e comparados na
amostra de 2004 (tabela 3 e figura 2). O desempdnhmodelo clinico foi pior do que o
modelo apenas com a RIFI para todos os parameatadisados. Houve, entretanto, aumento
na sensibilidade e pequena reducdo da especifecidadndo as variaveis clinicas foram
consideradas conjuntamente com os resultados dibgiar. Quando comparamos a acuracia
global para modelo clinico, sorologia e sorologimanodelo clinico na populacdo de 2003 e
entre as aplicacbes destes modelos no processoaldag@ao na populacdo de 2004,
observamos um incremento nos valores: 75,21; 7338191 (2003) e 70,07; 77,47; 78,42
(2004), respectivamente. A figura 3 mostra a clR@C na amostra de validagédo. A érea
abaixo da curva foi de 0,88, valor proximo ao vatlar area sob a curva no modelo

desenvolvido na amostra de 2003 (0,90).
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DISCUSSAO

O estudo objetivou a criagdo e validagdo de um fogateditivo do parasitismo pav.
chagasiem cées. Considerando que a LVC é uma doencabdedso controle, sendo uma
das principais causas disto a falta de um métaaigndstico altamente sensivel e especifico,
um modelo preditivo incorporando informacdes chsicpode ser Gtil para otimizar a
identificacdo de caes infectados e contribuir pana maior efetividade das agdes de controle

da doenca.

O modelo preditivo desenvolvido foi composto deidxagis clinicas descritas na
literatura, caracteristicas de animais com a dqergao alopecia, lesbes de pele, aumento
dos linfonodos e perda de peso (Tratval, 2001; Silveet al, 2008). Este modelo apresentou
discriminagéo e calibragédo satisfatorias, indicaadequacdo do modelo. Os valores para a
area abaixo da curva ROC, que por sua vez naduemaiada pela incidéncia do desfecho,
para o modelo original e para a aplicagcdo do mesmonjunto populacional de 2004, foram

parecidos, o que indica excelente discriminacaciitér e Lemeshow, 2000).

Apesar de nao existirem dados empiricos, ha reldéogjue a demodicose, uma
dermatite causada pelo acddemodex canjsencontrado nos foliculos pilosos dos cées, é
frequentemente identificada nos animais atendidoldaspital onde foi realizado o estudo. A
demodicose canina localizada € a forma clinica rmamum e frequentemente cursa com
areas de alopecia, com descamacdo e eritema de \gpaaveis, afetando as regides peri-
ocular e peri-bucal dos caes (Leitdo & Leitdo, J00ste sentido, os resultados apontando
que alopecia periocular e lesdes de labio/queitoziaho estdo associados ao parasitismo por
L. chagasimerecem ser avaliados considerando que partesdiest@es talvez ndo sejam
manifestacfes clinicas proprias da LVC e sim d@maddemodicose canina. Neste caso, é
plausivel que a associa¢do encontrada seja umessgorde uma baixa imunidade do animal,
mais do que um resultado da propria LVC, ja quenasifestacfes clinicas da demodicose
podem estar associadas a diminuicdo da imunidddces a infeccdo pddemodex canis

ocorre na baixa imunidade do animal (Gothe, 198&ab & Leitdo, 2008).

O modelo clinico apresentou uma sensibilidade bedwimpa da obtida pela RIFI.
Assim, uma analise clinica pelo veterinario de carppderia ser utilizada como teste de

screeningpara a doenca, sendo, entretanto, necessariossotgstes para confirmacao
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diagnéstica. Ainda, apenas o resultado do cri@dfioco poderia ser de certa forma util, pois
animais sem os sinais clinicos utilizados para restcocdo do modelo clinico, teriam alta

probabilidade de testarem negativo para LVC.

Observou-se que o ponto de corte adotado de @¥inpw a prevaléncia da doenca na
populacdo, equivale aproximadamente a pontuacaovaltr 2, ou seja, animais com
pontuacgéao final maior que 2 seriam consideradogiyas e abaixo, negativos. Assim, numa
situacao hipotética de campo, o clinico considaramn animal positivo caso o mesmo
apresentasse as seguintes condicdes, por exem@ite de quatro anos, lesdo de pele, leséo
no labio/queixo e lesédo no linfonodo, ou seja: 3l+3 + 2 = 6. Entretanto, observou-se que,
guando a RIFI é introduzida no modelo, além de grav o aumento de alguns escores de
algumas variaveis clinicas, a pontuagcdo de claagsdio do animal quanto a positivo ou
negativo foi modificada para o valor 8. Assim, onzal que apresentasse as mesmas
condicdes clinicas citadas e RIFI 1:40, por exepg®#oa positivo, pois -4 +4+5+3 +3 =
11.

O modelo preditivo considerando as variaveis disii@lém dos resultados dos titulos
soroldgicos, foi o que apresentou melhor desempedisoriminatorio. Este modelo

apresentou discriminacao e calibracdo satisfatGridecando validade do mesmao.

Este resultado é de certa forma esperado, uma wezagsorologia aumentaria a
capacidade de deteccdo de caes positivos, poisbf®rvada correlacdo positiva entre a
conversdo soroldgica e o parasitismo, conforme éamtelatado por Madeiret al. (2009).
Isto também poderia explicar o aumento dos valdms escores da tabela 2, quando da

consideracao da RIFI.

Este modelo mais completo apresentou valores sesilde especificidade e VPP,
maiores de sensibilidade e VPN em relagdo aos utkadelos.. Assim, o modelo pode se
mostrar importante em areas onde esteja ocorrenlanamissdo, mesmo em areas com
prevaléncia da LVC mais baixas do que a verificadsta amostra, sendo, neste caso, de

maior utilidade o seu VPN.

Uma limitacdo do estudo € que a deteccdo do paradid pode ser encarada como
teste padrdo ouro. Podem ocorrer casos em queasitpapode nédo ser detectado, como em
cées com lesdes leves ou sem lesdes de pele (Biagdtério da Saude, 2006). Isto levaria a
uma estimativa mais baixa da prevaléncia real dasfismo na populacdo, promovendo a

subestimacédo da forca de associacdo do desfechast@ndes clinicas e sorologia. O uso de
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um padrao ouro imperfeito particularmente em terd®sua sensibilidade, como seria o caso
do exame parasitolégico para LVC, poderia interfad desempenho preditivo dos outros
testes (clinicos e/ou sorolégicos), levando potdnmnte a subestimacdo de suas

especificidades.

Os dados encontrados mostram certa utilidade de awahlacdo clinica para a
predicdo do parasitismo, ou seja, cdes com lesiies @alopecia periocular, lesbes de pele,
perda de peso/caquexia, lesdo nos labios/queiz@g lro focinho, lesédo na orelha, lesdo nos
linfonodos tém maior chance de estarem parasitpets protozoario. No entanto, uma
limitacdo adicional do estudo € nédo consideraraaigade dos sinais clinicos e sim apenas a
existéncia ou ndo dos mesmos. Segundo Tetwdl. (2001), a gravidade dos sintomas da
doenca estéa diretamente relacionada com a capadi@atiansmisséo do parasito do cédo para
o vetor. Assim, cdes com sintomas leves podemearaodd os parasitos detectaveis, levando
a reducado da forca da associacao entre sinaisadie parasitismo, pois € relatado que este
tipo de técnica diagnostica tem justamente comeoatagem a baixa sensibilidade nestes
animais (Reiset al, 2006). Baneth e Aroch, 2008, citam que caes tasséticos também
podem representar uma populacdo com dificuldadsotiemento parasitario, sendo que neste
caso, 0 nao isolamento seria, a principio, o edperl Madeirat al. (2009), mostram que o
parasito pode ser isolado da pele integra de amiasaintomaticos. Neste estudo, mostrou-se
gue mais de 70% dos animais que tiveram o pailiasitedo da pele, ndo apresentavam sinais

clinicos.

Doencas caninas cronicas como a leishmaniose,clebde e babesiose podem
coexistir no mesmo individuo. Ha relatos anedotidagpresenca de infeccdo geinrlichia
canis e Babesia canisnos cées atendidos no Hospital Veterinario da UERI relacdo ao
teste soroldgico e a possibilidade de reacdo ceuratte os parasitos, Guillen Lleza al.
(2002), mostram a nao reacédo cruzada pela téciidaeRire soros positivos pak@ishmania
infantume paraEhrlichia canis O que também é defendido por Olivestaal. (2008), parde.
canis e Babesia canisA carga da Ehrlichiose e Babesiose nesta populpcécisa ser
investigada, pois mesmo considerando a pouca fladsile de reacdes cruzadas em nivel
soroldgico, a clinica destas doencas € semelhantgie pode ter contribuido para o pior
desempenho preditivo do critério clinico, particalante em termos de especificidade,
devido a detec¢cdo de cdes com sintomas clinicopativeis com LVC, mas decorrentes
destas outras doencas deste conjunto de cées s€n Tastes sorologicos baseados em

antigenos recombinantes e recombinantes quimépodsm reduzir consideravelmente a
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possibilidade de reac6es cruzadas (Boagiral., 2005; Rosariet al, 2005).

Silva et al. (2001) citam a importancia do cdo como transmigsoLVA mesmo na
auséncia de sinais clinicos. Por outro lado é plalisque, cdes assintomaticos ou
oligossintomaticos ndo tenham tanta importancidepioldgica na transmisséao epidémica da
doenca, por dificuldade de disseminacdo do pard$itavi et al, 2001; Michalsktet al.,
2007). Assim, modelos preditivos baseados em siiaigos teriam provavelmente maior
utilidade em situacdes epidémicas em regides cetalatao recente da doenca, para imediata
tentativa de controle da enfermidade; até mesmqueoem locais de recente instalacdo da
doenca, a nao resisténcia imune dos animais agijpapderia ocasionar de maneira mais
clara os sinais clinicos da patogenia. Este tipmddelo poderia ser ndo aplicavel em regides
endémicas, pois seriam regides onde se observdga com baixa carga parasitéaria,
decorrente de um certo grau de imunidade, sendess&dos, neste caso, testes de

diagndstico laboratoriais mais avancados para miai¢ controle da doenca.

E importante ressaltar que modelos preditivos llseam sinais clinicos devem ser
delineados de acordo com a area e situagdo desatee devem ser validados nas populacdes
em gue serao aplicados. Importante que os critdagslgamento dos sinais clinicos sejam os
mesmos para a populacéo original e para a poputaséovalidado o modelo. O modelo aqui
proposto serve como exemplo de que modelos predifpodem auxiliar no diagndstico e
controle de doencas. Com a natureza dindmica dascds infecciosas e possiveis
modificacdes no processo natural das mesmas, oslosopodem néo ser extrapolaveis para
outros sistemas. Um exemplo da limitacdo da extagho de modelos preditivos pode ser
citado neste estudo, pois 0s animais amostrados pguciparam do mesmo foram
selecionados em um hospital veterinario, onde aap¥Facia € maior que a usualmente

observada numa situagéo de campo.

Dye et al. (1993), citam que h& uma boa correlacdo entréositde anticorpos e
infecciosidade, além de Trawt al. (2001), que citam a importancia da clinica na
disseminacdo da doenca. Assim, a validacdo do mquelposto indica que este tipo de
estudo pode ser feito para a LVC a fim de queitaaila identificacdo de caes parasitados
possivelmente transmissores e, com isso, auxiiaadocao de estratégias de contencdo da
LVA, seja em nivel da populagdo canina, ou em néaaldgico da area onde reside tal

populacao.
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Tabela 1 - Variaveis do modelo final preditivo damsimais amostrados em 2003 com as

respectivas Razdes de Chance ajustadas do panasitegga.. chagasie os IC (95%).

Modelo Clinico RIFI e Modelo Clinico
Variavel
RC** (IC***) p valor | RC** (IC***) p valor

Alopecia periocular

N&o 1,00 1,00

Sim 3,94 (1,48 -10,44) 0,006 369 (1,11-31p, 0,034
Idade (ordinal) 0,74 (0,67 - 0,82) <0,00f | 0,76 (0,67 —0,86) <0,00f
Lesbes de pele

N&o 1,00 1,00

Sim 2,65 (1,39 - 5,05) 0,003 2,84 (1,28 -$,30 0,010
Perda de peso/Caquexig

N&o 1,00 1,00

Sim 2,38 (1,26 — 4,50) 0,007 2,29 (1,07 -—%,89 0,033
Leséo no labio/queixo

N&o 1,00 1,00

Sim 2,70 (1,15 -6,34) 0,023 3,92 (1,44 -7p,6 0,008
Lesé&o no focinho

N&o 1,00 1,00

Sim 4,87 (3,29-7,18) <0,001L 6,19  (3,83-99,9 <0,001
Lesé&o na orelha

N&o 1,00 1,00

Sim 6,49 (2,87 -14,70) <0000 565 (2,03%3p, 0,001
Alteracdes nos linfonodo

N&o 1,00 1,00

Sim 1,82 (1,22 - 2,70) 0,003 2,32 (1,42 - 3,78)0,001
RIFI (ordinal) - - - 2,62  (2,23-3,08) <0,001

**Razdo de Chance ajustada
***|C: Intervalo de 95% de Confianca
#p valor de tendéncia
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Tabela 2 — Escores das variaveis clinicas e RBticdadas ao parasitismo canino por

chagasi,obtidos dos modelos oriundos do conjunto amode&&003.

Modelo clinico

Modelo clinico + RIFI

Idade

-1 -1

Alopecia periocular

Perda de peso/Caquexi

D

Lesdes de pele

Leséo no labio/queixo

Lesao no focinho

Lesao na orelha

Lesao nos linfonodos

RIFI

W w|l o N g M Wl o

Tabela 3 — Valores de sensibilidade, especificidadler preditivo positivo (VPP) e valor

preditivo negativo (VPN) seus respectivos IC (9%fh)onjunto amostral de validacao,

utilizando como ponto de corte de 40% para declaracdo como positivo, sendo a

prevaléncia do parasitismo nesta populacdo de 43,6%

Modelo clinico (IC) %

Modelo clinico RIFI
(IC) %

RIFI (IC) %

Sensibilidade 75,33 (70,09 - 80,07)
Especificidade 65,98 (61,05 - 70,67)
VPP 63,26 (58,06 — 68,24)
VPN 77,48 (72,61 - 81,85)

77,96 (72,82,49) 82,57 (77,82 - 86,66)

77,10 (72,82,16) 75,19 (70,60 - 79,40)
72,48 (67,29 - 77,25)  13267,10 - 76,78)

81,89 (77,58 - 85,68)  78480,50 - 88,34)
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Teresina

Figura 01. Estado do Piaui, Brasil e a cidade desla. Brasil (A), Estado do Piaui (B)

% Sensibilidade Especificidade VPP VPN
100,00

95,00
90,00
85,00
80,00

75,00 { l I
70,00

65,00
60,00

55,00
50,00 T T T T T T T T T T

e
e

e

1 e 1

RIFI
RIFI
RIFI
RIFI

Modelo clinico
Modelo clinico
Modelo clinico
Modelo clinico

Modelo clinico + RIFI
Modelo clinico + RIFI
Modelo clinico + RIFI
Modelo clinico + RIFI

Figura 02. Representacéo grafica dos valores désitale, especificidade, valor preditivo positiddPP) e valor preditivo
negativo (VPN) e seus respectivos IC (95%) na amafgivalidagdo, utilizando como ponto de corte@f para declarar
um céo positivo.
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5.2 Artigo 2 - Avaliagdo de testes de diagnostico palaeishmaniose Visceral Canina por
meio de andlise de classe latente
(Evaluation of diagnostic tests for canine viscé&gmhmaniasis diagnostic using latent class

analysis)

INTRODUCAO

O diagnéstico de referéncia para a leishmanioseeras canina (LVC) no Brasil € o
exame parasitologico, realizado por meio de exanwostopico direto de aspirado de
tecidos (Brasil. Ministério da Saude, 2006). Estguiostico possui especificidade de 100%,
mas sua sensibilidade pode variar consideravelmatgpendendo da carga parasitaria,
material coletado, experiéncia do analista, tem@dedura da lamina, entre outros (Brasil.
Ministério da Saude, 2006) (Saridomichelaiisl, 2005) (Reist al, 2006).

Um teste de diagnostico valido é elemento chaveestaatégia de controle da
leishmaniose visceral canina, uma vez que o trattr@nino com drogas de uso humano é
proibido no Brasil.

Assim, estudos de testes de diagndstico que ceoasideomo referéncia o teste
parasitologico, podem oferecer resultados tendsosjo uma vez que individuos
verdadeiramente infectados, mas negativos no exaanasitologico podem promover a
subestimativa da especificidade de testes de ditigndBoelaeret al, 1999 (a)).

A andlise de classe latente (ACL) € uma técniceematica que modela associagbes entre
variaveis observadas que imperfeitamente medemvanivel latente ou ndo observada. No
caso aqui apresentado, a variavel latente segal@ondi¢cdo do animal quanto a infec¢éo por
L chagasj com duas categorias mutuamente exclusivas: adecé ndo infectado. Assim, a
andlise modela as probabilidades de cada combirds&sstes, condicionais a classe latente,
promovendo estimativas de sensibilidade e espiefdtie para todos os testes avaliados
(Boelaertet al. 1999 (b)).

O objetivo deste estudo foi estimar a sensibilidedespecificidade de critérios
clinicos, sorolégicos e parasitologicos para détecge infeccdo canina pdreishmania

chagasipor meio de andlise de classe latente.
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MATERIAIS E METODOS

Area de estudo.

Teresina, capital do estado do Piaui, esta loddizeo centro-norte do estado e no
meio norte do Nordeste brasileiro (figura 01),tlate sul 0505 12” e longitude oeste 42
48 42”. Possui temperatura média anual d& @8 clima tropical chuvoso de savana, com
periodo de chuvas entre dezembro e abril. Tem dupbma bésico o cerrado/caatinga. Sua
area é de 1.755,70 Km

Desenho e populagéo de estudo.

Foi feito um estudo transversal com cédes atendjmws clinicos veterinarios do
Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Univédade Federal do Piaui, no periodo de
janeiro a dezembro de 2003, totalizando 715 anidwigade entre 1 més e 13 anos, com raga
variada. Como procedimento de rotina padréo todasnomais com ou sem suspeita de LVC
eram submetidos a exame clinico e encaminhadosapagalizacdo de testes soroldgico e
parasitolégico para leishmaniose visceral no Lalddmade Sanidade Animal, do Setor de
Doencas Parasitarias, Centro de Ciéncias AgraaidsdP|.

Variaveis de estudo e coleta de dados.

A realizacédo dos exames parasitolégicos foi feparsir de aspirado de medula éssea.
Para a realizacdo do mielograma, o material puadiomo osso esterno foi distribuido em 4
laminas de microscopia para confecgédo de esfregielgados, os quais, em seguida, foram
fixados com metanol e corados pelo método de GieArdaais menores de trés meses nao
tiveram a medula puncionada.

A leitura das laminas foi feita por apenas um t@&eném microscopio Optico biocular
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com objetiva de imersao.

O teste soroldgico, imunofluorescéncia indiretd)(lfoi realizado através da colheita
de 10 mL de sangue por puncéo venosa com auxiltoles vacuteiner. O soro obtido foi
submetido ao teste, segundo Camargo 1969, utikzaado kit IFI — LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA BIO-MANGUINHOS. Para este teste, gsros foram diluidos com
titulo inicial de 1:40, indo até 1:1280; foram ciolesados reativos 0s soros que apresentaram
fluorescéncia na membrana dos parasitos a partiiuigdo de 1:40 ou a partir da diluicdo de
1:80. A leitura do teste foi realizada em microsedge fluorescéncia com objetiva de 40x, e
foi realizada por dois técnicos.

Cinco veterinérios foram responsaveis pela avaliatiiica dos animais no momento
da recepcao no hospital. Durante esta avaliacaa,fizima clinica padronizada foi preenchida
pelos clinicos. Demais dados néo clinicos foraretadbs dos respectivos responsaveis pelos
animais. As variaveis consideradas no estudo forsexo (masculino/feminino), idade
(ordinal) (até 1 ano,1 ano, 2 anos, 3 anos, 4@05,a 5 anos), alopecia (sim/ndo), alopecia
periocular (sim/ndo), lesbes de pele (sim/ndo)ddewa cabeca (sim/ndo), perda de
peso/caquexia (sim/ndo), anorexia (sim/ndo), afes nos membros posteriores (sim/néo),
lesbes no labio/queixo (sim/ndo), lesdo no focifdim/nao), fezes com sangue (sim/néo),
diarréia (sim/ndo), vémito (sim/ndo), epistaxe (gi@o), lesdes pelo corpo (sim/ndo), lesao na
orelha (sim/néo), lesdo no olho (sim/nédo), les@paas (sim/ndo), aumento dos linfonodos
(sim/n&o), onicogrifose (sim/ndo), anemia (sim/n@ejultado da sorologia — RIFI (ordinal)
(negativo, 1:40, 1:80, 1:160, >1:320) e resultadtustestes parasitologicos (positivo — animal

positivo para pelo menos um dos testes/negativo)

Analises estatisticas.

Para derivar um critério clinico para fins diagies da LVC, inicialmente procedeu-
se a analise por meio de regresséao logistica uadsade todas as variaveis coletadas, tendo
como desfecho os resultados dos testes parastofd@positivo/negativo). As variaveis que
apresentaram associacdo com o desfecho com niv@gjaiéicancia menor ou igual a 20%
foram utilizadas no modelo multivariado, onde forastimadas as razdes de chance ajustadas
e 0s respectivos intervalos de 95% de confiancaneBte permaneceram no modelo final as

variaveis que tiveram associagdo com o desfechaieeh de significancia de 5%. Para este
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modelo final de variaveis clinicas e para a vatidweeologia, foram calculadas a sensibilidade
e a especificidade e seus respectivos intervalo858e de confianca através de regressao
logistica, tendo como referéncia o teste paragitodo

A partir do modelo clinico, foram calculados esspedravés da divisdo do coeficiente
de regressédo de cada variavel pelo menor coeficibmtregressdo dentre estas, e o valor foi
arredondado para o inteiro mais proximo (os escoaggram de -5 a 16) (Barquet al,
1997). Foram considerados dois pontos de cortesclare clinico para classificacdo dos caes
como positivos ou negativos: para uma maior sditalie, animais com escore maior ou
igual a 2 eram considerados positivos (“EscoreeZfara uma maior especificidade, animais
com escore maior ou igual a 3 eram consideradogioss (“Escore 3”). Em relacdo aos
resultados da RIFI considerou-se também dois paidosorte em que foram considerados
positivos os caes com valoret:40 (“RIFI407) ou>1:80 (“RIFI80”).

Utilizaram-se também modelos de classe latente X&), com estimacdo via
méxima verossimilhanca, para avaliar a sensibiédacspecificidade de testes diagndsticos
para LVC considerando-se que o exame parasitoldgiocoseria um padrdo-ouro apropriado,
ou seja, que o real estado de doenca dos indivitim® conhecido. Uma das premissas do
modelo utilizado é de que os resultados dos testescondicionalmente independentes ao
estado de infeccao do animal, isto é, a probabiéidie um animal ser positivo em dois testes,
dado seu estado de infeccéo é dada pelo produtarolaabilidades marginais de ser positivo
em cada um dos testes (Pouikttal., 2002). Considera-se também que a acuracia dteste
€ constante em todas as subpopulacdes avaliadaise @ necessario para o calculo dos
parametros, e que as estimativas de méxima veltissiga sdo ndo tendenciosas e
eficientes.

Os modelos de classe latente implementados coasdertrés testes (sorologia —
RIFI; escore clinico e exame parasitolégico - maduima vez que todos os animais, até
mesmo 0s sem clinica aparente, passaram por es&) & uma populacdo sem estado
conhecido da doenca. Como o real estado de doesgadividuos ndo é sabido, a analise de
classe latente fornece os valores mais provaveipadmetros de interesse dos testes.

Assim, foram estimadas as sensibilidades e esgideifies para RIFI, escore clinico e
exame parasitologico em quatro situacées (modatosiespondentes aos diferentes critérios
diagnésticos utilizados, a saber:

1) RIF140, Escore 2 e parasitologico;
2) RIFI80, Escore 2 e parasitologico;
3) RIF140, Escore 3 e parasitoldgico;
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4) RIFI80, Escore 3 e parasitoldgico.

Foram feitas mil reamostragensoftstrap$ para o calculo dos intervalos de 95% de
confianca (Shao e Tu, 1995) para os parametrosbietesle e especificidade dos testes por
meio de analise de classe latente.

As analises estatisticas de regresséo foram fetasauxilio do aplicativo estatistico
STATA (STATA Corp., College Station, TX). A andliske classe latente foi realizada no
ambiente R 2.11.1 com o aplicativo TAGS (Pouillod &erbieret al,, 2002).

Aspectos éticos

A pesquisa na qual este estudo se insere foi agmoiRarecer N026 de 15/08/2008)
no Comité de Etica em Experimentacido com Animaignigersidade Federal do Piaui.

RESULTADOS

Dos 715 animais do estudo, 38,2% foram positivea pateste parasitologico, sendo
342 fémeas e 373 machos. Nao houve diferenca isae do parasitismo em relacédo ao
sexo. Observou-se que houve reducao do parasitieraoordo com o incremento da idade. A
prevaléncia da doenca calculada por meio da ACiowate 0,4 a 0,42 entre os modelos.

As variaveis com significativa associagdo com detd® (p<0,05) foram: alopecia
periocular, idade, lesbes de pele, perda de pepwgm, lesdo no labio/queixo, lesdo no
focinho, lesdo na orelha e lesdo nos linfonodostaBela 1 mostra os resultados de
sensibilidade e especificidade do critério cliniceorologia, com seus respectivos intervalos
de 95% de confianca, obtidos a partir da classifioados dados por regressao logistica para a
sorologia ou para as variaveis clinicas (modeloiad), tendo como padrédo-ouro o teste
parasitologico. Neste caso, o critério clinico lbasse no ponto de corte 2 e a RIFI no ponto
de corte 1:40. Observamos que a RIFI mostrou-se deste mais sensivel e o teste clinico,
baseado nas aplicacbes dos escores do modeloocfinal, mostrou-se mais especifico
(tabela 1).

A tabela 2 mostra os valores de sensibilidade ecffspdade dos testes, considerando
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0s quatro modelos propostos avaliados por anakselakse latente. Observamos que em
todas as combinacdes avaliadas por andlise deedksste, a sensibilidade e especificidade
para parasitologia foram similares (figuras 2 e 3).

Observamos que houve um incremento nos valoresrdgbdlidade da sorologia, pela
ACL, quando comparados com o0s valores da regrdegésiica, independente do ponto de
corte adotado (tabela 2 e figura 2). A especifidedda sorologia manteve-se praticamente
constante em relacdo ao valor apresentado na thpekreto quando foi aumentado o ponto
de corte para 1:80, sendo que neste caso, houaeinm@nto deste parametro por ACL (tabela
2 e figura 3).

A sensibilidade do exame clinico pela ACL foi memue o valor obtido com a
regressao logistica, independente do ponto de emit¢ado. A especificidade sofreu um
decréscimo pela ACL, no modelo menos especificoostnou valores bem préximos aos
obtidos pela regresséo logistica quando foi utllizenaior valor de corte pela ACL (tabela 2).
Com a adocéao dos diferentes pontos de corte peliaiea, observamos uma leve alteracao

nos valores de especificidade e sensibilidade ifieedtes modelos (figuras 2 e 3).

DISCUSSAO

Os dados mostram que, por meio da andlise de clidsate, as melhores
sensibilidades estimadas para os critérios clirdomldgico e parasitologico foram de 60%,
95% e 66%, respectivamente. JA as melhores espdmifes estimadas para os critérios
clinico, soroldgico e parasitologico foram de 78@% e 100%, respectivamente. Ambos o0s
calculos de prevaléncia, para os quatro modelosA@k e para a regressao logistica,
aproximam-se dos valores encontrados por (dival, 2006, apesar da amostragem ter sido
selecionada em hospital.

A sensibilidade do teste clinico por meio da aedlis classe latente ficou entre 0,53 e
0,60, aproximadamente, dependendo do ponto de etilitado. Boelaeret al. (1999) (b),
apesar de nao discriminar a clinica da doenca esydra o julgamento de infectado ou néo,
detectou por meio da andlise latente, uma sertkbid da clinica de 0,45. Esta diferenca pode
se dever a um viés de selecdo do estudo de Tergsmia este foi realizado em cées
amostrados em hospital e em area de alta cargaitpaieg sendo maior a possibilidade da

manifestacdo clinica compativel com a doenca. Dasnmae forma, comparando a
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especificidade da clinica por ACL com o detectaéw piltimo autor (0,92), o fato de a
amostragem de caes ter sido feita em hospital, fmvdevado a uma menor especificidade do
teste clinico devido a deteccédo de cdes com sistalii@icos compativeis com LVC, mas
decorrentes de outras doencas com apresentacia slimilar dentre o conjunto de caes sem
LVC.

Considerando a sensibilidade de 100%, por definigaoteste parasitoldgico, teste
referéncia, observou-se uma consideravel diminugi@ovalor deste parametro por ACL,
corroborando os achados de Boelaartal. (1999) (b). Mesmo com a amostragem em
hospital, com maior probabilidade da deteccdo denas doentes, a sensibilidade do teste
parasitologico foi bem menor que a relatada no Mhrde Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral, 2006 (80%). Este teste moste com baixa sensibilidade, o que
pode influenciar outros testes de diagndstico pataenca quando utilizado como referéncia.
Neste caso, ndo foram considerados de maneiraasi®pas caes com ou sem sinais clinicos, e
nem mesmo 0s oligossintomaticos. Podem ocorreretiéas nas sensibilidades do exame
parasitologico de acordo com a gravidade da doenganseqtientemente de acordo com o
grau de manifestacdo da clinica, devido a cargasparia, principalmente em cées
assintomaticos. (Chulay e Bryceson, 1983; Saridoetédkiset al, 2005). Este ultimo autor
relatou que a variacdo da sensibilidade de as@rddanedula ou linfonodo poderia variar de
30 a 95%, aproximadamente. Isto nos traz a umarrdeoussao sobre o assunto, pois ainda
poder-se-ia considerar, dependendo do estudo apatiizacdo do teste parasitolégico como
padrédo-ouro, o estado clinico do animal.

Este estudo levanta o debate de que até que potéste parasitologico pode ser
considerado como padrao-ouro, pois com sua baimsilskdade, podem ocorrer erros de
classificacdo quanto a infeccéo poichagasiquando outros testes forem considerados.

Merece destaque que a ACL foi baseada apenas neegarasitologico da medula, o
que pode ter influenciado a sensibilidade do tesiasitoldégico. A consideracdo do teste
parasitologico em pele e linfonodo, poderia ocamiamm aumento na sensibilidade do teste
parasitologico por meio da ACL, uma vez que se msena inspecdo dos dados, que 97
animais foram detectados positivos no exame patagito de pele ou linfonodo e negativos
no exame de medula. Entretanto, houve critériosleiedo para os testes em pele (animais
gue apresentavam uma ou mais das seguintes lés$&s:no focinho, na orelha, na matriz
ungueal, despigmentacao no focinho, areas de aéopamrelha e areas de alopecia ao redor

dos olhos) e linfonodo (animais que apresentavaforiodos hipertrofiados), enquanto que
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para 0 exame parasitolégico da medula, todos osaigi com ou sem clinica, foram
submetidos ao teste.

A sensibilidade e especificidade da sorologia foraensivelmente alteradas,
dependendo do ponto de corte adotado por ACL.tEste mostrou-se o melhor em termos de
sensibilidade. A diferenca dos valores em relagdopanto de corte pode permitir um
direcionamento do estudo de diagndstico, dependdadibjetivo do estudo. A alteracdo do
ponto de corte para a sorologia altera a sensioididdo teste de diagndéstico, conforme
detectado também por Dy&t al. (1993). Este mesmo autor ndo detectou alteracées n
especificidade do teste apos as alteragbes dosgpdatcorte, conforme foi detectado neste
estudo. Entretanto, conforme relatado por estendlt@utor, o teste soroldgico pode variar
entre periodos sazonais de transmissdo, 0 quearatens valores de sensibilidade e
especificidade do teste. Caes sem soroconverséeripod mudar de status em épocas de
transmissao e apoés, voltar a ndo converterem gpcalmente. Este dinamismo ndo pode ser
considerado neste estudo devido ao seu delineantemtgversal. Isto também pode
influenciar quando os testes, principalmente olégroo, sdo comparados entre estudos de
desenho seccional, uma vez que fatores como a époegposicdo ao vetor (que pode ter sua
densidade modificada) e época do diagnéstico, poddimenciar na carga parasitaria,
manifestacdes clinicas do animal e resultadosefted (Olivaet al, 2006). Este altimo autor
mostrou claramente que a soroconversdo e o isotamearasitario podem ter suas
sensibilidades significativamente alteradas depwhulda época que os testes séo feitos.

O teste RIFI possui como uma de suas limitacbes emom probabilidade de
soroconversdao em animais em areas endémicas cassihig(pmaticos. Assim, o fato da
amostragem ter sido feita em hospital pode terdeswauma estimagdo maior da sensibilidade
da sorologia, pois pode ter induzido a selecdonimas mais doentes, com maior carga
parasitaria, e assim, com maior probabilidade decsemversao (Leontidext al, 2002). Este
altimo autor, em estudo realizado em cées de &daatka carga parasitaria, detectou uma
sensibilidade para RIFI de apenas 12,3%, enquar@g@qgr PCR de 63%. Este fato corrobora
a necessidade de complementacdo por outros teatasopdiagndstico da LVC. Testes
soroldgicos, incluindo ELISA com antigeno recomhieak39, podem néo detectar animais
logo apds de infectados, ou animais assintomatioosligossintomaticos, sendo necessarios
testes mais acurados ou retestes periodos apdsr(&ea al, 2002; Mettleret al, 2005).
Testes com antigenos derivados das formas amastigot promastigotas podem ter uma

melhor performance que a RIFI para estes cées I@lett al, 2005). Assim, poder-se-ia



65

entdo, considerar o uso da RIFI em situacdes epd8mde alta transmissao e converséo
soroldgica.

O teste baseado na PCR tem se mostrado mais depaiaeo diagnostico da LVC,
quando comparado com a sorologia e parasitologe@dmeérica do Sul e Europa, sugerindo
gue este tipo de teste pode ser indicado como pann® para o diagndstico daishmania
spp (Gomeet al, 2008). Mesmo que periodos diferentes de trassimie densidade vetorial
afetem os testes diagnosticos, ate mesmo a PGRaiadh mantém-se mais sensivel (Oéva
al., 2006). Entretanto, deve ser considerado quededderentes do animal podem mostrar
diferentes resultados em termos de DNA parasitdjmenas alguns animais podem ter o
DNA do parasito detectado na medula 6ssea, enquamaa pele, pode haver uma maior
frequéncia de isolamento deste DNA (Solano-Galkdgad., 2001).

Os dados revelam que tanto para sorologia quan® galinica, a alteracdo dos
pontos de corte dos testes nao influenciou em deste, mostrando certa independéncia.
Apesar dos testes terem sido considerados indepsdesxistem relatos da relacéo entre
carga parasitaria e clinica da doenca (Boekteat, 1999 (b); Travet al, 2001). Neste caso,
modelos de dependéncia poderiam ser desenvolvaasyma andlise da influéncia entre a
clinica e o parasitismo.

Observamos também que ha sensivel diferenca, qaanteste soroldgico, quando
ajustamos o ponto de corte para julgamento daiyidsile ou ndo do animal. Isto pode ser
atil ao tracar estudos e inquéritos, pois estedipalteracao influenciaria na classificacdo dos
animais. Como exemplo, podemos citar que o pontaaite 1:80 poderia ser utilizado,
devido a maior especificidade, para confirmacasupeita clinica e o ponto de corte 1:40
para programas de vigilancia em caes proveniemte&sahs endémicas (Mettkral, 2005).
Segundo Scalonet al (2002), o ponto de corte do teste RIFI 1:40 podezir a erros de
julgamento quando da comparacdo do meétodo entezedibs especialistas e estudos. O
ponto de corte 1:80, apesar de perder alguns anipasitivos, ajudaria uma maior
padronizacao na definicdo de positivo ou negativo.

Observamos que a sensibilidade da sorologia foi eateda por ACL e a
especificidade manteve-se semelhante a obtidarpglassao logistica. Ja para o modelo
clinico, observamos que a sensibilidade por ACLrdduzida em comparagdo com os valores
obtidos pela regressao logistica e a especificidladeeduzida para escore 2 e manteve-se
proximo aos valores por regressao logistica cormrest: Em relacdo a sorologia, poder-se-ia
especular que a sensibilidade aumentou pelo fatmude cdes, mesmo sendo positivos

sorologicamente, foram erroneamente classificadosomegativos pelo teste parasitolégico,
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nao considerado como padrdo ouro pela ACL. A efipigleide razoavelmente igual com o
obtido por regresséao logistica, quando com pontgadte 1:40, poderia ocorrer devido ao
fato de que, cées sorologicamente positivos e earaente negativos no teste parasitolégico,
seriam em numero bem reduzido (haja vista a cag@&elapositiva entre os testes),
influenciando pouco na especificidade. A sensiadil do critério clinico pode ter diminuido
pelo fato de que animais com poucas lesdes praslitide acordo com o modelo, seriam
detectados como positivos pelo teste parasitologias o escore atingido ndo seria suficiente
para a positividade quando o teste parasitologissd retirado da posicado de referéncia.
Outro argumento seria que o critério clinico fanstuido usando o teste parasitologico como
padrdo ouro, entdo se a sensibilidade do paragitol@ ruim, também deveria ser o0 caso
deste critério, ja que o ponto de corte utilizaddaseou no padrdo de referencia imperfeito.
A especificidade reduziria de valor talvez porquemais anteriormente negativos pela
parasitologia, que sdo na verdade positivos seg@nibdém pouco sintomaticos. Assim, um
ponto de corte baixo seria ruim para a especifitdda

Apesar do total de parametros ser igual ao numergraus de liberdade (7) (Pouillot
et al, 2002; Rutjeset al, 2007), observou-se a adequabilidade dos modellas gomples
inspecdo visual do total das populacbes observadasperadas, sendo que nao houve
resultados discrepantes (Anexo 1). A adequabilidade modelo deve ser testada
estatisticamente, principalmente quando ha disopé entre os valores observados e
esperados; onde o teste dos residuos também deegséPouillotet al, 2002). A principio,
os testes do estudo podem ser considerados indagesdpois séo testes que se baseiam em
diferentes propriedades bioldgicas, o que favoeecéato da ndo possibilidade de avaliacdo
estatistica da adequabilidade dos modelos e d@fuoss uma vez que o modelo é saturado
(Pouillotet al, 2002).

A validacédo de teste na auséncia de um padrdo osamdo estimativas de maxima
verossimilhanca, deveria considerar trés testeslosque estes deveriam considerar o amplo
espectro biolégico de resposta da doenca e serkradys a animais que representassem o
espectro de individuos infectados e nao infectdBosillot et al, 2002). Neste ultimo caso,
como todos 0s animais, suspeitos ou nao, foramadaraslos, acredita-se que o este espectro
tenho sido considerado.

Deve-se ressaltar que a analise de classe lateatd&na probabilidade posterior de
determinado individuo ser classificado como infdotaou néo infectado. Obtém-se a
classificacdo do individuo de acordo com a maiobgbilidade, a mais verossimil possivel,

sendo que esta nao é infalivel (Boelatral, 1999 (a)). Um ponto que merece ser destacado
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€ que as variaveis clinicas consideradas basearamssinais ja descritos na literatura com
associagfes com o parasitismo canino. Isto podievado a uma estimativa enviesada dos
parametros do modelo clinico (Rutjgsak, 2007).

A deciséo que testes fazer para diagnostico da d&4@ considerar, além de questdes
intrinsecas dos testes, outros pontos como presial@a doenca, contexto dos servicos de
saude, sustentabilidade, reprodutibilidade e oigelaertet al, 1999 (b)).

Assim, 0 estudo mostrou que o0 uso do exame pdd@gito como padrao-ouro para
validacdo de testes diagndsticos nao é apropriapee e@s indicadores de acuracia dos testes
avaliados s&o insuficientes e néo justificam ques edejam usados isoladamente para

diagnostico da infec¢do com a finalidade de coetdal doenca.
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Tabela 1 — Valores de sensibilidade e especifieidasgeus respectivos IC (95%) estimados
por regressao logistica, utilizando como pontoatteadde 40% para declarar um cdo como

positivo, sendo a prevaléncia do parasitismo naspalacao de 38,2%.

Modelo clinico (escore 2) (%) RIFI 1:40 (%)

Sensibilidade 69,60 (63,77 — 75,00) 76,10 (70,88,05)

Especificidade 78,91 (74,56 — 82,42) 71,27 (66,86,44)




Tabela 2 — Valores de sensibilidade e especifiedadeus respectivos IC (95%), obtidos por meianddise de classe latente dos diferentes

modelos propostos.

Especificidade Sensibilidade
Modelo clinico Sorologia Parasitologia Modelo atimi | Sorologia Parasitologia
Modelo 1 0,71(0,65-0,77) 0,70(0,60-0,84) 1(0,98-1,00) 0,®(@®,67) | 0,95(0,91-0,99)| 0,65(0,50-0,86
(Escore 2 RIFI 1:40)
Modelo 2 0,73(0,68-0,78) 0,90(0,82-1,00) 1(0,97-1,00) 0,(88@,68) | 0,83(0,77-0,91)| 0,63(0,52-0,771
(Escore 2 RIFI 1:80)
Modelo 3 0,76(0,71-0,82) 0,69(0,59-0,82) 1(0,98-1,00) 0,58®,60) | 0,95(0,91-1,00)| 0,66(0,53-0,86
(Escore 3 RIFI 1:40)
Modelo 4 0,77(0,72-0,82) 0,88(0,79-1,00) 1(0,96-1,00) 0,58®,62) | 0,83(0,77-0,92)| 0,66(0,53-0,83
(Escore 3 RIFI 1:80)
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Figura 01. Estado do Piaui, Brasil e a cidade desla. Brasil (A), Estado do Piaui (B)
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Figura 02 — Representacao grafica dos valores dibdeade e seus IC de 95%, obtidos por meio désande classe
latente dos diferentes modelos propostos.
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6 CONCLUSOES

» O modelo preditivo desenvolvido apresentou, emcsmposicao, variaveis clinicas
caracteristicas da LVC, algumas com forte assoziagén o parasitismo, indicando
boa possibilidade de aplicacdo do modelo. Assimvadiacdo clinica do veterinario,
através do uso do modelo proposto, mostra-se immertquando considerada como
uma primeira avaliacdo do animal suspeito;

» O uso do modelo clinico com a RIFI mostrou-se osmd&criminatério em relacao ao
desfecho (parasitismo), indicando a importancia udo concomitante das duas
ferramentas. O modelo preditivo baseado na clirecaRIFI mostrou-se com
especificidade proxima do valor apresentado peld, Rias com maior sensibilidade.
Assim, poderia ser util em areas de transmiss@enteccom manifestacdo clinica
caracteristica, pois apresenta alto VPN, o qudiati&ina classificagcdo dos animais;

> E importante que o delineamento e validacéo de lnsgeeditivos sejam feitos em
populacdes com caracteristicas de transmisséao ls&met, devido a possibilidade de
extrapolabilidade e aplicabilidade dos dados;

» A andlise de classe latente mostrou que o testasipaElbgico ndo apresenta boa
sensibilidade diagnéstica, o que pode influenciajulgamento de outros testes
diagndsticos e com isso, ha classificacéo do iddi;

» A RIFI, apés a ACL, mostrou-se o teste mais seh&vi®i 0 teste mais sujeito a
alteracdes apds as mudancas no ponto de corte.ptste ser util quando do
delineamento e propdsito do teste quando usado ngmeélitos soroldgicos, por
exemplo;

» O estudo levanta o debate do uso do teste padagdol como teste padréo-ouro e
mostra a importancia do uso de mais de um métodbagmadstico, inclusive técnicas
moleculares, para a classificagdo mais verossims#ipel dos animais;

» Os indicadores de acuracia dos testes avaliadomsdficientes e ndo justificam que
eles sejam usados isoladamente para diagnoéstidofelacdo com a finalidade de

controle da doencga.
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APENDICE - Populacées observadas e esperadas nos difererdetoside ACL

Modelo 1

Combinacao de testes  Observado

MC S P

Esperado

172
72
107
78
3,24
4,76
60,76
89,24

0 0 0 172
1 0 0 72
0 1 0 107
0 0 1 78
1 1 0 2
1 0 1 6
0 1 1 62
1 1 1 88
MC: Modelo clinico
S: Sorologia
P: Parasitismo
0: negativo
1: positivo
Modelo 2

Combinacao de testes  Observado

MC S P

Esperado

251
100
61
59
11,64
17,37
55,37
82,63

0 0 0 251

1 0 0 100

0 1 0 61

0 0 1 59

1 1 0 10

1 0 1 19

0 1 1 57

1 1 1 81
MC: Modelo clinico

S: Sorologia

P: Parasitismo

0: negativo

1: positivo
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Modelo 3
Combinacao de testes  Observado Esperado
MC S P
0 0 0 185 185
1 0 0 59 59
0 1 0 119 119
0 0 1 66 66
1 1 0 3 3,8
1 0 1 5 4,2
0 1 1 72 71,2
1 1 1 78 78,8
MC: Modelo clinico
S: Sorologia
P: Parasitismo
0: negativo
1: positivo
Modelo 4
Combinacao de testes  Observado Esperado
MC S P
0 0 0 266 266
1 0 0 85 85
0 1 0 71 71
0 0 1 49 49
1 1 0 13 13,72
1 0 1 16 15,28
0 1 1 66 65,28
1 1 1 72 72,72

MC: Modelo clinico
S: Sorologia
P: Parasitismo

0: negativo

1: positivo
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APENDICE — A probabilidade da Anélise de Classe Latente

Conforme adaptado de Boelaettal (1999) (b), vamos considerar os testes clinico,
sorologico e parasitoldégico, como testes A, B e(B. trés testes apresentam-se como
variaveis dicotdmicas, podendo, cada teste, reiitaa, b ou c, respectivamente.

Assim, denotemos pom. a probabilidade de um individuo resultar em negatiu
positivo, no teste A, sendo a = 1 ou 0. O mesma partestes B e C. Vamos denotar por X, a
variavel latente, ndo observada, que tem probabiéidt de pertencer a duas categorias
mutuamente exclusivas, (animal infectado (1) ou inéectado (0), que seriam a verdadeira,
mas desconhecida, classificacdo do animal). Asssnprobabilidades da variavel latente ter
certo valor t serianrg;, e 775, .

A probabilidade de um cédo apresentar um padracesidtadosr, ., € dada pelo
produto das probabilidades do cédo pertencer a uasaeclatente t, ter testado a no teste A
dado que ele é t, b no teste B dado que ele ébdaaste C dado que ele é t. Assim,

T = T X | E % | X x

X
abct t o

Mais especificamenteqﬂg‘ denota a probabilidade de um céao ter resultadativeg

no exame soroldgico dado que ele é verdadeiranmegiativo. Esta probabilidade refere-se a

especificidade do teste. Enténuf‘lX denota a sensibilidade do teste sorologico. Vadaasl

possibilidades, é possivel estimar os falsos posite falsos negativos dos testes.

Todos os parametros possiveis da equacdo acimanpser estimados via méaxima
verossimilhanca. Para isto, programas como Splugatnt Gold, LEM e WinBugs podem
ser utilizados (Rutjes et al., 2007).



