PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Marlon Akio da Silva Issobe

REVISAO SISTEMATICA DA ACURACIA DOS TESTES RAPIDOS EMPREGADOS
NO DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR DENGUE ATRAVES DA DETECCAO DE
NS1, IgM/1gG

Rio de Janeiro
2019



Marlon Akio da Silva Issobe

REVISAO SISTEMATICA DA ACURACIA DOS TESTES RAPIDOS EMPREGADOS
NO DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR DENGUE ATRAVES DA DETECCAO DE
NS1, IgM/1gG

Dissertacdo apresentada ao curso de Mestrado
Académico do Programa de Pos-Graduacao
em Vigilancia Sanitaria, do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Salde, da
Fundacdo Oswaldo Cruz, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Orientadora: Dra. Helena Pereira da Silva
Zamith

Rio de Janeiro
2019



Catalogacéo na Fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde

Biblioteca

Issobe, Marlon Akio da Silva

Revisdo sistematica da acuracia dos testes rapidos empregados no
diagnostico da infecgdo por dengue através da deteccdo de NS1, IgM/IgG. /
Marlon Akio da Silva Issobe. - Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2019.

161 f. :il. ; fig. ; graf.

Dissertacdo (Mestrado Académico em Vigilancia Sanitéaria) — Programa
de Pds-Graduacdo em Vigilancia Sanitéria, Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2019.

Orientador: Helena Pereira da Silva Zamith.

1. Teste rapido. 2. Dengue. 3. Acurdcia diagnostica. 4. Sensibilidade. 5.
Especificidade. I. Titulo.

Systematic review of rapid tests accuracy used for diagnosing dengueinfection through the
detection of NS1, IgM/IgG.



Marlon Akio da Silva Issobe

REVISAO SISTEMATICA DA ACURACIA DOS TESTES RAPIDOS EMPREGADOS
NO DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR DENGUE ATRAVES DA DETECCAO DE
NS1, IgM/1gG

Dissertacdo apresentada ao curso de Mestrado
Académico do Programa de Pds-Graduagédo
em Vigilancia Sanitéria, do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Salde, da
Fundagdo Oswaldo Cruz, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Aprovadoem _ / /

BANCA EXAMINADORA

Antonio Eugenio Castro Cardoso Almeida (Doutor)

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde

Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso (Doutora)

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde

Maritse Gerth Silveira (Doutora)

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ORIENTADOR (A)

Helena Pereira da Silva Zamith (Doutora) - Orientadora
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde



Dedico este trabalho a toda minha familia, pelo
imenso amor, carinho, apoio, suporte,
compreensdo e torcida, durante toda minha

trajetdria até aqui.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as béncéos proporcionadas, por sempre guiar meus passos e pela
protecdo em todos os dias de minha vida.

Aos meus pais, Takeshi e Edith, pelo amor, carinho, dedicacdo, base e valores que
sempre me deram e por todos os sacrificios e esforcos feitos, mesmo diante de todas as
dificuldades enfrentadas em suas vidas, para que eu pudesse realizar meus sonhos e atingir
meus objetivos.

A minha irma Michele, por todo amor, amizade, apoio e por sempre estar ao meu lado
e presente em todos 0os momentos da minha vida. Te amo irma!

A minha orientadora, Dr2. Helena P. S. Zamith, por sua gentileza em ter aceitado esta
orientacdo, por estar sempre disponivel, por toda dedicacdo e ajuda na realizacdo desta
dissertagédo e por todo conhecimento compartilhado durante estes dois anos. Minha eterna e
imensa gratid&o.

A Dra. Marisa Coelho Adati, Chefe do Laboratério de Sangue e Hemoderivados
(LSH/INCQS), por mais uma vez ter me aceitado e acolhido ap6s os dois anos que passei pela
residéncia, dando mais uma oportunidade de crescer académica e profissionalmente. Obrigado
pelo incentivo, pelas broncas e puxdes de orelha que sempre servem de estimulo para seguir
adiante. Obrigado também a todos os profissionais e residentes do LSH, cada um a sua
maneira contribuiram de alguma forma para meu crescimento profissional e pessoal.

A querida amiga Nathalia Machado, pelo incentivo para realizacdo do processo
seletivo do mestrado, pelo companheirismo durante toda esta ardua jornada e pelo apoio nos
momentos dificeis. E as novas amizades feitas, Gabriella e Yasmin, pela parceria, por todos
0S momentos engracados, e por deixaram os dias mais leves e divertidos. Obrigado meninas!

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de Financiamento 001.



Uma grande jornada comeca com o primeiro
passo.
Lao-Tsé

Eu ndo sou quem eu gostaria de ser; eu ndo sou
guem eu poderia ser, ainda, eu ndo sou quem eu
deveria ser. Mas gracas a Deus eu ndo sou mais
quem eu era.

Martin Luther King



RESUMO

A dengue é uma infeccdo sistémica aguda, causada por um dos quatro sorotipos do virus da
dengue (DENV-1, 2, 3 e 4). Testes diagndsticos precisos, eficientes, sensiveis e especificos, e
de baixo custo sdo necessarios para auxiliar no controle da doenga. O objetivo deste estudo foi
realizar uma revisdo sistematica (RS) e metanalise referente a acuracia (sensibilidade e
especificidade) dos testes rapidos (TRs) comerciais empregados no diagnostico laboratorial da
dengue através da deteccdo de NS1, IgM/IgG. Estudos foram extraidos das bases de dados
Cochrane Library, MEDLINE/PubMed, LILACS, SCOPUS, ISI Web of Science, e
selecionados a partir de critérios definidos de inclusdo e exclusdo. A ferramenta QUADAS-2
foi utilizada para avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos. Valores de sensibilidade e
especificidade foram calculados a partir de tabelas de contingéncia 2x2. Resultados
individuais de cada estudo foram agrupados para gerar estimativas globais de sensibilidade e
especificidade por TR, expressas como valores médios com seus intervalos de confianga de
95%, e apresentados sob a forma de gréaficos floresta. Os modelos de efeitos fixos Mantel e
Haenszel e de efeitos aleatorios DerSimonian e Laird foram empregados, respectivamente, na
auséncia e presenca de heterogeneidade significativa, para calcular os resultados agrupados de
sensibilidade e especificidade dos TRs. As buscas identificaram 1.357 artigos, que apds
aplicacdo dos critérios de elegibilidade foram reduzidos a 20, nos quais foram avaliados 4
TRs para deteccdo de IgM, 9 TRs para deteccdo de NS1 e nenhum estudo de TR para
deteccdo de 1gG. Apenas 2 estudos cumpriram todos os critérios do QUADAS-2. O dominio
fluxo e tempo foi o que apresentou maior proporcao de risco de viés alto (20%), seguido da
selecdo dos pacientes (15%) e padrdo de referéncia (5%). Nesta RS, os TRs para NSI
apresentaram: sensibilidade média de 79%, com valores variando de 61 a 94% e
especificidade média de 94%, variando de 67 a 100%. Os TRs para IgM apresentaram
sensibilidade média de 70%, variando de 43 a 94% e especificidade média de 90%, variando
de 76% a 100%. Valores de sensibilidade estavam abaixo do declarado pelo fabricante para
78% dos TRs para NS1 e para 75% dos TRs para IgM. Uma propor¢cdo menor de 11% dos
TRs para NS1 e igualmente de 75% dos TRs para IgM apresentaram valores de especificidade
abaixo do declarado pelo fabricante. VValores de sensibilidade dos TRs para deteccdo de NS1 e
IgM foram inferiores e mais discordantes do que os valores de especificidade quando

comparados aos mesmos dados declarados pelo fabricante do produto.
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ABSTRACT

Dengue is an acute systemic infection caused by one of the four serotypes of dengue virus
(DENV-1, 2, 3 and 4). Accurate, efficient, sensitive, specific, and low cost diagnostic tests are
needed to assist in disease control. The objective of this study was to perform a systematic
review (SR) and meta-analysis regarding the accuracy (sensitivity and specificity) of
commercial rapid tests (RTs) used in the laboratory diagnosis of dengue through the detection
of NS1, IgM/IgG. Studies were extracted from the Cochrane Library, MEDLINE/PubMed,
LILACS, SCOPUS, ISI Web of Science databases, and selected from predefined criteria of
inclusion and exclusion. The QUADAS-2 tool was used for the evaluation of methodological
quality of the studies. Sensitivity and specificity values were calculated from 2x2 contingency
tables. Individual results from each study were pooled to generate global estimates of
sensitivity and specificity for RT, expressed as mean values with 95% confidence interval,
and presented as forest plots. The Mantel and Haenszel fixed effects model and DerSimonian
and Laird random effects model were used, respectively, without or with significant
heterogeneity, to calculate the pooled results of sensitivity and specificity of RT. The research
identified 1,357 articles, which after application of the eligibility criteria were reduced to 20
studies, in which 4 RTs for IgM detection, 9 RTs for NS1 detection and no study of RT for
IgG detection were evaluated. Only two studies met all the QUADAS-2 criteria, and other
studies presented at least one criteria as "uncertain”. Flow and time domain had the highest
proportion of high bias risk (20%), followed by the patient selection domain (15%) and the
reference standard (5%). In this SR, NS1 RTs presented: mean sensitivity of 79%, with values
ranging from 61 to 94% and mean specificity of 94% ranging from 67 to 100%. IgM RTs
presented mean sensitivity of 70%, ranging from 43 to 94% and mean specificity of 90%
ranging from 76% to 100%. Sensitivity values were lower than 78%, which was declared by
the manufacturer of NS1 RTs and for 75% of IgM RTs. Less than 11% of NS1 RTs and also
75% of IgM RTs had specificity values lower than the one declared by the manufacturer.
Sensitivity values of RTs for NS1 and IgM detection were lower and more discordant than the

specificity values of those declared by manufacturers of the diagnostic in vitro tests.

Keywords: Rapid test. Dengue. Diagnostic accuracy. Sensitivity. Specificity.
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1 INTRODUCAO

A dengue € atualmente uma das principais doencas negligenciadas do mundo
(GUZMAN et al., 2016). E uma infeccdo sistémica aguda, causada pelo virus da dengue
(DENV), e provoca um amplo espectro de manifestacdes clinicas, transmitida entre seres
humanos por mosquitos do género Aedes, sendo o principal vetor o Aedes aegypti (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009; LAMBRECHTS et al., 2012).

A dengue evoluiu de uma doenca esporadica para um importante problema de saide
pablica global, com substancial efeito social e econdmico — as epidemias de dengue impdem
altos custos aos individuos, aos servicos de salde e aos sistemas econdmicos dos paises
afetados — devido ao aumento da extensdo geogréfica, o crescente nimero de casos e a
gravidade da doenca (GUZMAN; HARRIS, 2015; GUZMAN et al., 2016).

E sem dlvida a mais importante e mais comum doenca viral transmitida por mosquito
e que se espalha mais rapidamente no mundo; nos Gltimos 50 anos sua incidéncia aumentou
30 vezes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009.). Entre 50 a 100 milhGes de
infeccdes sdo estimadas ocorrer anualmente em pelo menos 128 paises, das regides tropicais e
subtropicais, colocando quase metade da populagdo do mundo em risco (BRADY et al.,
2012).

A dengue é causada por uma infeccdo com um dos quatro sorotipos do DENV
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), antigenicamente distintos, mas estreitamente
relacionados. A infeccdo com um sorotipo de DENV leva a imunidade protetora homéloga, e
a infeccdo subsequente com um sorotipo diferente é um importante fator de risco para doenga
grave. Os resultados da infeccdo por qualquer um dos sorotipos do DENV variam de
infeccBes assintomaticas ou subclinicas a sintomaticas, com sintomas que incluem febre, dor
de cabeca, artralgia, mialgia, dor retro-orbital, erupcdo cutanea, sangramento, trombocitopenia
ou leucopenia, podendo levar a morte (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Até o momento, ndo ha terapia antiviral especifica para a dengue, o tratamento é
limitado aos cuidados de suporte e o principal meio de prevencdo € através da vigilancia e do
controle vetorial. Outra estratégia disponivel recentemente para a prevencao € a vacina contra
a dengue, com seguranca e eficacia comprovadas para individuos entre 9-45 anos. O
diagnostico precoce e 0 manejo adequado da dengue previnem fatalidades, considerando a
ocorréncia de milhdes de casos e milhares de mortes por ano (GUZMAN; KOURI, 2004;

GUZMAN et al., 2010; 2016). Portanto, ferramentas de diagnostico que sejam precisas,
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eficientes, sensiveis e especificas, e de baixo custo sdo necessarias urgentemente para auxiliar
no controle da doenca (PEELING et al., 2010).

Encontrar boas evidéncias quanto ao desempenho dos testes diagndsticos e interpretar
seu valor para a pratica € um grande desafio. A maioria dos estudos de diagnostico centra-se
na precisdo do teste diagnostico, que expressa a habilidade de um teste de discriminar entre
pessoas com a doenca (ou condicdo alvo) e aquelas sem ela. No entanto, as estimativas de
exatidao do teste geralmente variam acentuadamente entre os estudos. Essa heterogeneidade
pode refletir diferencas entre estudos no critério utilizado para definir a positividade do teste,
no design do estudo e as caracteristicas do paciente, bem como o local de realiza¢éo do teste
diagnostico (LEEFLANG et al., 2013).

Revises sistematicas (RS’s) da acuracia de testes de diagndstico resumem a evidéncia
sobre a precisdo de um teste com uma generalizacdo maior do que as estimativas de um Unico
estudo e podem ser usadas para obter estimativas mais precisas quando pequenos estudos
abordando o mesmo teste diagnostico e pacientes na mesma configuracdo estdo disponiveis.
Idealmente, RS’s também investigam por que os resultados podem variar entre os estudos,
identificam o risco de viés que podem estar presentes nos estudos originais, comparam 0
desempenho de testes alternativos e ajudam o leitor a colocar as evidéncias em um contexto
clinico (LEEFLANG et al., 2008, 2013).

1.1 Revisao sistematica

A RS, assim como outros tipos de estudos de revisdo, ¢ uma forma de pesquisa e
constitui um método moderno para a avaliacdo de um conjunto de dados simultaneos sobre
determinado tema. E um estudo retrospectivo secundario, que tem por objetivo reunir estudos
primarios, publicados ou ndo, avaliando-os criticamente em sua metodologia, dessa forma,
uma RS depende da qualidade da fonte primaria (ATALLAH; CASTRO, 1998; MULROW,
1994; SAMPAIO; MANCINI, 2007). Os estudos primarios (unidades de analise) podem ser
ensaios clinicos aleatorios, estudos de acuracia, estudos de coortes ou qualquer outro tipo de
estudo, sendo a sua escolha dependente da pergunta que se pretende responder
(GONCALVES; NASCIMENTO; NASCIMENTO, 2015). E considerada na atualidade o
melhor meio de representacdo e o padrao de referéncia para a sintese de evidéncias cientificas
sendo o estudo mais alto na hierarquia da pesquisa baseada em evidéncia ao sintetizar estudos
primarios semelhantes e de boa qualidade (EVANS, 2003; MOHER et al., 2015). A
Colaboragdo Cochrane, iniciativa internacional do Reino Unido que desde 1992 prepara,
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3

mantém e dissemina RS’s, define uma RS como “uma revisdo das evidéncias sobre uma
questdo claramente formulada que usa métodos sistematicos e explicitos para identificar,
selecionar e avaliar criticamente pesquisas primarias relevantes, extrair e analisar dados dos
estudos incluidos na revisao” (ATALLAH; CASTRO, 1998; HIGGINS; GREEN, 2008).

Uma RS é uma estratégia cientifica rigorosa, abrangente, imparcial e reprodutivel, que
utiliza uma metodologia padrdo para tentar encontrar, reunir, avaliar e interpretar todas as
evidéncias empiricas relevantes disponiveis que se enquadram nos critérios de elegibilidade
pré-especificados conforme descrito em um protocolo associado, para responder a uma
pergunta de pesquisa especifica de forma precisa e confiavel. E proposta para identificar os
estudos sobre um tema em questdo, aplicando métodos explicitos e sistematicos de busca que
sdo selecionados com o objetivo de minimizar o viés (erro sistematico ou desvio da verdade,
seja nos resultados ou em suas inferéncias), fornecendo resultados mais confiaveis a partir dos
quais as conclusGes podem ser elaboradas e as decisdes tomadas. As RS’s também nos
permitem determinar se o0s resultados sdo consistentes e podem ser generalizados em
diferentes situacbes (BRASIL, 2012, 2014; DE-LA-TORRE-UGARTE-GUANILO;
TAKAHASHI; BERTOLOZZI, 2011; HIGGINS; GREEN, 2011; LEEFLANG, 2014;
LIBERATI et al., 2009; MOHER et al., 2015; REITSMA et al., 2009).

Entre as vantagens das RS’s, temos as seguintes: (i) aumentam a precisdo dos
resultados, estreitando os intervalos de confianca; (ii) podem antecipar em anos ou até
décadas os resultados de grandes estudos, muitas vezes dispendiosos e demorados; (iii)
evitam a duplicacdo desnecessaria de esforcos; (iv) previnem controvérsias na literatura; (v)
economizam recursos em pesquisas; (vi) definem areas em que mais estudos sao necessarios;
(vii) auxiliam decisOes para politicas de saude (IARED; VALENTE, 2009).

As principais caracteristicas de uma RS séo:

a) Um conjunto claramente definido de objetivos com critérios de elegibilidade pré-

definidos para estudos;

b) Uma metodologia explicita e reprodutivel;

c) Uma pesquisa sistematica que tenta identificar todos os estudos que atendam aos

critérios de elegibilidade;

d) Uma avaliagdo da validade dos resultados dos estudos incluidos, por exemplo

através da avaliacdo do risco de vies; e
e) Uma apresentacdo sistematica e sintese, das caracteristicas e achados dos estudos
incluidos (HIGGINS; GREEN, 2011).
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A Figura 1 ilustra todas as etapas que os autores de revisdes realizam no processo de
elaboracdo de uma RS.

Figura 1 — Diagrama do processo de revisdo sistematica

Identificar o pr ed inara q 3

(o] que os Escrever um plano para a revisdo
(protocolo)
autores fazem

Procurar por estudos

Penelrar ¢ y 4 7.’ 7?.7/“ -
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resultados gerais

Revisdo Sistematica

Disseminacao

Fonte: (Adaptado de CENTRE FOR HEALTH COMMUNICATION AND PARTICIPATION, 2012).

A preparacdo de um protocolo € um componente essencial do processo de RS;
assegura que uma RS seja cuidadosamente planejada e que o planejado seja explicitamente
documentado antes da revisdo, promovendo a conduta consistente pela equipe de revisdo
(composta por pelo menos dois pesquisadores), a responsabilidade, a integridade da pesquisa
e a transparéncia da eventual revisdo completa. Um protocolo também pode reduzir a
arbitrariedade na tomada de decisdes ao extrair e usar dados da pesquisa primaria, uma vez
gue o planejamento oferece uma oportunidade para a equipe de revisdo antecipar problemas
potenciais e evitar vies de analise na RS, uma vez que os métodos de selecdo e andlise dos
dados séo estabelecidos antes de a revisao ser conduzida no protocolo, num processo rigoroso
e bem definido (MOHER et al., 2015). Os componentes do protocolo sdo: a pergunta da

revisao, as estratégias para a busca das pesquisas, determinando os termos técnicos e palavras-
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chave, os critérios de inclusdo e exclusdo, como as pesquisas serdo avaliadas criticamente, a
coleta e sintese dos dados (GALVAO; SAWADA; TREVIZAN, 2004).

A RS inicia-se com a elaboracdo da questdo de pesquisa, ou seja, 0 objetivo principal e
de um projeto de revisdo, assim como avaliacdo da necessidade de proceder a revisdo. A
questdo de revisdo orienta o restante da revisdo: ela determina o desenho e as caracteristicas
do estudo, os possiveis vieses esperados, a técnica apropriada de metanélise e a interpretacao
dos resultados. A questdo de revisdo inclui alguns elementos basicos: os pacientes ou a
populacdo que serd submetida ao teste na pratica, o(s) teste(s) de interesse e o(s) teste(s)
comparador(es) e a condicdo alvo ou doenca de interesse, conforme definido pelo padréo de
referéncia (LEEFLANG, 2014).

A seqguir € realizada uma ampla busca da literatura com o objetivo de se identificar o
maior numero possivel de estudos relacionados a questdo. Portanto, a estratégia de pesquisa
deve ser a mais ampla possivel. Essa estratégia de busca deve incorporar uma busca
eletronica, checagem de listas de referéncia de estudos e revisoes relevantes, e algum esforco
deve ser feito na recuperacao de dados ndo publicados (literatura cinza) (LEEFLANG, 2014).

O primeiro passo no processo de selecdo é a selecdo de publicacBes potencialmente
relevantes com base no titulo e no resumo. Em seguida, os textos completos desses artigos sdo
lidos e incluidos quando considerados relevantes. A Ultima etapa € a exclusdo de estudos que
ndo sdo relevantes quando os dados sdo extraidos. Em todas as etapas, a selecdo é realizada
por dois individuos de forma independente. Uma vez selecionados, aplicam-se critérios para
avaliacdo da qualidade metodoldgica conforme o delineamento do estudo original e uma
apresentacdo sistematica e sintese das caracteristicas e achados dos estudos incluidos. Quando
os estudos forem semelhantes, os resultados podem ser finalmente sintetizados e resumidos
guantitativamente numa anélise estatistica, a metanalise (LEEFLANG, 2014; MULROW,
1994).

Metanalise representa a analise estatistica de uma cole¢do de resultados de estudos
individuais independentes, com o objetivo de resumir, integrar e sintetizar esses resultados,
gerando uma unica estimativa de efeito conjunto (média ponderada), levando em conta o
tamanho e a variabilidade da amostra. Ao combinar informagfes de todos os estudos
relevantes, as metanalises podem fornecer estimativas mais precisas do que as derivadas dos
estudos individuais incluidos em uma revisdo, além de aumentar o poder estatistico do
resultado que pode entdo ser extrapolado e/ou generalizado. As metanalises também facilitam

as investigacOes sobre a consisténcia da evidéncia em todos os estudos e a exploragdo de
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diferengas entre os estudos (GONCALVES; NASCIMENTO; NASCIMENTO, 2015;
HIGGINS; GREEN, 2008; LEEFLANG, 2014).

Nas metanalises 0 agrupamento estatistico de dados de mais de um estudo € realizado
apos sua conversdo em uma escala de medida padrdo. Compreende-se que dessa maneira, a
metanélise aumenta a confianca nos resultados totais da RS limitando efeito de variacGes e
vieses existentes nos estudos individuais (KESSLER, 2007).

Os estudos incluidos para a realizacdo de uma metanalise podem apresentar algum tipo
de heterogeneidade, que se existente, ndo podera ser ignorada, sob pena de produzir uma falsa
evidéncia como resposta ao problema de pesquisa em questdo. Ressalta-se que em metanélises
diagndsticas a heterogeneidade sempre estard presente (MACASKILL et al., 2010;
MADEIRA, 2015).

Cabe acrescentar que os resultados da metandlise quase sempre sdo representados por
um gréfico do tipo forest plot (grafico do tipo floresta), com a finalidade de concatenar em
uma Unica figura, todas as informages sobre o efeito/precisdo e a contribuicdo de cada estudo
para a analise (GONCALVES; NASCIMENTO; NASCIMENTO, 2015).

Para cada estudo o grafico apresenta a medida de efeito e seu intervalo de confianca,
sendo que a medida de efeito é representada por um simbolo que pode, por exemplo, ser um
quadrado, um circulo, ou outra figura dependendo do software. O tamanho deste simbolo é
proporcional ao peso do estudo na metandlise, quanto maior o peso, maior o tamanho do
simbolo da medida de efeito. Esse peso é baseado no nimero de participantes e no nimero de
eventos. Também é exibido em torno da estimativa da medida de efeito uma linha horizontal
cortando os simbolos, que é o respectivo intervalo de confianca, sendo que quanto maior esta
linha, maior é a variabilidade dentro do estudo (RODRIGUES; ZIEGELMANN, 2010).

De modo geral, busca-se na leitura da metanalise a estimativa sumaria, resultante da
compilacdo dos diferentes trabalhos publicados, representada pelo diamante (losango) que
aparece na parte inferior do gréafico, indicando o resultado da combinacdo dos dados obtidos,
visando determinar as evidéncias presentes na heterogeneidade, representada pela
variabilidade ou diferenca entre eles e as estimativas de efeitos, por meio do uso de método
estatistico. O ponto central representa a razdo de chances (odds ratio) da metanalise e seu
tamanho representa o intervalo de confianca (GONCALVES; NASCIMENTO;
NASCIMENTO, 2015).

Os agrupamentos em metanalises sdo realizados através da escolha de um dos dois
modelos estatisticos: modelo dos efeitos fixos ou modelo dos efeitos aleatérios. O primeiro

modelo assume que os estudos incluidos na metanalise estimam um indice verdadeiro e fixo,
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sendo as diferencas presentes nos estudos individuais ao acaso, resultante de erro randémico.
O modelo dos efeitos aleatorios assume que 0s estudos da metanalise sdo amostras aleatorias
de um universo tedrico maior de todos os estudos sobre a questdo pesquisada e que seus
resultados sdo variagcGes proximas a uma média de resultados totais. Este modelo incorpora
duas possiveis fontes de variabilidades, os erros aleatorios intraestudos e as possiveis
variagdes entre estudos, como as populacBes estudadas e os procedimentos realizados. Este é
0 modelo preferido no caso de estudos heterogéneos, pois considera as variacdes entre e
intraestudos e a estimativa agrupada gerada é mais conservativa apresentando um intervalo de
confianga maior (KESSLER, 2007). De forma simplificada, € como se os métodos com
efeitos fixos considerassem que a variabilidade entre os estudos ocorreu apenas pelo acaso e
ignorassem a heterogeneidade entre eles. Ja os métodos com efeitos aleatdrios incorporam um
pouco da heterogeneidade entre os estudos nos resultados. Assim, geram resultados
combinados com maior intervalo de confianga. Apesar de terem essa vantagem e serem mais
recomendados, 0s métodos com efeitos aleatdrios sdo criticados por atribuirem maior peso a
estudos menores (SOUSA; RIBEIRO, 2009).

1.1.1  Revisdes sistematicas de estudos de acurécia diagndstica

Testes diagndsticos sdo usados rotineiramente na medicina para rastreamento,
diagnostico e monitoramento da progressdo de uma doenca, suporte a tratamentos ou analisar
um prognostico (DEEKS, 2001).

Os estudos de acuracia diagnostica permitem avaliar em que grau os dados medem o
que eles deveriam medir ou o quanto os resultados de uma afericdo correspondem ao
verdadeiro estado do fenébmeno aferido. Eles objetivam investigar a concordancia dos
resultados de um teste sob avaliacdo (chamado teste indice) — um teste novo ou mais simples,
mais barato, mais rapido, menos invasivo — com os resultados de um teste padréo ou dito de
referéncia, distinguindo a populacédo submetida ao estudo em dois grupos, aqueles com e sem
a condicdo-de interesse, sendo que estes podem apresentar teste diagnostico positivo ou
negativo, sugerindo ter ou ndo a condigcdo-alvo. Os resultados de ambos os testes séo lidos ou
interpretados de forma independente, ou seja, em condi¢fes de desconhecimento total pelos
pesquisadores envolvidos ou em condicGes de cegamento a interpretacdo e leitura dos testes
para que, em seguida, os resultados dos dois testes sejam comparados (MEDEIROS, 2008;
OLIVEIRA et al., 2010; VIRGILI et al., 2009; WHITING et al., 2004).
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O termo teste refere-se a qualquer método utilizado para obter informag6es adicionais
sobre o estado de saude do paciente. Inclui exames clinicos, testes laboratoriais, exames de
imagem, testes funcionais e histopatologicos. A condicao de interesse ou condicdo alvo pode
se referir a uma doenca em particular, um estadgio da doenca, uma condicdo de saude ou
qualquer outra condicéo identificavel que induza intervencao clinica, como testes diagnosticos
ou iniciagdo, modificacdo e término do tratamento. Neste contexto, o padréo de referéncia é
considerado o melhor método disponivel para estabelecer a presenca ou auséncia da condicdo
de interesse e pode ser um Unico método ou uma combinacdo de métodos ou conjunto de
exames julgado mais adequado para estabelecer a presenga da condi¢do alvo ou uma outra
forma de diagnostico que sirva de referéncia (BOSSUYT et al., 2003; LEEFLANG et al.,
2008; WALDMAN, 1998).

O termo acuréacia refere-se a quantidade de concordancia entre os resultados do teste
indice e aqueles do padrdo referéncia, e sera avaliada pela medida da habilidade de um teste
em detectar a presenca de uma doenca. Portanto, quanto melhor a acurécia diagndstica, mais
préximo o teste se aproxima do padrdo-ouro. O verdadeiro status de doenca de cada individuo
¢ considerado como um tipo de dado dicotomico ou bindrio porque o individuo “tem a
doenga” ou “ndo tem a doenga”. Apesar dessa suposi¢do representar uma simplificacdo da
realidade de um diagndstico, ela € utilizada pela maioria dos testes disponiveis na préatica
clinica (BONITA; BEAGLEHOLE; KJELLSTROM, 2006; BRASIL, 2014; KESSLER,
2007).

As RS’s da acurdcia dos testes diagndsticos podem ser muito Uteis neste processo, pois
sintetizam dados de estudos primarios para fornecer informagdes sobre a capacidade dos
testes em detectar uma condicdo-alvo; elas também podem fornecer estimativas do
desempenho do teste, permitir comparacdes da precisdo de diferentes testes e facilitar a
identificacdo de fontes de variabilidade (KESSLER, 2007; MCINNES et al., 2018).
Conceitualmente, RS de estudos de acuracia com homogeneidade e bom padrdo de referéncia
ndo sao apenas dados sumarizados de outros estudos, mas sao consideradas o melhor e maior
nivel de evidéncia para a avaliagdo de testes diagnosticos, individuais ou para a comparacdo
de diferentes testes para uma mesma condic¢do-alvo (IARED; VALENTE, 2009).

A RS de estudos de acuracia diagndstica é uma ferramenta valiosa, podendo contribuir
para avaliar o impacto de determinados testes diagnosticos, por fim a ddvidas clinicas ou
elaborar outras questfes, e sdo essenciais para ajudar a escolher testes com 6tima acurécia e
que proporcionem apropriada interpretacdo dos resultados (DEEKS, 2001; MEDEIROS et al.,
2012).
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Os passos basicos necessarios para se realizar uma RS de estudos de acurdcia
diagndstica, e se apropriada, uma metanalise, estdo listados no Quadro 1.

Quadro 1 — Passos para uma revisao sistematica e metanalise.
ETAPAS

Definicdo clara da pergunta que se quer responder e dos objetivos da reviséo.

Definicdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, e das estratégias de busca.

Pesquisa da literatura, levantamento e selecdo dos estudos.

Avaliacdo da qualidade e aplicabilidade dos estudos ao problema especifico.

Extracdo e analise dos dados e apresentacdo dos resultados de forma clara.

(o2 S et B A B o

Avaliagdo da heterogeneidade entre os estudos e calculo dos resultados

(combinando-os, se apropriado), estimando o desempenho diagnostico.

7. Interpretacdo dos resultados e desenvolvimento de recomendacdes.
Fonte: (Adaptado de IARED; VALENTE, 2009; MEDEIROS et al., 2012)

Muitas revisdes publicadas até recentemente falham em aspectos basicos, como a
descricdo dos critérios de inclusdo, na tabulacdo das caracteristicas e local dos estudos
incluidos. Também ndo descrevem a gravidade da doenca nos participantes, o padrdo de
referéncia utilizado, a definigdo da positividade do teste avaliado, ndo relatam sensibilidade,
especificidade e tamanho amostral dos estudos individuais, e ndo relatam formalmente a
avaliacdo da qualidade dos estudos (IARED; VALENTE, 2009).

Uma RS com enfoque diagnostico deve excluir estudos que ndo possuem 0s critérios
de qualidade metodoldgica e que sdo mais suscetiveis a vieses, ou entdo incluir esses estudos
e explorar as caracteristicas e as diferengas entre os mesmos. Os vieses podem agir em
qualquer direcdo, levando a superestimacdo ou subestimacdo da precisio do teste. E
impossivel saber com certeza se um estudo é tendencioso, ou a direcdo ou magnitude de um
viés. No entanto, quando pontos fracos sdo identificados, julgamentos podem ser feitos sobre
0 risco de viés em um estudo individual e, ocasionalmente, pode-se criar hip6teses sobre sua
provavel direcdo e tamanho (DEEKS, 2001; REITSMA et al., 2009).

O poder estatistico é raramente discutido em estudos com enfoque diagnostico, por
ndo comparar dois grupos e por ndo possuirem formalmente uma hipotese diagndstica.
Entretanto, 0 aumento do tamanho da amostra no somatério geral dos resultados aumenta a
precisdo da estimativa do teste diagnéstico (DEEKS, 2001). Estudos ideais para inclusdo em
uma RS sdo aqueles em que os pacientes, recrutados de uma populagdo ampla, sejam

selecionados de maneira consecutiva e cegados tanto o pesquisador quanto o0s pacientes.
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Entretanto, geralmente encontram-se estudos ndo cegados, retrospectivos e com pacientes
oriundos de uma populacéo restrita (OLIVEIRA et al., 2010).

O principal objetivo de uma RS de estudos de acurécia diagnostica é apresentar as
medidas de desempenho do teste entre os diferentes estudos que o avaliaram e, portanto, 0s
desfechos séo limitados aos parametros que avaliam esse desempenho. Se realizado o calculo
de metandlise, aumenta-se a precisdo destas estimativas. Para tanto, é necesséario obter os
dados que irdo compor a tabela de contingéncia 2x2, da qual derivam todas as medidas de
desempenho do teste. A tabela descreve a relacdo entre os resultados do teste indice em um
determinado limiar diagnostico e o estado da doenga (se presente ou ausente), definido pela
aplicacdo do teste padrdo de referéncia. A tabela inclui o nimero de casos verdadeiros
positivos (VP — aqueles que tem a doenca e o teste foi positivo), falsos positivos (FP — aqueles
gue nao tem a doenca, mas o teste indice foi positivo), verdadeiros negativos (VN — aqueles
qgue ndo tem a doenca e o teste foi negativo) e falsos negativos (FN — aqueles que tem a
doenca, mas o teste indice foi negativo). Em posse desses dados, qualquer estatistica utilizada
para determinar a acuracia de testes diagndsticos pode ser calculada, como a sensibilidade e a
especificidade (BRASIL, 2014; IARED; VALENTE, 2009).

A partir das informagdes conjuntas desses dois indices é possivel avaliar o
desempenho clinico (tanto diagndstico quanto prognostico além de informacGes relacionadas
aos resultados de uma terapéutica eficiente) de um teste laboratorial. Elas sdo propriedades
que estabelecem suas caracteristicas funcionais, as quais sdo inerentes aos testes e
normalmente ndo variam substancialmente (KESSLER, 2007).

Enquanto os resultados dos ensaios clinicos aleatorios frequentemente sdo relatados
usando a medida de um Unico efeito, como a diferenca de médias, a diferenca de risco ou a
taxa de risco, a maioria dos estudos de acurdcia relata mais de dois dados estatisticos, sendo
particularmente desafiador combina-los. Entdo, deve-se esperar que a tabulacdo dos dados
seja feita de maneira diferente das revisdes de intervencdes, que comparam desfechos Unicos
separadamente. E a metanalise deve também levar em conta a heterogeneidade dos estudos e
as variacOes devidas a limiares, explicitos ou ndo, para a interpretacdo dos resultados como
positivos e negativos (IARED; VALENTE, 2009).

A escolha e utilizacdo de um indice sumario capaz de definir a acuracia diagnostica de
um teste laboratorial e sua consequente utilizagdo para a tomada de decisdo médica como
evidéncia adequada ndo € um procedimento simples. Como a heterogeneidade refere-se ao
alto grau de variabilidade nos resultados através dos estudos individuais, ela € muito comum

em metanalises de testes diagnosticos. Em teoria todos os indices calculados poderiam ser
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escolhidos, mas idealmente, aqueles menos propensos a heterogeneidade seriam os ideais
(KESSLER, 2007).

A metanalise da acuracia de testes diagnosticos fornece estimativas da média da
acuracia diagnostica de um ou mais testes, a incerteza desta media e a variabilidade dos
estudos em torno dessa média. Ainda permite descrever como a acuracia varia em funcdo de
outras caracteristicas dos estudos. Ajuda a interpretar resultados conflitantes entre estudos,
uma vez que permite identificar quais diferencas sdo reais, quais sdo explicadas pelo acaso e
quais podem ser explicadas pelas caracteristicas conhecidas dos estudos. A precisdo da
estimativa geralmente aumenta com a quantidade de dados, conferindo maior poder a
metanélise para detectar diferencas reais na acurdcia entre testes de estudos individuais e
podendo gerar estimativas mais precisas de sensibilidade e especificidade esperadas
(BRASIL, 2014).

Assim como as RS’s de ensaios clinicos randomizados, a metanalise deve ser
considerada apenas quando os estudos sdo similares, tanto em relacdo ao perfil de
pacientes/populacao incluidos, quanto em relacdo ao protocolo de estudo. Mesmo com estes
critérios preenchidos, ainda pode haver heterogeneidade importante entre os estudos que torne
inapropriado sumarizar o desempenho dos testes em uma Unica estimativa de efeito. As
diferencas entre os estudos ou a heterogeneidade nos resultados podem resultar do acaso, dos
erros no calculo dos indices de precisdo ou da verdadeira heterogeneidade, isto é, diferencas
no design, conduta, participantes, intervencdes, testes e testes de referéncia. Nesse caso,
apenas se apresenta o desempenho dos testes nos varios estudos, de forma sistematica
(BRASIL, 2014; DINNES et al., 2005).

Os testes diagndsticos sdo utilizados para que o profissional de salde possa
discriminar se um individuo tem ou ndo uma doenca ou condicdo particular em populacdes
consideradas suspeitas para a doenca. Geralmente, esses estudos sdo realizados em amostras
pequenas de casos, tendendo a fornecer estimativas com imprecisGes consideraveis. Portanto,
0 aumento da precisdo da estimativa de desempenho de um teste € desejado e conseguido com
o calculo da metanélise. Esta permite investigar a consisténcia do desempenho do teste entre
diferentes delineamentos de estudos diagndsticos e em diferentes perfis de populacéo
(BRASIL, 2014).
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1.2 Historico da dengue

A dengue encontra-se presente na populagio humana ha séculos. E consensualmente
reconhecido que no final do século XVIII, uma doenga com grande semelhanca com a dengue
causou epidemias intermitentes em trés continentes (Asia, Africa e América do Norte) entre
0s anos de 1779 e 1780, porém casos de doencas clinicamente equivalentes a dengue
ocorreram em periodos anteriores. O primeiro registro de uma doenga com caracteristicas
compativeis com dengue encontrado até o0 momento estd em uma enciclopédia chinesa,
publicada durante a dinastia Chin (265 a 420 d.C.). A doenca foi chamada de “veneno da
agua” pelos chineses, que entenderam que o quadro, de alguma forma, estava associado com
insetos voadores e agua (GUBLER, 1998).

Em virtude do constante trafico de escravos oriundos da Africa, a partir do século XV,
0 A. aegypti foi levado para os demais continentes e as epidemias de dengue tornaram-se mais
frequentes e disseminadas (HOLMES, 1998). Os navios permitiram o transporte de locais de
reproducdo para o vetor, juntamente com os seres humanos, para completar o ciclo de
transmissdo, permitindo uma introducdo lenta, mas evidente do virus e do mosquito para
destinos costeiros ao redor do mundo (MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013).

Epidemias que se assemelhavam a dengue, com curso da doenca e propagacao
semelhantes, ocorreram em 1635 e 1699, nas Indias Ocidentais e na América Central,
respectivamente (MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013). Entretanto, a primeira
descricdo clinica detalhada da dengue em sua forma epidémica foi feita em 1780 por
Benjamim Rush, na Filadélfia, nos Estados Unidos da América (EUA), quando foi chamada
de “febre quebra ossos” (do inglés, break-bone fever). J& no século XIX, inUmeras epidemias
de dengue foram descritas em Zanzibar, Calcutd, Grécia e Japdo (POLONI, 2013). As
epidemias tornaram-se comuns nos EUA no inicio do século XX, com o ultimo surto
ocorrendo em Nova Orleans, em 1945 (MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013).

Embora os DENV tenham se distribuido por quase todo o tropico nos séculos XVIII e
XIX, durante os séculos XX e XXI, a globalizacdo permitiu sua disseminagdo mais rapida e a
introdugdo de multiplos sorotipos virais em areas permissivas, tornando-se a maioria das
regides tropicais hiperendémicas (co-circulacdo de maultiplos sorotipos do DENV). Antes da
década de 40, a dengue era caracterizada por epidemias que ocorreriam com pouca frequéncia
e, em geral, cada local envolveu um dnico sorotipo viral (GUBLER, 1998; TEO; NG; LAM,
2009).
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Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), a epidemiologia global do DENV foi
dramaticamente alterada no Sudeste Asiatico, tendo em vista que 0s movimentos acelerados e
a dispersdo das tropas propiciaram a disseminacdo do virus entre a populacdo residente da
regidao. Além do macico deslocamento humano, também houve uma mudanca de
comportamento durante a guerra como, por exemplo, os sistemas de agua foram destruidos o
que favoreceu a estocagem da agua para uso doméstico e este fato propiciou maior
disponibilidade de ambientes adequados para a proliferacdo do vetor nas areas urbanas
(GUBLER, 1997). A répida disseminacdo originou uma pandemia de dengue no Sudeste
Asidtico na década de 1950, que também foi associada ao crescimento econémico e urbano
regional pds-guerra e a falta de programas eficientes de controle do vetor (MESSINA et al.,
2014). Assim, a dengue epidémica tornou-se mais abrangente (WILDER-SMITH; GUBLER,
2008).

A partir de 1953-1954, a dengue comeca a exibir um novo padréo caracterizado por
hemorragia grave e/ou choque, provocando 6bito em 40% dos enfermos: a chamada febre
hemorragica da dengue/sindrome do choque da dengue (FHD/SCD), descrita pela primeira
vez em Manila, nas Filipinas, seguindo-se Bangkok, na Tailandia em 1958, Malasia,
Cingapura, e Vietnd na década de 1960 (POLONI, 2013).

As mudancas epidemioldgicas nas Américas foram as mais dramaticas. Na década de
50, de 60 e na maior parte da década de 70, a dengue epidémica era rara na regido americana
porque o principal mosquito vetor, o A. aegypti, havia sido erradicado da maior parte da
Ameérica Central e do Sul através de um programa coordenado pela Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS) para controlar a febre amarela urbana, fato que restringiu
efetivamente a transmissdo da dengue em todo o continente. O programa de erradicacéo foi
interrompido no inicio da década de 1970, e essa espécie comecou a reinvandir os paises de
onde tinha sido erradicada. Na década de 90, o A. aegypti ja havia recuperado e expandido a
distribuicdo geografica que ocupava antes do inicio da erradicacdo, como pode ser observado
na Figura 2 (GUBLER, 1998; 2002).

A epidemia de dengue invariavelmente seguiu a reinfestacdo dos paises pelo A.
aegypti. Na década de 80, a regido americana estava enfrentando grandes epidemias de
dengue em paises que estavam livres da doenca por 35 a 130 anos (GUBLER, 1989). Foram
introduzidas novas cepas e sorotipos de DENV: DENV-1 em 1977, uma nova cepa de DENV-
2 em 1981, DENV-4 em 1981 e uma nova cepa de DENV-3 em 1994. Além disso, muitos
paises da regido evoluiram de ndo-endemicidade (sem doenca endémica) ou hipoendemia (um

sorotipo presente) para hiperendemia, como ocorreu no Sudeste Asiatico 25 anos antes
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(GUBLER, 1998; PINHEIRO; CORBER, 1997). Até meados da década de 1990, o Sudeste
Asiético era a regido do mundo mais afetada pela dengue. Desde entdo, a doenga aumentou
em paises da América Central e do Sul, que contribuiram com mais de metade dos casos
relatados no mundo (TEIXEIRA et al., 2009).

Figura 2 — Evolucéo da distribuicdo do Aedes aegypti nas Américas durante a década de 30 e
nos anos de 1970 e 2001

Fonte: (Adaptado de GUBLER, 2002).

Em regides onde a dengue é endémica e multiplos sorotipos cocirculam, a dindmica
epidemiolégica do DENV é caracterizada por oscilacdes complexas na incidéncia e
prevaléncia de sorotipos. E pensado que uma variedade de fatores ecoldgicos e imunolégicos
governam essas complexas dinamicas espago-temporais (GUBLER, 1998; LAMBRECHTS et
al., 2012). As epidemias podem ocorrer quando a imunidade a um dos quatro sorotipos
diminui e/ou quando uma nova cepa epidémica do virus emerge ou é introduzida. Embora nédo
documentado, um aumento ou mudanca na capacidade vetorial da populacdo de mosquitos
também pode influenciar a transmissio epidémica (GUZMAN et al., 2016).

A propagacdo geografica e o aumento da atividade epidémica na década de 70
coincidiram com o transporte aéreo se tornando o modo principal de viagem humana,
fornecendo o mecanismo ideal para a circulacdo da dengue e outros agentes patogénicos
urbanos entre centros populacionais do mundo. Muitos viajantes ficam infectados ao visitar
areas tropicais endémicas, mas ficam doentes apenas depois de retornar para seu pais de
origem, resultando em um movimento constante do DENV em humanos infectados por todas
as partes do mundo e garantindo a introdugdo repetida de novas cepas e sorotipos do virus em

areas onde ocorrem 0s mosquitos vetores (GUBLER, 1998).
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A atividade epidémica acelerou dramaticamente nas décadas de 70 e 80, levando a
uma expansdo geografica global de virus e mosquitos vetores, e a consequente transmisséo do
DENV disseminada nos tropicos e areas subtropicais. Essa expansdo geografica resultou em
maior frequéncia e magnitude das epidemias e aumento da frequéncia de doencas graves nas
décadas subsequentes, além da transmisséo clinicamente silenciosa ou ndo detectada durante
os periodos interepidémicos (GUBLER, 1998; GUZMAN et al., 2016; MESSINA et al.,
2014).

1.3 Epidemiologia e a carga global da dengue

A dengue tornou-se um problema de saude global, com fatores de risco influenciados
pelas variacGes espaciais locais de precipitacdo, temperatura, umidade relativa, grau de
urbanizacdo e qualidade dos servicos de controle vetorial em &reas urbanas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Antes de 1970, apenas nove paises sofreram epidemias graves de dengue. Hoje, a
doenca é endémica em mais de 100 paises do Sudeste Asiatico (regido hiperendémica desde a
Segunda Guerra Mundial), das Américas, do Pacifico Ocidental, da Africa e das regides do
Mediterraneo Oriental, com novos casos ocorrendo e se espalhando para areas ndo endémicas,
como EUA e Europa (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

A Figura 3 apresenta um mapa baseado em evidéncias do risco de dengue e
estimativas de infeccOes aparentes e ndo aparentes em todo o mundo, com base na populagédo
global em 2010. O consenso de evidéncias globais, risco e carga da dengue s&o mostrados
desde a auséncia completa (verde escuro) até a presenca completa (vermelho escuro) da
dengue (BHATT et al., 2013; GUZMAN et al., 2016). Observa-se que a dengue estd
completamente difundida pelos tropicos, e agora os DENVS e 0s mosquitos vetores estdo
invadindo regides subtropicais (TANG; OOI, 2012). A ameaca de um possivel surto de
dengue agora existe na Europa (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Em 2010
foram relatadas transmiss@es autoctones (originadas no lugar em que foram encontradas) do
DENV na Franga (2 casos) e na Croéacia (17 casos). E ocorreu um grande surto na regido
autbnoma portuguesa da Madeira, com mais de 2.200 casos confirmados entre outubro de
2012 e janeiro de 2013, e outros 78 casos foram relatados em viajantes europeus que
retornaram da ilha, detectados em outros 13 paises da Europa, sendo 42 casos relatados
apenas no Reino Unido e na Alemanha (SCHAFFNER; MATHIS, 2014). Devido as

mudangas recentes no clima e nas temperaturas, 0 ambiente em toda a Europa tornou-se cada
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vez mais favoravel a proliferacdo de mosquitos, aumentando a distribuicdo de A. aegypti. Isso
proporciona o potencial de futuros surtos de dengue na Europa (GYAWALI; BRADBURY;
TAYLOR-ROBINSON, 2016).

Figura 3 — Potencial de risco global quanto a transmissdo do virus da dengue
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Fonte: (Adaptado de GUZMAN et al., 2016).

O seu rapido surgimento global esta relacionado as mudancas demograficas e sociais
dos ualtimos 50-60 anos, incluindo crescimento populacional sem precedentes, o transporte
moderno, comeércio global, aumento do movimento de pessoas infectadas (e
consequentemente do virus), urbanizacdo nao planejada e descontrolada — habitaces de baixa
qualidade, aglomeracdo e a deterioracdo dos sistemas de gestdo de &gua, esgoto e residuos,
proporcionando alta densidade de pessoas suscetiveis e grande quantidade de criadores de
mosquitos — recursos humanos e financeiros limitados dedicados a infraestrutura de salde
publica e auséncia de programas de controle vetorial eficazes em paises endémicos. Estes
fatores criaram condicOes ideais para 0 aumento da transmissdo por mosquitos nos centros
urbanos. Nos ultimos anos, as mudancgas nos padrdes climaticos também contribuiram para a
expansdo da faixa de habitat do mosquito vetor (BENNETT et al., 2010; GUBLER, 1998;
GUZMAN; HARRIS, 2015; GUZMAN; KOURI, 2004; SCHAFFNER; MATHIS, 2014;
TEO; NG; LAM, 2009).
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O numero de casos de dengue reportados a Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
aumentou de forma constante, de uma média de menos de mil casos por ano globalmente na
década de 1950, para mais de 3 milhdes de casos em 2013 (STANAWAY et al., 2016). Ja
entre os anos de 2010 e 2015, o numero de casos relatados aumentou de 2,2 milhdes para 3,2
milhdes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

No entanto, a verdadeira carga da doenca ndo é bem conhecida; o namero real de
casos de dengue estd subnotificado e muitos casos sdo mal classificados (GUZMAN;
HARRIS, 2015). As infeccdes sintométicas de dengue apresentam varios niveis de gravidade
e até 70% dos pacientes optam por ndo buscar tratamento ou realizam auto-tratamento, sem
auxilio profissional. Mesmo para aqueles que séo atendidos por um profissional de salde, a
apresentacdo clinica da dengue compartilha semelhancas com outras patologias tornando-se
comum a confusdo ou erro de diagndstico, particularmente em areas com alta incidéncia de
doencas febris (STANAWAY et al., 2016).

Estudos avaliam que ocorrem 2-28 vezes mais casos de dengue do que sédo relatados
pelos sistemas nacionais de vigilancia e apoiam o uso de fatores de expansao para estimativas
(GUZMAN; HARRIS, 2015).

A Figura 4 mostra 0 numero de casos de dengue (suspeitos ou confirmados), das
regides mais seriamente afetadas, notificados 8 OMS desde a década de 90 até 2015 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Casos de dengue em todas as Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental
ultrapassaram 1,2 milhdes em 2008 e mais de 3,2 milhdes em 2015 (com base em dados
oficiais apresentados pelos Estados Membros da OMS) e recentemente o nimero de casos
relatados continua aumentando (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Fato observado nas Américas, onde foram relatados 1.176.529 casos suspeitos de
dengue em 2014, 16.238 casos foram relatados como dengue grave e ocorreram 761 Obitos
devido & infeccdo. J& em 2015, foram relatados 2,35 milhdes de casos de dengue, 10.200
casos foram diagnosticados como dengue grave, causando 1.181 6bitos. O ano de 2016
caracterizou-se por grandes surtos de dengue em todo o mundo. A regido das Américas
relatou mais de 2,38 milhdes de casos neste ano, onde somente o Brasil contribuiu com
aproximadamente 1,5 milhdes de casos, 3 vezes mais do que em 2014. Também foram
relatados 4.274 casos graves e 1.032 mortes por dengue na regido, e Brasil, Colémbia e
México relataram a co-circulagdo simultdnea dos quatro sorotipos do DENV (PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2015).
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Figura 4 — Numero de casos de dengue nas Ameéricas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental
notificados a Organizacdo Mundial da Saude no periodo de 1990 a 2015
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Fonte: (Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Em 2017, houve uma reducdo significativa no numero de casos de dengue nas
Américas — 584.263 casos. 1sso representa uma reducdo de 73%. Panama, Peru e Aruba foram
0s Unicos paises que registraram aumento de casos em 2017. Da mesma forma, uma reducao
de 53% nos casos de dengue grave também foi registrada durante 2017 neste continente
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

A Regido do Pacifico Ocidental relatou mais de 375.000 casos suspeitos de dengue em
2016, dos quais as Filipinas relataram 176.411 e Malasia 100.028 casos, representando uma
carga semelhante ao ano anterior para ambos os paises (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

Um estudo realizado por Brady e colaboradores (2012) sobre a prevaléncia da dengue,
estima que mais da metade da populacdo mundial — 3,97 bilhGes de pessoas, em 128 paises —
estdo vulneraveis, correndo risco de contrair infeccao pelo DENV.

Em outro estudo realizado por Bhatt e colaboradores (2013), estimativas baseadas em
abordagens de modelagem cartografica e dados de varias fontes publicadas entre 1960-2012
indicam que ocorrem 390 milhdes de infecgdes por dengue todos os anos mundialmente, dos
quais 96 milhdes se manifestam clinicamente (com qualquer gravidade da doenca) e 294
milhdes sdo infeccBes ndo aparentes — leves ou assintomaticas, que ndo sdo detectadas pelos
sistemas de vigilancias de salde publica. Porém as estimativas variam, o intervalo mais

comumente citado, inclusive pela OMS, é de 50-100 milhdes de casos aparentes por ano.
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Esses relatorios, no entanto, subestimam o problema e as estimativas do ndmero real de
infeccdes. Casos de doenca grave chegam a 2 milhdes, embora as estimativas das mortes por
dengue sejam menos frequentemente relatadas, o numero mais usualmente citado € de cerca
de 20.000 mortes por ano (STANAWAY et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2012).

A maior incidéncia de mortalidade da dengue nos Gltimos anos ocorreu no Sudeste
Asiatico — caracterizado por grandes extensdes de regides densamente povoadas, coincidindo
com uma alta adequacdo a transmissdo de doencas — onde a dengue € uma das principais
causas de internacdo hospitalar e morte, principalmente entre criangas (BHATT et al., 2013;
STANAWAY et al., 2016).

Embora esses nimeros sejam estimativas — portanto, devam ser interpretados com as
limitacBes conhecidas que acompanham os estudos de modelagem — destaca-se a alta carga
epidemioldgica e econdmica que enfrentam os paises endémicos, tanto para governos quanto
para individuos. A doenca da dengue nas Americas custa por ano, excluindo o controle
vetorial, em meédia 2,1 bilhGes de dolares; 1,2 bilhGes no Sudeste Asiatico e 76 milhdes na
Africa, excedendo os custos de outras doencas virais (GUZMAN; HARRIS, 2015; SHEPARD
et al., 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Shepard e colaboradores (2016)
estimaram o custo global anual da dengue em 8,9 bilhdes de ddlares. Estas sdo estimativas
conservadoras e estdo sujeitas a muitas incertezas.

H& uma grande discrepancia entre a carga da dengue estimada pelos grupos
académicos e a notificada a OMS. Como mostrado na Figura 5, a OMS ndo recebe
notificacdes de casos de dengue de todos os paises afetados. Atualmente, ndo sdo relatados
casos da Africa Subsaariana ou da Regido do Mediterraneo Oriental, que estimam contribuir
significativamente para a carga global da dengue (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017).

Embora grandes epidemias de dengue sejam menos comuns na Africa do que em
outras regibes tropicais, a vigilancia € ineficiente, de modo que a verdadeira prevaléncia de
dengue neste continente ndo € clara (HOLMES; TWIDDY, 2003). Os poucos dados
disponiveis sugerem fortemente que a transmissdo do DENV é endémica em 34 paises em
todas as regides da Africa. Destes paises, 22 relataram casos esporadicos ou surtos entre 1960
e 2010; 20 relataram casos confirmados em laboratdrio e 2 relataram apenas casos clinicos
gue ndo foram confirmados laboratorialmente. Nos 12 paises restantes, a dengue foi
diagnosticada apenas em viajantes que retornaram para paises em que a dengue ndo era
endémica (AMARASINGHE et al., 2011).
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Figura 5 — Distribuicdo mundial do numero médio de casos de dengue suspeitos ou
confirmados relatados a Organizacdo Mundial de Salde no periodo de 2010 a 2016
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Fonte: (Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017)

Os motivos para isso incluem a falta de recursos e capacidade de pesquisar
eficazmente a dengue e o fato de que muitos paises relatam apenas casos confirmados
laboratorialmente, que representam apenas uma pequena parcela do numero total de casos de
dengue registrados e relatados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

O conhecimento da distribuicdo geografica e do 6nus da dengue é essencial para
entender sua contribuicdo para os encargos globais de morbidade e mortalidade, determinar
como alocar otimamente os limitados recursos disponiveis para o controle da dengue e avaliar

0 impacto de tais atividades internacionalmente (BHATT et al., 2013).

1.3.1 Dengue no Brasil

Os primeiros surtos e epidemias de dengue no Brasil datam de 1845 no Rio de Janeiro,
1896 em Curitiba, 1917 no Rio Grande do Sul e entre 1922 e 1923 no Rio de Janeiro e
Niteroi. A campanha brasileira de erradicagdo do A. aegypti no intuito de combater a febre
amarela, que ja vinha sendo empreendida por Emilio Ribas e Oswaldo Cruz desde 1903
(POLONI, 2013), e somada ao programa de erradicacdo de mosquitos coordenado pela
OPAS, funcionou com sucesso, e manteve o Brasil livre do A. aegypti até 1976, ndo havendo
relatos de outras epidemias de dengue até 1981 (FARES et al., 2015). Porém, com a expansao

da dengue na América Central e Caribe somada a nova infestacdo do Brasil pelo mosquito
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vetor, um surto veio a ocorrer em 1981-1982, na cidade de Boa Vista em Roraima, provocado
pelos DENV-1 e DENV-4, causando doenca possivelmente em 7.000 individuos (OSANAI et
al., 1983), sendo a primeira epidemia documentada clinica e laboratorialmente. A partir de
entdo, os surtos da dengue apresentariam magnitude crescente em nimeros de casos e formas
graves da doenca nos centros urbanos do pais, ganhando maior relevancia no ambito da salde
publica (BRASIL, 2009).

Em 1986, ocorreram epidemias (sorotipo DENV-1) atingindo inicialmente a cidade de
Nova Iguacu, no Rio de Janeiro, logo se espalhando para outras regides do estado onde mais
de um milh&o de individuos foram infectados. O DENV disseminou-se, a seguir, para outros
seis estados do Nordeste até 1990. Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma
continuada, intercalando-se com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a
introducdo de novos sorotipos em areas anteriormente indenes e/ou alteracdo do sorotipo
predominante (BRASIL, 2009).

No ano de 1990, foi identificada a circulagdo de um novo sorotipo, 0 DENV-2, na
cidade de Niteroi, também no Estado do Rio de Janeiro. Durante a década de 1990, ocorreu
um aumento significativo da incidéncia, reflexo da ampla dispersdo do A. aegypti no territdrio
nacional. A presenca do vetor, associada a mobilidade da populacdo, levou a disseminacdo
dos sorotipos DENV-1 e DENV-2 para 20 dos 27 estados do pais. Entre 0s anos de 1990 e
2000, varias epidemias foram registradas, sobretudo nos grandes centros urbanos das regides
Sudeste e Nordeste do Brasil, responsaveis pela maior parte dos casos notificados. As regides
Centro-Oeste e Norte foram acometidas mais tardiamente, com epidemias registradas a partir
da segunda metade da década de 90. A circulacdo do sorotipo DENV-3 foi identificada, pela
primeira vez, em dezembro de 2000, também no Estado do Rio de Janeiro — sua introducédo
ocorreu no municipio de Nova Iguacu — e, posteriormente, no Estado de Roraima, em
novembro de 2001. Desde o inicio da epidemia em 2002 observou-se a rapida dispersao do
sorotipo 3 para outros estados, sendo que no primeiro semestre de 2004, 23 dos 27 estados do
pais ja apresentavam a circulacdo simultdnea dos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3
(BRASIL, 2009; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). Entre 1981 e 2006, foram
notificados 4.243.049 casos de dengue no Brasil, e de 2000 a 2007, o Brasil representou mais
de 60% dos casos mundiais de dengue (FARES et al., 2015). Em julho de 2010, DENV-4 foi
isolado em Roraima, 28 anos apds sua primeira detecgdo nesse mesmo estado e, logo, este
sorotipo se espalhou para outros estados (TEMPORAO et al., 2011).

A situacdo da dengue no Brasil mudou significativamente ao longo das ultimas

décadas, com um aumento alarmante no nimero de pessoas afetadas (ARAUJO et al., 2017).
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Esta doenca tornou-se um grande problema de satde publica e um desafio no Brasil devido a
muitos fatores, como a susceptibilidade ao hospedeiro humano, emergéncias e ressurgéncias
de virus, bem como mudancas de sorotipos, abundancia de vetores e fatores ambientais
(HERINGER et al., 2015).

O Brasil tem as maiores taxas de notificacdo de dengue em todo o mundo, e houve um
crescimento consideravel da carga de doenga no pais nos ultimos anos, como pode ser
observado no Gréfico 1 (ARAUJO et al., 2017; PORTAL DA SAUDE, 2017a). De acordo
com os Boletins Epidemioldgicos da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude, em 2015 foram registrados no pais, 1.688.688 casos provaveis da doenca. Ja em 2016,
0 pais registrou 1.483.623 casos provaveis da doenca (SVS, 2016, 2017). Em 2017 foram
registrados 239.389 casos provaveis de dengue no pais e em 2018, foram 265.934 (SVS,
2019). Assim, é importante monitorar surtos de dengue para entender quaisquer resultados

novos ou inesperados associados a doenca (HERINGER et al., 2015).

Gréfico 1 — Casos de dengue no Brasil (1990 a 2018)

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

N° de Casos

1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018

O AN M
D Y O D
D O O O
L B B B |

AnNo

Fonte: (Adaptado de PORTAL SAUDE, 2017a; SVS, 2019).

As primeiras epidemias de dengue associadas a Obitos foram relatadas nas Américas
em 1980 e, desde entdo, o nimero de mortes relacionadas a dengue aumentou continuamente.
Durante a primeira década do século XXI, metade das mortes relacionadas com dengue na
América do Sul ocorreu no Brasil (PAIXAO et al., 2015). Apesar de todos os esforcos do
governo, a taxa de mortalidade devida ao DENV no Brasil permaneceu maior do que a taxa

ideal recomendada pela OMS. As taxas de mortalidade mais elevadas foram observadas em
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faixas etérias extremas, criangas com menos de 1 ano de idade e idosos com idade igual ou
superior a 56 anos (ARAUJO et al., 2017).

O numero de Obitos no pais, observado no Gréafico 2, j& soma 6.001 casos no periodo
de 2004-2018 (PORTAL DA SAUDE, 2017b; SVS, 2019). Contudo, muitos 6bitos ndo s&o
detectados pelos servicos de satde. E importante enfatizar que todas as epidemias de dengue
sdo previsiveis, meses antes de serem estabelecidas, e que as mortes resultantes dessas
epidemias sdo quase totalmente evitaveis. E necessaria uma rede de servicos de saide para
isso, e deve ser cuidadosamente organizada por preparativos avancados para reduzir a
mortalidade (CAVALCANTI et al., 2017).

Gréfico 2 — Obitos por dengue no Brasil (1990 a 2018)
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Fonte: (Adaptado de PORTAL SAUDE, 2017b; SVS, 2019).

Além de ser um problema de satde publica, a dengue tem um impacto econémico e
social significativo no pais. Estima-se que o custo da morbidade e mortalidade por dengue no
Brasil, entre 2001 e 2005, foi de US$ 322 milhdes. O impacto econdémico em diferentes
regibes do Brasil para o periodo epidémico entre 2012 e 2013 foi de US$ 371 milhdes
(ARAUJO et al., 2017; MARTELLI et al., 2015).

Além de causar infec¢Oes de alta morbimortalidade, a dengue gera absenteismo laboral
e escolar, uma vez que o numero de criangas acometidas é crescente, enfraquece as atividades
turisticas e, durante os periodos epidémicos, sobrecarrega o sistema de sade com uma grande

e repentina demanda — com um aumento de trés a quatro vezes o numero de pacientes —
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trazendo prejuizos ndo apenas a salde publica, mas a toda a cadeia produtiva (POLONI,
2013; SHEPARD et al., 2011).

A quantificacdo destes impactos é de crucial importancia para governo e iniciativa
privada na formulacdo de decisGes para prevencdo e manejo da dengue, em especial para a

potencial introducdo de vacinas e outras tecnologias de combate da doenga (POLONI, 2013).

1.4 Vetor e ciclo de transmissédo da dengue

Os vetores sdo os transmissores de organismos causadores de doencas que levam 0s
agentes patogénicos de um hospedeiro para outro. Tais vetores, na maioria das vezes, sdo
animais invertebrados, geralmente artrépodes. O modo mais significativo de transmissdo € por
meio dos mosquitos hematofagos, no qual o patégeno se multiplica dentro do artropode e €
transmitido quando o artropode se alimenta de sangue, caso do A. aegypti (WEAVER;
REISEN, 2010).

A transmissdo da dengue resulta de interacfes entre pessoas, mosquitos, virus e fatores
ambientais (GUZMAN; HARRIS, 2015). Tem sido observado um padrdo sazonal de
incidéncia coincidente com o verdo, devido a maior ocorréncia de chuvas e aumento da
temperatura nessa estagio. E mais comum nos ndcleos urbanos, onde é maior a quantidade de
criadouros naturais ou resultantes da acdo do ser humano. Entretanto, a doenca pode ocorrer
em qualquer localidade desde que exista popula¢do humana susceptivel, presenca do vetor e 0
virus seja introduzido (BRASIL, 2009). Em periodos com pouca ocorréncia de chuvas e
temperaturas médias inferiores a 16° C ou superiores a 40° C, o A. aegypti tem condicdo de
sobrevivéncia reduzida. Contudo, nos ambientes urbanos, a oferta de criadouros artificiais
praticamente anula os efeitos da falta de chuvas, fator que permite que a dengue ocorra
durante todo o ano nas zonas urbanas e rurais e ndo mais confinada ao periodo chuvoso
(BARBERIO, 2013).

Os DENVs sdao mantidos em um ciclo endémico-epidémico envolvendo seres
humanos e mosquitos em centros urbanos tropicais. Esses virus sdo totalmente adaptados aos
seres humanos, e 0 A. aegypti € 0 mosquito vetor epidémico predominante, vivendo em
associagdo intima com seres humanos — A. albopictus e A. polinesiensis também podem
causar surtos de dengue, mas de forma menos eficiente — surgindo ha muito tempo dos ciclos
selvaticos envolvendo primatas ndo-humanos e mosquitos do género Aedes nas florestas
tropicais da Asia e da Africa. Embora estes ciclos ainda existam, sua importancia na satde
publica é incerta (GUBLER, 1998; GUZMAN et al., 2016).
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O A. aegypti originou-se da Africa Ocidental e foi introduzido nas Américas durante o
comércio de escravos — 0 mosquito usava a dgua armazenada nos navios como local de
reproducédo e poderia manter o ciclo de transmissdo, mesmo em viagens longas — nos séculos
XV a XIX, na Asia através de intercambios comerciais nos séculos XVI1I e XI1X a medida que
0 setor de navegacéo se expandia e se espalhou globalmente com o advento do aumento de
viagens e negocios nos ultimos 50-60 anos (GUBLER, 2002; SIMMONS et al., 2012).

O A. aegypti € um mosquito tropical pequeno, preto e branco, hematéfago, altamente
domesticado, que prefere colocar seus ovos em recipientes artificiais comumente encontrados
nas casas e em suas proximidades (GUBLER, 1998).

Os seres humanos sintomaticos ou assintomaticos infectados sdo os principais
portadores e multiplicadores do virus, servindo como fonte do virus para mosquitos nao
infectados. Os pacientes que ja estdo infectados com o DENV podem transmitir a infec¢édo
(por 4-5 dias, no maximo 12) através de mosquitos ap0s 0s primeiros sintomas aparecerem
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Os mosquitos adultos preferem se alimentar dos seres humanos durante o dia. Ha dois
picos de atividade de picada, no inicio da manhg, 2 a 3 h apds o amanhecer e a tarde, algumas
horas antes do anoitecer. No entanto, esses mosquitos se alimentam durante todo o dia em
ambientes fechados e em dias nublados. Os mosquitos fémeas de A. aegypti frequentemente
se alimentam de varias pessoas durante uma Unica refeicdo de sangue e, se forem infecciosas,
podem transmitir o DENV a varias pessoas em um curto periodo de tempo (GUBLER, 1998).

O mosquito permanece infectivo durante toda a sua vida, podendo infectar cada pessoa
que posteriormente venha a picar e se alimentar. O mosquito fémea adulto vive em média por
aproximadamente 1 semana, mas algumas fémeas podem viver por mais de 2 semanas
(GUZMAN et al., 2016).

O ciclo do DENV é mostrado na Figura 6. O mosquito fémea fica infectado quando se
alimenta de sangue durante a fase aguda e virémica da doenca em humanos. Durante o
periodo de incubacdo extrinseca, o virus infecta primeiro as células do intestino médio e
depois se dissemina, carreado pela hemolinfa, para replicar-se em numerosos tecidos, por fim
infectando as glandulas salivares 5-12 dias (geralmente 8-10 dias) depois. Uma vez que as
glandulas salivares estdo infectadas, o DENV é secretado na saliva durante o repasto do inseto
em hospedeiro humano susceptivel, fechando o ciclo de transmissdo da doenca. O tempo
decorrente da infeccdo para o aparecimento da doenca (periodo de incubacédo intrinseco) em
seres humanos varia de 3 a 14 dias, com uma média de 4-7 dias (GUBLER; KUNO;
MARKOFF, 2007; GUZMAN et al., 2016).
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Figura 6 — Representacéo do ciclo do virus da dengue em humanos e mosquitos
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Fonte: (Adaptado de GUZMAN et al., 2016).

Apos a picada do mosquito, o DENV primeiro infecta células dendriticas (células de
Langerhans) imaturas da pele — que possuem um papel critico no inicio da disseminacéo viral
e na patogénese da doenca. As células dendriticas infectadas amadurecem e migram para 0s
linfonodos locais ou regionais onde apresentam antigenos virais para células T, iniciando as
respostas imunes celulares e humorais (GUZMAN et al., 2010). Também ha evidéncias de
abundante replicacdo de DENVs nas células do parénquima hepatico e nos macrdéfagos nos
linfonodos, figado e baco, bem como nos mondcitos do sangue periférico (JESSIE et al.,
2004).

O A. albopictus, nativo do sudeste da Asia e invasivo em muitos paises, é geralmente
considerado como um vetor secundario da dengue — mas foi declarado como o principal vetor
do DENV em muitos surtos da doenca em todo o mundo (SCHAFFNER; MATHIS, 2014).
Foi introduzido no Brasil em 1986, estando presente em todos os estados, no entanto nao é
considerado um vetor da dengue no pais e ndo tem sido associado com epidemias da doenca
(FARES et al., 2015).

Também foram relatadas outras formas de transmissédo da doenga sem envolvimento
de vetor, entre elas, pacientes que receberam transfusdo de sangue e hemocomponentes
contaminados com o DENV (TAMBYAH et al.,, 2008). A viremia pode preceder o
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aparecimento de sintomas em pessoas com doenca clinica. Os niveis plasmaticos de acido
ribonucleico (RNA) viral variam de 105,5 a 109,3 copias.mL™? e o sangue coletado durante
esta fase e seus produtos podem ser infecciosos quando transfundidos em hospedeiros
suscetiveis (WILDER-SMITH et al., 2009).

H& relatos também de transmissdo por transplante de tecidos e 6rgdos, e através do
leite materno, assim como a transmissdo vertical (de mde para filho) no Utero ou no
nascimento (SUBEDI; TAYLOR-ROBINSON, 2014).

1.5 O virus da dengue

O DENV é um arbovirus (virus transmitido por artrépodes) membro do género
Flavivirus (familia Flaviviridae), que contém uma série de importantes agentes patogénicos
responsaveis por doencas infecciosas importantes em seres humanos, como o0 virus da
encefalite japonesa, o virus do Oeste do Nilo e o virus da febre amarela. E um virus de RNA
de cadeia simples, com envelope lipidico, esférico, relativamente pequeno (40-60 nm de
diametro), compreendendo quatro sorotipos antigénicos distintos, mas estreitamente
relacionados — DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que agora cocirculam em muitas
partes do mundo tropical e subtropical, sendo os arbovirus mais difundidos geograficamente
(HOLMES; TWIDDY, 2003; SAN MARTIN et al., 2010).

Um quinto sorotipo, DENV-5, foi identificado recentemente durante testes de triagem
em amostras de virus coletadas durante um surto na Malésia em 2007 (VASILAKIS et al.,
2013). A avaliacdo filogenética revelou que o DENV-5 é geneticamente semelhante aos
outros quatro sorotipos, sugerindo assim uma origem ancestral comum. Como a interacédo
entre cepas silvestres e populacbes humanas é pouco compreendida, a investigacdo da
epidemiologia do DENV silvestre torna-se essencial e como existe pouca ou nenhuma
barreira adaptativa, o ressurgimento deste tipo de virus no ciclo de transmissdo humano é uma
perspectiva realista (MUSTAFA et al., 2015).

Os quatro sorotipos do DENV sdo geneticamente diversos e compartilham uma
identidade limitada (cerca de 60-75%) no nivel do genoma, que € aproximadamente 0 mesmo
grau de relacdo genética que o virus do Oeste do Nilo compartilha com o virus da encefalite
japonesa. Essa alta variabilidade genética é devido a falta do mecanismo de correcdo da RNA
polimerase viral durante a replicacdo, as répidas taxas de replicacdo, ao grande tamanho
populacional e presséo frente a resposta imunologica do hospedeiro (HOLMES; TWIDDY,

2003). Apesar destas diferencas, cada sorotipo causa sindromes idénticas em seres humanos e
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circula no mesmo nicho ecoldgico, sendo praticamente iguais do ponto de vista
epidemioldgico (GUZMAN et al., 2010).

Cada sorotipo é composto de varios genoétipos, que, por sua vez, consistem em varios
clados — linhagens multiplas e distintas, destacando a extensa variabilidade genética dos
sorotipos da dengue (HOLMES; TWIDDY, 2003; OHAINLE et al., 2011). Os virus dentro do
mesmo sorotipo possuem aproximadamente 3% de diferenga no nivel de aminoacidos e 6% de
diferenca no nivel de nucleotideos. As variagbes genéticas entre sorotipos e clados sdo
determinantes importantes da capacidade viral, viruléncia e potencial de epidemia, entre eles,
os genotipos “asiaticos” de DENV-2 e DENV-3 s@o frequentemente associados a doenca
grave que acompanha as infeccdes secundarias por dengue (GUZMAN; HARRIS, 2015;
HOLMES; TWIDDY, 2003).

Estudos revelaram que (i) as cepas do DENV que infectam os seres humanos e
primatas ndo-humanos geralmente se enquadram em diferentes genétipos, indicando que os
ciclos humano e selvatico sdo geralmente independentes; (ii) alguns genétipos tém
distribuicdo geogréafica generalizada (cosmopolita), enquanto outros sao restritos a localidades
especificas; e (iii) a diversidade genética viral € maior no Sudeste Asiatico, sugerindo que é a
populacao “fonte” para muitos surtos de dengue, particularmente aqueles ultimamente
observados nas Américas (HOLMES; TWIDDY, 2003).

O genoma do DENV mostrado na Figura 7 — polaridade positiva, protegido por um
nucleocapsideo de simetria icosaédrica — tem aproximadamente 10,7 kilobases de
comprimento e codifica um polipeptidio precursor, de aproximadamente 3.400 aminoacidos.
As proteinas virais individuais sdo geradas a partir da clivagem deste precursor pela acdo de
proteases virais e do hospedeiro (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

Figura 7 — Estrutura, organizacao e expressao do genoma do virus da dengue
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Proteinas estruturais: capsideo (C), precursora da membrana M (prM) e glicoproteina do envelope (E). Proteinas
ndo estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5.
Fonte: (Adaptado de HOTTZ et al. 2011)
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O virus e formado por trés proteinas estruturais: capsideo (C), com proteinas do
envelope (E) e proteinas de membrana (M) ou precursor de membrana (prM) inseridas nela,
além de sete proteinas ndo estruturais (NS) — NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5. As
proteinas estruturais sdo componentes da particula viral madura e as proteinas NS sédo
expressas somente na célula hospedeira infectada e ndo sdo empacotadas em niveis
detectaveis nas particulas maduras; juntas desempenham vérias funcées no ciclo de vida e na
patogénese do DENV (CARNEIRO, 2014; CHAMBERS et al., 1990; GUZMAN et al., 2016;
HENCHAL; PUTNAK, 1990).

A glicoproteina prM, aparentemente funciona impedindo que a proteina E sofra
mudangas conformacionais durante o seu transito em compartimentos acidos na fase de
maturacdo do virus. A proteina M € importante para a formagdo e maturacdo dos virions,
enquanto o capsideo, que compreende a proteina C, é circundado por uma membrana
lipoprotéica derivada da célula hospedeira que estabiliza o0 RNA viral. A proteina E é o
principal componente da superficie viral e desempenha um papel fundamental em vérios
processos importantes, incluindo ligacdo ao receptor, hemaglutinacdo de células sanguineas,
inducdo de uma resposta imune protetora (anticorpos neutralizantes), mediacdo da fusdo das
membranas viral e celular do hospedeiro durante a entrada viral nas células e montagem de
virions (GUZMAN; KOURI, 2004; STIASNY; HEINZ, 2006; WAHALA; DE SILVA,
2011).

As proteinas NS sdo necessarias para uma replicacdo viral eficiente (ROSS, 2010).
NS2b e NS3 tém funcdo proteolitica, NS5 € necessaria para replicacdo do genoma viral,
NS2a, NS4a e NS4b inibem a resposta imune inata para facilitar a replicacdo viral
(ARBUTHNOT, 2015).

Em relacdo a glicoproteina altamente conservada NS1, que parece essencial a
patogénese e a viabilidade do virus, € possivel afirmar que a mesma é expressa sob trés
formas: associada ao reticulo endoplasmatico; ancorada a membrana ou ainda secretada. A
forma secretada é um alvo importante na imunidade humoral e pode iniciar um processo
significativo na patogénese da doenca (LIBRATY et al., 2002; LINDENBACH; THIEL;
RICE, 2007; SUBEDI; TAYLOR-ROBINSON, 2014).

1.6 Manifestacdes clinicas da infeccé@o pelo virus da dengue

Apols um periodo de incubacdo de 4-8 dias, a infec¢do por qualquer um dos quatro
sorotipos do DENV pode produzir um amplo espectro de manifestacdes clinicas, com a



46

maioria das infecgdes assintomaticas ou subclinicas, e sintométicas que variam de febre baixa
até quadros hemorrégicos potencialmente fatais, para as quais o tempo ou a sequéncia de
infeccbes pode ser um determinante importante da gravidade e do curso da doenca
(GUZMAN et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

A maioria dos pacientes recupera-se apds uma doenca auto-limitante (embora
debilitante), enquanto uma pequena propor¢do avanca para uma doenga grave, principalmente
caracterizada por extravasamento de plasma com ou sem sangramento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009).

Casos devem ser considerados como suspeitos de dengue quando ha febre alta (40° C),
acompanhada por dois dos seguintes sintomas: dor de cabeca severa, dor retro-orbital, dores
musculares e articulares, nauseas, vomitos, glandulas inchadas ou erupc@es cutaneas. Apés a
picada de um mosquito infectado, segue-se um periodo de incubacdo de 4-10 dias, e com
sintomas geralmente durando 2-7 dias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

A doenca comeca abruptamente, e pode ser dividida em trés fases distintas conforme
Figura 8: (i) fase febril aguda, (ii) fase critica e (iii) fase de convalescenca (reabsorcdo e

recuperacao).

Figura 8 — Fases do curso clinico da dengue: fases febril, critica e de recuperagdo com 0s
parametros clinicos e soroldgicos associados
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Fonte: (Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

A febre ocorre durante a fase febril e geralmente é a primeira manifestacdo clinica da

doenga, com uma intensidade varidvel. Esta associada com cefaleia intensa, dor retro-orbitaria
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e vomitos, bem como dores no corpo. Esta fase dura de 3 a 7 dias, e a maioria dos pacientes se
recuperam sem complicacdes apos a defervescéncia; no entanto, o estado clinico de alguns
sofre rapida deterioracdo quando a febre cai. O periodo em torno da defervescéncia € critico,
quando pode ocorrer um aumento da permeabilidade capilar acompanhada de aumento do
hematdcrito, levando a choque hipovolémico, que pode resultar em comprometimento
organico, acidose metabolica, coagulacdo intravascular disseminada e hemorragia grave.
Assim, o periodo durante o qual a febre diminui indica o inicio da fase critica (GUZMAN et
al., 2016; SIMMONS et al., 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Um monitoramento cuidadoso do hematocrito, bem como dos sinais de insuficiéncia
circulatoria ou hemorragia interna devem ser realizados apds a defervescéncia (TANG; OOl,
2012). Durante a transicao da fase febril para a fase critica da doenca, é crucial que o clinico
esteja atento aos sinais de alerta de que o extravasamento vascular clinicamente significativo
pode estar se desenvolvendo no paciente (SIMMONS et al., 2012).

A fase critica coincide com o extravasamento de plasma resultante da alteracdo na
permeabilidade microvascular que pode levar a choque, caracterizado por frieza nos
tegumentos, pulso fraco, preenchimento capilar tardio, taquicardia, oliguria e hipotensdo. O
choque é causado pelo baixo volume sanguineo (hipovolemia). A permeabilidade vascular
alterada é de curta duracdo, retornando espontaneamente a um nivel normal apos
aproximadamente 48 a 72 horas, sendo concorrente com uma rapida melhora nos sintomas do
paciente, caracterizando a fase de convalescencga/recuperacdo, que também pode envolver
complicacBes, como encefalopatia, bradicardia, extra-sistoles ventriculares e, raramente,
miocardite e encefalite (GUZMAN et al., 2016; LOW et al., 2011; SIMMONS et al., 2012).

Se ndo for tratada, a mortalidade pode atingir 20%, enquanto que o tratamento
apropriado e a reidratacdo intravenosa podem reduzir a mortalidade para menos de 1%.
Sintomas persistentes (por exemplo, artralgia ou fadiga) em pacientes adultos com dengue até
2 anos apo6s a doenca foram relatados em 57% dos pacientes estudados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). As infeccbes por dengue podem ser fatais quando ocorrem em
individuos com asma, diabetes e outras doencas cronicas (GUZMAN et al., 2010).

Na maioria dos paises onde a dengue é endémica, o acesso aos laboratérios de
diagnostico € limitado e o diagnostico de dengue depende exclusivamente do reconhecimento
clinico. Alem disso, mesmo quando os servicos laboratoriais estdo disponiveis, 0s testes
soroldgicos e virologicos sdo solicitados somente ap6s uma suspeita clinica de dengue, com
base nos sinais e sintomas (LOW et al., 2011). A hospitalizagdo para um monitoramento

rigoroso de todos os pacientes em paises endémicos geralmente nédo € viavel, particularmente
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durante os surtos, enfatizado os recursos medicos limitados. Nessas circunstancias, a
capacidade de prever o desenvolvimento de dengue grave nos estagios iniciais da doenga
poderia, portanto, ser Gtil na triagem de pacientes (TANG; OOI, 2012).

Na maioria dos casos clinicos, a apresentacao inicial da dengue ndo é aparente até
desenvolver sinais e sintomas claros. Por sua vez, esse atraso limita a capacidade de fazer um
diagnéstico clinico precoce e preciso. Alem disso, ndo ha terapias especificas para a dengue,
como medicamentos antivirais. Qualquer tratamento € essencialmente favoravel e, portanto, é
um desafio muito importante se fazer uma estimativa da gravidade da doenca de um paciente
0 mais cedo possivel (GYAWALI; TAYLOR-ROBINSON, 2017).

A classificagdo tradicional da OMS implantada desde 1974 e revisada em 1997
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997) foi reformulada em 2009 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009) — em razdo da baixa especificidade (36%) que esses critérios
apresentavam (CHATERJI et al., 2011) — para auxiliar o diagndstico e a classificagdo da
doenca no gerenciamento de casos. Assim, atualmente a dengue é clinicamente classificada
como dengue com ou sem sinais de alerta ou dengue grave (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009).

A mais recente classificagdo lancada em 2009 teve como objetivo melhorar o
gerenciamento clinico, apds a realizacdo de um estudo clinico multicéntrico prospectivo em
regides endémicas da Asia e América Latina (GUZMAN et al., 2016). Os achados do estudo
confirmaram que, ao se usar um conjunto de parametros clinicos e/ou laboratoriais, verifica-se
uma clara diferenca entre pacientes com dengue grave e agueles com dengue ndo grave. No
entanto, por razdes praticas, foi desejavel dividir o grande grupo de pacientes com dengue nédo
grave em dois subgrupos — pacientes com sinais de alerta e pacientes sem sinais de alerta. A
avaliacdo dos sinais de alerta é projetada para permitir a identificacdo precoce de pacientes
com manifestacbes mais graves da doenca que necessitem de terapia de suporte. Os critérios
para diagnosticar dengue (com ou sem sinais de alerta) e dengue grave séo apresentados na
Figura 9. Deve-se ter em mente que mesmo pacientes com dengue sem sinais de alerta podem
desenvolver dengue grave (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Consequentemente, os esquemas de classificacdo da OMS podem ser Uteis para
desencadear a suspeita de dengue. Durante as epidemias, quando a prevaléncia da dengue é
alta, os casos que se enquadram nessas definicbes podem ser tratados como dengue presuntiva
enquanto aguardam resultados de outros testes, no entanto, eles ndo podem ser usados para

um diagnéstico confirmatério de dengue (LOW et al., 2011).
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A classificagdo de 2009 substituiu o sistema anterior da OMS de 1997, que abordava e
ressaltava os dois fenbmenos patoldgicos associados a doencga: extravasamento de plasma e
hemostasia anormal. Sob esta classificacdo, os pacientes eram designados como tendo a Febre
da Dengue — uma doenca febril inespecifica e a manifestagdo mais comum da infec¢do por
DENV — ou FHD e SCD - uma combinacdo de extravasamento de plasma e coagulopatia,
baixo numero de plaquetas circulantes (trombocitopenia), as vezes acompanhada por
sangramento que pode levar a uma queda rapida da pressdo sanguinea e consequentemente a
choque circulatério e comprometimento organico (GUZMAN et al., 2016; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997).

Figura 9 — Critérios para classificacdo da dengue (com e sem sinais de alerta) e dengue grave

1. Transudagdo plasmatica grave
2. Hemorragia
3. Disfungdo organica

Sinais de alerta

Sem sinais

Critérios para dengue e sinais de alerta Critérios para dengue grave

Dengue provavel Sinais de alerta® Transudacgédo plasmatica grave

Vivelviajou para uma area & Dor abdominal Levando a

endémica & Vémito persistente M Choque

Febre e 2 dos critérios abaixo: B Acimulo de fluidos & Acumule de fluidos com esforgo respiratério

B Néusea, vbémito B Sangramento de mucosa

E Exantema M Letargia, fraqueza Hemorragia

B Dores (mialgia, retro orbitdria) & Diminuic&o abrupta da temperatura E Como avaliada pelo intensivista

E Prova do lago positiva B Hepatomegalia > 2 cm

H Leucopenia & Laboratdrio- aumento do HT% Envolvimento organico grave

B Qualquer sinal de alerta concominante com queda da M Figado: TGO ou TGP = 1000
plaquetometria & SNC: torpor e déficit cognitivo

Exame comprobatério E Coragéo e outros orgéos

Importante quando ndo existir sinalde  *Requer observacdo continua e intervencéo

extravasamento plasmatico médica - PA convergente, extremidades frias e cianéticas, pulso

rapido e fino, reducdo da diurese, hipotensado postural e
hipotenséo arterial

HT: hematdcrito; TGO: transaminase glutdmico-oxalacética; TGP: transaminase glutamico-pirtvica; SNC:
Sistema nervoso central; PA: pressao arterial.
Fonte: (VERDEAL et al., 2011).

1.7 Gestdo, controle e prevencao da dengue

Estratégias de prevencdo e controle da dengue tornaram-se mais urgentes com a
expansao da distribuicdo geogréfica do virus e do vetor, e 0 aumento da incidéncia de casos
graves de dengue nos ultimos anos (GUBLER, 1998).

Atualmente, ndo existem agentes antivirais eficazes para tratar a infeccdo por dengue,
e o0 tratamento permanece de suporte, com particular énfase na gestdo cuidadosa de fluidos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). N&o ha evidéncias a favor do uso de qualquer
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agente terapéutico especifico para a dengue, e as melhorias no diagnostico precoce e a
previsao de risco de doenca grave sdo urgentemente necessarias, especialmente em areas com
grande incidéncia de casos, onde a alocacdo adequada de recursos limitados é crucial para o
resultado (SIMMONS et al., 2012).

Esforcos vém sendo feitos para se concentrar em aspectos fundamentais de prevencgéo:
vigilancia para planejamento e resposta, reducdo da carga de doencas e mudanca de
comportamentos para melhorar o controle vetorial (GUZMAN et al., 2010).

Até o recente licenciamento de vacinas, a Unica abordagem para controlar ou prevenir
a transmissdo do DENV era através de intervencdes direcionadas ao vetor, focadas
principalmente no combate as formas adultas do A. aegypti utilizando inseticidas e estratégias
de conscientizacdo comunitaria para eliminacdo de potenciais criadouros das larvas dos
mosquitos. Entretanto o controle deste vetor € imensamente dificil devido a sua estreita
relagdo com humanos (SPERANCA; CAPURRO, 2007). A maioria dos paises endémicos tem
um componente de controle vetorial em seus programas de controle e prevencao da dengue,
mas a sua realizacdo é frequentemente insuficiente e/ou ineficaz (GUZMAN et al., 2010;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A gestdo ambiental é geralmente considerada como um componente essencial da
prevencdo e controle da dengue, particularmente quando se destinam aos habitats mais
produtivos do vetor. A redugdo da fonte, as campanhas de “limpeza”, o esvaziamento e a
limpeza regulares de criadouros, instalacdo de sistemas de abastecimento de agua, gestdo de
residuos solidos e planejamento urbano sdo abrangidos pela gestdo ambiental. No entanto, séo
necessarios grandes investimentos em infraestrutura para aumentar o acesso a sistemas de
abastecimento de 4gua e de descarte de residuos solidos seguros e confiaveis (GUZMAN et
al., 2010).

A protecdo oferecida por repelentes para insetos também é importante ferramenta na
prevencdo da dengue. O repelente ideal é aquele acessivel do ponto de vista econémico,
seguro, de facil aplicacdo e ainda que apresente caracteristicas como boa eficacia contra a
maior variedade possivel de insetos, ndo ser irritante para a pele, ser inodoro ou de odor
agradavel, deixar o minimo possivel de residuo na pele e roupas, ser quimicamente estavel e
ter efeito duradouro. Repelentes como o N,N-dietil-3-metilbenzamida, permetrina, picaridina
ou icaridina, ja vem sendo usados, mas podem apresentar alguns efeitos colaterais.
Alternativas naturais, como o 6leo de citronela e o 6leo de cravo apresentam desempenho
satisfatorio, sdo seguros para o meio ambiente e ndo tdxicos para 0s seres humanos, com
pouco ou nenhum efeito adverso (KATZ; MILLER; HEBERT, 2008; POLONI, 2013).
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Atualmente desenvolveu-se também uma nova estratégia de controle de vetores
natural e autossustentavel, que consiste na introducdo de Wolbachia — uma espécie de bactéria
simbionte intracelular, inofensiva ao homem e a animais domesticos, encontrada naturalmente
em mais de 60% dos insetos. A Wolbachia é capaz de reduzir pela metade o tempo de vida de
um mosquito adulto e é capaz de produzir incompatibilidade citoplasméatica — fémeas com
Wolbachia sempre geram filhotes com Wolbachia no processo de reproducgédo, seja ao se
acasalar com machos sem a bactéria ou machos com a bactéria; e quando as fémeas sem
Wolbachia se acasalam com machos com a Wolbachia, os ovulos fertilizados morrem
(MOREIRA et al., 2009; ZARA et al., 2016). Outra técnica avancada desenvolvida é a
liberagdo de mosquitos transgénicos e machos estéreis para reduzir o numero de mosquitos
selvagens (FARES et al., 2015).

Do mesmo modo, devem ser promovidas abordagens inovadoras para prevenir a
transmissdo do virus, como a modificacdo das populacdes de mosquitos. Uma melhor
compreensdo da epidemiologia atual da doenca e o potencial de sua disseminacdo futura
também ajudaria os formuladores de politicas na alocacdo de recursos para combater este
desafio global de saude publica (SIMMONS et al., 2012).

Como resultado da falha no controle de vetores, da disseminacdo continua e a
intensidade crescente da dengue renovaram-se O interesse e 0 investimento no
desenvolvimento de vacinas seguras, eficazes e acessiveis contra a dengue, sendo uma
prioridade de salde publica global. H& décadas encontram-se em andamento o
desenvolvimento de varias vacinas, no entanto, a patologia complexa da doenca e a
necessidade de se gerar imunidade para 0s quatro sorotipos de virus simultaneamente
dificultaram o progresso (HOMBACH, 2007). Somado a isto, a dificuldade de se obter
modelos animais para testar a efetividade das vacinas contra as formas hemorragicas da
doenca sempre foi um desafio para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue (SHU;
HUANG, 2004).

Com isso, a primeira vacina de dengue produzida pela Sanofi Pasteur, Dengvaxia®
(CYD-TDV), foi registrada somente em dezembro de 2015, no México e aprovada no Brasil,
no mesmo ano pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). CYD-TDV é uma
vacina de dengue recombinante e atenuada, tetravalente, composta de virus quimerico da
febre amarela e dos 4 sorotipos da dengue. O cronograma de vacinacdo consiste em 3 doses
administradas em intervalos de 6 meses, sendo indicada para individuos entre 9-45 anos de
idade e que moram em &reas endémicas, contudo a duragdo da protecdo e a necessidade de

reforcos ainda é incerta No momento ndo ha dados suficientes para a comprovacao da
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seguranca de uso da vacina em individuos menores de 9 anos de idade, bem como para 0s
brasileiros maiores que 45 anos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A vacina apresentou uma eficacia global contra dengue confirmada contra qualquer
sorotipo da dengue de 65,6% na populagdo acima de nove anos de idade. A eficécia nessa
populagéo foi de 58,4% contra o sorotipo 1, 47,1% contra o sorotipo 2, 73,6% contra o
sorotipo 3 e de 83,2% contra o sorotipo 4. As reacdes adversas locais e sistémicas da CYD-
TDV séo comparaveis as outras vacinas de virus atenuados registradas. A duracao da protecédo
e a necessidade de reforcos ainda é incerta. Existem aproximadamente cinco candidatos
adicionais a vacinas em avaliagdo em ensaios clinicos, incluindo outras vacinas de virus
atenuado, bem como com subunidades de &cido desoxirribonucleico (DNA) e virus inativados
purificados (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A introducéo da vacina contra a dengue deve ser parte de uma estratégia abrangente de
controle da dengue, incluindo controle vetorial bem executado e sustentado, melhores préaticas
baseadas em evidéncias para cuidados clinicos a todos os pacientes com doenca e forte
vigilancia da dengue (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

1.8 Diagnostico laboratorial da dengue

O diagndstico é um elemento fundamental do atendimento ao paciente (DINNES et
al., 2005). Os métodos de diagndstico da dengue sdo complexos, a julgar pela dificuldade na
identificacdo da doenca envolvendo apenas dados clinicos e epidemiolégicos. Dito isto, um
dos fatores mais importantes e necessarios para o diagndstico clinico e gerenciamento da
dengue, para a vigilancia epidemioldgica, prevencdo e controle de surtos, estudos de
patogénese e pesquisa e desenvolvimento de vacinas é a disponibilidade de métodos rapidos,
sensiveis e especificos para detectar a infeccdo viral. A falta de ensaios com essas
caracteristicas, além de serem simples e econémicos, continua a ser o principal obstaculo para
0 desenvolvimento de ferramentas de diagnostico para a deteccdo do DENV e neste contexto,
varios testes comerciais tém sido desenvolvidos (GYAWALI; TAYLOR-ROBINSON, 2017;
LIMA, 2009).

Idealmente, um teste para deteccdo da dengue deve ser rapido, simples, com alta
sensibilidade e especificidade, capaz de detectar dengue em qualquer fase da doenca,

preferencialmente capaz de distinguir infecgdes primarias e secundérias, bem como o0s
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diferentes sorotipos. Entretanto, esse teste ideal ainda ndo foi materializado devido (i) a
complexidade da patogénese da dengue; (ii) hiperendemicidade e mudultiplas infeccdes
sequenciais e (iii) condi¢des clinicas de pacientes incluindo viremia e resposta de anticorpos
(SEKARAN; RATHAKRISHNAN; YEO, 2014). Além do que, as caracteristicas de um teste
“ideal” para diagnostico de dengue dependem da finalidade para a qual o teste sera usado
(PEELING et al., 2010). Em geral, o diagndstico laboratorial da dengue visa: 1) confirmacéo
laboratorial, sorolégica e/ou viroldgica da infeccdo; 2) identificacdo de sorotipos circulantes;
3) confirmacdo laboratorial de casos graves e fatais; 4) suporte para investigacoes
epidemiologicas para determinar os niveis de transmissdo da doenca; e 5) realizacdo de
estudos moleculares para identificar os gendtipos existentes na regido (VORNDAM; KUNO,
1997).

O diagnostico de dengue comeca com uma suspeita clinica, motivada pelo
reconhecimento de uma cole¢do de sinais e sintomas apresentados. Na fase febril aguda
precoce da doenca, 0s pacientes com dengue frequentemente apresentam uma histéria de
febre de aparecimento repentino, que muitas vezes é acompanhada de nauseas e dores.
Infelizmente, esses sintomas ndo sdo exclusivos da dengue e sdo relatados com outras doencas
febris. Por esse motivo também o diagnostico preciso da dengue é importante para diferencia-
la de outras doencas, como leptospirose, rubéola e outras infecges por flavivirus. E aqui que
os métodos de confirmacéo laboratorial s&o vitais para descobrir o agente etioldgico e permitir
0 manejo e tratamento adequado da doenca (GUZMAN; KOURI, 2004; SEKARAN;
RATHAKRISHNAN; YEO, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

A medida que o diagndstico clinico ndo possui especificidade, um diagndstico
definitivo de infeccdo por dengue requer confirmacdo laboratorial (TANG; OOI, 2012). A
janela ideal para o diagnostico de uma infeccdo por dengue é aproximadamente a partir do
inicio da febre a 10 dias ap06s a infec¢do, no entanto, como nem todos 0s pacientes Sao
diagnosticados nesse periodo, um teste de diagnéstico ideal deve ser sensivel,
independentemente do estagio da infeccdo (PEELING et al., 2010).

A Figura 10 mostra as opcdes de diagndstico, que incluem ensaios para detectar o
virus ou seus componentes (genoma e antigeno) ou a resposta do hospedeiro ao virus
(anticorpos) (GUZMAN; HARRIS, 2015). Enquanto os métodos diretos demonstram maior
confiabilidade, os métodos indiretos apresentam maior oportunidade de diagnostico, sendo os
mais amplamente utilizados na pratica (GUZMAN et al., 2014). Assim, o diagndstico
especifico de infecgdes por DENV pode ser feito por técnicas de isolamento viral, métodos

moleculares para deteccdo do genoma e métodos de deteccdo de antigenos durante os estagios
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iniciais da doenca e/ou métodos soroldgicos para deteccdo de anticorpos no final da fase
aguda da doenca (GUBLER, 1998; GUZMAN et al., 2014). Todos esses métodos tém
limitacGes e seus desempenhos dependem do estagio da doenca quando a coleta da amostra
foi realizada (GUZMAN; KOURI, 2004).

Figura 10 — Meéritos comparativos de métodos laboratoriais diretos e indiretos para o
diagnostico de infeccBes por dengue

S Acessibilidade

Métodos Diretos Métodos Indiretos
Isolamento Detecgao Detecgao de Sorologia Sorologia
Viral de Genoma Antigenos IgM 1gG

Confiabilidade —_—

Fonte: (Adaptado de PEELING et al., 2010).

A escolha do ensaio depende, além do momento da coleta da amostra (tempo de
infeccdo), da resposta imune e da finalidade do teste (GUZMAN et al., 2014). A interpretacéo
dos testes de diagndstico da dengue é amplamente influenciada pela dindmica da infeccéo
pelo DENV, apresentada na Figura 11. Apos a infeccgdo inicial, o DENV apresenta tropismo
celular especifico com rapida replicacdo em células imunes, figado e células endoteliais,
exibindo pico de viremia no momento ou logo apo6s o inicio dos sintomas (ZHANG et al.,
2015). A viremia € detectavel 24-48 horas antes do inicio dos sintomas, e continua por
aproximadamente 4-5 dias, e correlaciona-se estreitamente com a duragdo da febre. Durante
esse periodo, o virus infeccioso, seu RNA especifico e a proteina NS1 podem ser detectados
no sangue total, soro (amostra de escolha na maioria dos métodos) e plasma do paciente, e
também nos tecidos de casos fatais — DENV também pode ser isolado do figado, baco,
linfonodos e outros tecidos (GUZMAN et al., 2016; GUZMAN; HARRIS, 2015; PEELING et
al., 2010). No entanto, durante uma infeccdo secundéria, a duragdo da viremia pode ser de 2-3
dias, enquanto que a presenca de antigenos NS1 no sangue dura um pouco mais
(HALSTEAD, 2007).
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Figura 11 — Perfis e cinética do aparecimento do antigeno (NS1) e anticorpos (IgM e IgG) em
infeccBes primarias e secundarias por DENV

Infecgao Primaria Infecgao Secundaria

Niveis de
RNA viral/
Antigeno/
Anticorpos no
Sangue

Inicio dos sintomas
Inicio dos sintomas

s

Tempo

Fonte: (Adaptado de PANG et al., 2017).

Os procedimentos diretos de deteccdo de virus ndo sdo rotineiramente realizados por
laboratdrios, e poucos Kkits comerciais que foram independentemente validados estdo

disponiveis para auxiliar nesta area de diagnostico de dengue (PEELING et al., 2010).

1.8.1 Isolamento viral

A deteccdo direta do virus pode ser potencialmente utilizada para a identificacdo
precoce, definitiva e sorotipo-especifica das infec¢des por dengue durante a fase aguda da
doenca (PEELING et al., 2010).

O isolamento do virus, seguido por revelacdo da presenca das particulas virais através
de anticorpos especificos, é considerado a técnica padrdo-ouro e fornece a abordagem mais
direta, especifica e conclusiva no diagnostico da dengue (SHU; HUANG, 2004; ZHANG et
al., 2015). Entretanto, como requer entre 7-14 dias para obter resultados, € um ensaio
inadequado para o diagnostico precoce da infec¢do por dengue (CASENGHI et al., 2014). O
DENV pode ser isolado pela inoculacdo de amostras sanguineas suspeitas em mosquitos,
cultura celular — usando linhagens de células de mosquito, como C6/36 do A. albopictus e
AP61 do A. pseudoscutellaris, ou linhagens celulares de mamiferos, como células Vero (rim
de macaco-verde africano) e LLC-MK2 (rim de macaco Rhesus) — ou pelo método mais
antigo e menos sensivel de inoculagdo intracerebral de camundongos (GUZMAN; KOURI,

2004). Como a inoculagdo em mosquitos apresenta muitas desvantagens, como risco de
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infecgdo laboratorial, o fato de ser uma técnica excessivamente laboriosa e de necessitar da
criacdo e manutencdo de um insetario para producdo de um grande nimero de mosquitos, 0
que ndo esta disponivel na maioria dos laboratorios de virologia, a cultura celular tem sido o
método preferivel para o diagndstico de rotina pelo isolamento viral (GUZMAN; KOURI,
2004; SAMUEL; TYAGI, 2006).

O sangue total, soro ou plasma é coletado de pacientes durante a fase aguda da doenca,
de 0 a 7 dias apo0s o inicio dos sintomas, ou de tecidos em casos fatais. Ha evidéncias de que
as taxas de isolamento do virus do sangue total sdo consideravelmente maiores do que as
taxas de isolamento do soro ou plasma (PEELING et al., 2010). Ap6s um periodo de
incubagdo que permite a replicagdo do virus, a identificacdo viral é realizada usando
anticorpos monoclonais dengue-especificos em ensaios de imunofluorescéncia e reacdo em
cadeia da polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) (GUZMAN et al., 2010). A
sensibilidade diagndstica depende do tempo de coleta de amostras, armazenamento adequado
e transporte. Uma vez que a particula do DENV ¢é termolabil, é necessario o manuseio
apropriado e a pronta entrega ao laboratério (GUZMAN; KOURI, 2004).

1.8.2 Deteccdo do genoma viral

As técnicas moleculares baseadas na deteccdo de RNA viral sdo consideradas
significativas para o diagndstico precoce de infeccdo por DENV, uma vez que sao capazes de
identificar o virus na fase aguda da doenga, permitindo um tempo de resposta mais rapido (24
a 48 horas), e também para a identificacdo rapida de sorotipos do DENV (GUZMAN;
KOURI, 2004).

Para o diagndéstico de rotina da infeccdo pelo DENV, os testes de amplificacdo de
acidos nucleicos (NAAT, Nucleic Acid Amplification Test) mais utilizados sdo a PCR via
transcriptase reversa (RT-PCR, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) e
amplificacdo baseada na sequéncia de acidos nucleicos (NASBA, Nucleic Acid Sequence
Based Amplification). Estes métodos fornecem diagndstico rapido, sensivel e especifico para
deteccdo do genoma do DENV e confirmacdo de infeccdo por dengue, porém apresentam as
desvantagens de possiveis resultados falsos positivos devido a contaminacdo da amostra,
incapacidade de distinguir entre infeccdo primaria e secundéria, e custo relativamente alto,
pois exigem equipamentos caros e profissionais com experiéncia em técnicas moleculares
(SUBEDI; TAYLOR-ROBINSON, 2014).
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A RT-PCR convencional é um método que possibilita a amplificacdo de sequéncias
gendmicas especificas de RNA delimitadas por iniciadores (primers). Os passos comuns
envolvidos na deteccdo do genoma sdo a extracdo e purificacdo de acido nucleico,
amplificacdo de DNA precedida por uma reacdo de transcricdo reversa, produzindo acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) a partir do RNA alvo e caracterizagéo de produtos
amplificados. Uma aliquota da reacdo de amplificacdo € submetida a eletroforese em gel de
agarose, sendo posteriormente corada, permitindo a visualizacdo do produto de amplificacdo
sob iluminacdo ultravioleta para confirmacdo da deteccdo do genoma viral. Uma das
aplicacBes mais importantes da PCR é o estudo da variabilidade genética das cepas, a fim de
identificar a origem das epidemias e revelar marcadores de viruléncia (GUZMAN et al., 2010;
GUZMAN; KOURI, 2004; PEELING et al., 2010).

A RT-PCR em tempo real (Real-Time RT-PCR) é um ensaio de um Unico passo que
permite quantificar o titulo de virus em cerca de 1,5 horas. A detec¢do do alvo amplificado
por sondas fluorescentes substitui a necessidade de eletroforese pés-amplificacdo do método
de RT-PCR convencional. Seu formato de ensaio muito mais robusto possui mais vantagens,
incluindo rapidez, capacidade de fornecer medidas quantitativas, menor taxa de
contaminac&o, maior sensibilidade e especificidade e facil padronizacio (GUZMAN et al.,
2010; GUZMAN; KOURI, 2004; PEELING et al., 2010; POLONI, 2013).

O ensaio NASBA é uma técnica de amplificacdo isotérmica especifica de RNA que
ndo requer o uso de um termociclador. Um passo inicial de transcrigcdo reversa € seguido por
transcricdo para sintetizar o RNA que é detectado pela fluorescéncia. Tem especificidade e
sensibilidade significativas, comparavel a do isolamento do virus, e pode ser particularmente
util em estudos de campo da infec¢do por dengue (WU et al., 2001).

A RT-PCR e 0 RT-PCR em tempo real tornaram-se 0s métodos de escolha para a
deteccdo do genoma e vem gradualmente substituindo o isolamento viral por cultura celular e
por inoculagio em mosquitos como o “padrio-ouro” (GUZMAN; HARRIS, 2015;
GYAWALI; TAYLOR-ROBINSON, 2017).

1.8.3 Deteccdo de antigenos

Vaérios estudos tém sugerido que a deteccdo do antigeno NS1 poderia ser um método
util para o diagndstico precoce da dengue, uma vez que aparece no inicio da infecgdo, antes
do surgimento dos primeiros anticorpos, em contraste com a imunoglobulina M (IgM), que é

detectada mais tardiamente. O NS1, uma glicoproteina altamente conservada nos quatro
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sorotipos, essencial para viabilidade do DENV, estd presente na circulagdo sanguinea de
pacientes infectados desde o primeiro dia de infeccdo até aproximadamente o nono dia,
inclusive durante as reinfecgdes, com maior sensibilidade nos primeiros cinco dias de doenca
(ALCON et al., 2002; PINHO, 2013; YOUNG et al., 2000), permanecendo detectavel em
soros convalescentes até mesmo catorze dias apds o inicio da febre (HU et al., 2011). O NS1
circula em niveis na faixa de ng.ml* até mg.ml! durante a fase aguda da infeccéo, seus niveis
sanguineos correlacionam-se com o pico de viremia e a gravidade da doenca na infeccdo
secundaria por DENV (LIBRATY et al., 2002).

Como esta proteina é secretada na corrente sanguinea como um hexamero sollvel,
muitos testes foram desenvolvidos para diagnosticar infeccdes por DENV usando NS1. Estes
testes incluem o ensaio imunoenzimatico (ELISA, Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de
captura de antigeno e testes rapidos (TRs) imunocromatograficos para detec¢do de antigeno
(GUZMAN et al., 2010). Este Gltimo, muito eficaz para o diagndstico precoce da infecgéo,
pois fornece resultados em até 30 minutos.

O progresso em direcdo a deteccdo de antigeno em amostras de soro de fase aguda por
sorologia tem sido lento devido a flutuacdo dos niveis de NS1 ao longo do curso da doenca,
ocasionando baixa sensibilidade do ensaio para pacientes com infec¢des secundarias, pois
ocorre uma diminui¢cdo mais precoce nos niveis de NS1 e esses pacientes também possuem
imunocomplexos de virus-anticorpos imunoglobulina G (IgG) preexistentes (PANG et al.
2017; SHU; HUANG, 2004).

1.8.4 Ensaios soroldgicos baseados na detec¢do de anticorpos IgM e 1gG

Os testes soroldgicos sdo mais comumente utilizados no diagnostico de infecgdes por
dengue devido a simplicidade e facilidade de uso, e por requerer poucos equipamentos
sofisticados em comparacdo com técnicas como a cultura celular ou a deteccdo de RNA
(GUBLER, 1998).

Os principais metodos sorolégicos para deteccdo de anticorpos anti-dengue sao
inibicdo da hemaglutinagdo (IH), fixacdo do complemento, neutralizagdo e ELISA.
Tradicionalmente, o teste de IH foi utilizado para detectar e diferenciar as infec¢bes primarias
e secundarias do DENV devido a sua simplicidade, sendo considerada a técnica padrdo-ouro
para deteccdo de anticorpos, mas atualmente tornou-se menos empregada (SHU; HUANG,
2004), sendo substituido pelo ELISA de captura de anticorpos IgM (MAC-ELISA), ELISA
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indireto para a deteccdo de anticorpos da classe 1gG e TRs imunocromatograficos para
deteccdo de IgM e IgG (CASENGHI et al., 2014).

O teste MAC-ELISA baseia-se na deteccdo de anticorpos IgM especificos da dengue
no soro, capturados por anticorpos anti-lgM (o anticorpo de captura) aderidos a fase solida.
(GUZMAN; KOURI, 2004; VORNDAM; KUNO, 1997). O ensaio utiliza uma mistura de
quatro antigenos de dengue e a presenca dos antigenos € detectada usando anticorpo antiviral
conjugado a enzima. Um resultado colorimétrico é gerado pela interacdo da enzima e um
substrato cromogénico e essa alteracdo colorimétrica é detectada por um espectrofotbmetro
(CENTROS DE CONTROLE E PREVENC}AO DE DOENCAS, 2016; GUZMAN et al.,
2010).

Os resultados positivos dos testes baseados em IgM da dengue apenas sugerem
infeccdo recente com dengue e ndo implicam necessariamente que a infeccdo por dengue seja
a causa da doenca febril atual, e os resultados negativos ndo excluem a infeccdo por dengue
(ZHANG et al., 2015).

Um ELISA para deteccdo de IgG especifica de dengue pode ser usado para confirmar
uma infeccdo por dengue em soros pareados, como também é amplamente utilizado para
distinguir infec¢bes primérias ou secundarias. Alguns protocolos usam diluigdes de soro para
o titulo de 1gG especifico de dengue e outros usam a proporcao de IgM/1gG (GUZMAN et al.,
2010).

Os testes ELISA tém a vantagem de permitir o processamento rapido de mdltiplas
amostras em configura¢fes onde um laboratério com equipamento adequado, fonte de energia
e profissionais qualificados estdo disponiveis (CASENGHI et al., 2014).

Em comparagdo com outras técnicas disponiveis, estas geralmente sdo menos
dispendiosas e, notadamente, podem discriminar entre infeccdo primaria e secundaria. No
entanto, a interpretacdo de um diagndstico sorolégico pode ser dificil, uma vez que um
paciente pode estar infectado com mais de um sorotipo, o anticorpo IgG anti-dengue pode
reagir de forma cruzada com outros antigenos de flavivirus, infecgdes passadas ou recentes
sdo dificeis de distinguir e niveis de IgM podem ser relativamente baixos em certas infeccdes
secundarias (SUBEDI; TAYLOR-ROBINSON, 2014).

A resposta imune do hospedeiro a infeccdo por dengue € a base do diagnostico
soroldgico, e consiste na producéo de anticorpos, dirigidos principalmente contra as proteinas
E do DENV, que é geralmente distinta de pacientes com infec¢des priméarias (com dengue ou
outro Flavivirus) e secundarias (GUZMAN; KOURI, 2004). Em uma infeccdo primaria, a
IgM, na maioria dos pacientes (cerca de 93%) comeca a ser detectavel no soro apds 5-6 dias
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do inicio dos sintomas/febre, no décimo dia de doenga essa porcentagem sobe para 99%. Os
niveis de IgM aumentam rapidamente e atingem seu pico por volta de duas semanas,
permanecendo detectaveis por até 2-3 meses, 0 que faz desses anticorpos indicadores de
infeccdes ativas ou recentes, sendo o teste mais utilizado na vigilancia laboratorial (BHAT et
al., 2015; GUBLER, 1998).

Anticorpos IgG comecam a aparecer como resposta primaria alguns dias depois dos
anticorpos IgM, conforme mostrado na Figura 11, tornando-se menos Util para o diagnostico
precoce. Os titulos de 1gG aumentam relativamente devagar sendo detectaveis a partir do final
da primeira semana de infec¢do, atingindo seu apice algumas semanas depois, e em seguida,
diminuindo para niveis mais baixos, que persistem por décadas e permanecem detectaveis por
toda a vida (INNIS et al., 1989; KORAKA et al., 2001; WAHALA; DE SILVA, 2011).

A 1gG possui niveis mais elevados durante as infeccdes secundarias como pode ser
visto na Figura 11, evoluindo rapidamente logo apds o inicio da febre. Os niveis de IgM na
resposta secundaria sdo consideravelmente mais baixos do que na resposta primaria, e em
alguns casos pode ser indetectavel (GUZMAN:; HARRIS, 2015; PINHO, 2013).

O rapido aumento dos niveis de IgG durante a infeccdo secundaria (ja no dia 4 do
inicio da doenca) pode ser sugestivo de dengue quando a propor¢do de IgM e IgG é utilizada
(TANG; OOI, 2012). A relagdo IgM/IgG é frequentemente utilizada para discriminar a
infeccdo primaria e secundéria. Se a relagdo da densidade Optica IgM/IgG, medida pelo titulo,
for superior a 1,2 (usando soro de paciente em diluicdo de 1/100), a amostra € considerada
como obtida de infeccdo primaria, enquanto uma relacdo IgM/1gG inferior a 1,2 € indicativa
de infecgdo secundaria (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). A deteccdo de
antigenos no estagio agudo de infeccbes secundarias pode ser comprometida por
imunocomplexos de 1gG-virus preexistentes (PEELING et al., 2010).

Dada a natureza dinamica do antigeno NS1, e niveis de anticorpos IgM e IgG durante
a doenca aguda, esforcos foram feitos para combinar os trés testes em uma Unica reacdo para
facilidade de uso. Alguns deles demonstraram ter uma sensibilidade (89-93%) e
especificidade (75-100%) diagndstica promissoras, mas ainda se faz necessario mais estudos
(TANG; OOl, 2012).

1.9 Testes rapidos imunocromatograficos

Os TRs sdo aqueles cuja execucdo, leitura e interpretacdo dos resultados sdo feitas em

no maximo 30 minutos, alem disso, sdo de facil execugdo e ndo necessitam de estrutura
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laboratorial. Os formatos mais frequentemente utilizados de TRs sdo: imunocromatografia de
fluxo lateral e imunocromatografia de dupla migracdo (ou de duplo percurso — DPP)
(BRASIL, 2017). TRs por imunocromatografia de fluxo lateral sdo comparaveis aos ELISAS,
embora ndo substituam esse formato de ensaio (POSTHUMA-TRUMPIE; KORF; VAN
AMERONGEN, 2009).

Os TRs por imunocromatografia foram desenvolvidos devido a necessidade de uma
deteccdo rapida e eficaz. O valor do formato imunocromatografico € a rapida obtencdo de um
resultado em virtude de uma mudanca de cor que € visivel a olho nu (GYAWALI; TAYLOR-
ROBINSON, 2017).

Uma tira de TR de fluxo lateral tipica (Figura 12) consiste em membranas sobrepostas
gue sdo montadas em um cartdo de suporte para melhor estabilidade e manuseio (KOCZULA,;
GALLOTTA, 2016). A membrana é muitas vezes fina e fragil, por isso é acoplada a uma
camada basica de plastico ou nylon para permitir o corte e 0 manuseio. Além disso, a robustez
é alcangada ao alojar as tiras em um suporte de plastico, onde apenas a janela de aplicacdo de
amostra e uma janela de leitura estdo expostas (POSTHUMA-TRUMPIE; KORF; VAN
AMERONGEN, 2009).

Figura 12 — Configuracdo tipica de uma tira de teste rapido imunocromatografico de fluxo
lateral

Janela . Linha Controle Involucro
de detecgao

Linha Teste
Entrada de amostra

‘ L Almofada
\wﬁ Almofada de absorvente
b Almofada incubagao e detecgao
Almofada do conjugado
da amostra

Componentes da tira geralmente fixados em um material de suporte inerte: almofada da amostra (entrada e
filtragem de amostras); almofada do conjugado (agentes reativos e moléculas de detec¢do); zona de incubacéo e
deteccdo com linhas teste e controle (detecgdo de analito e teste de funcionalidade) e almofada absorvente final.
Fonte: (Adaptado de MARK et al., 2010).

A amostra é aplicada em uma extremidade da tira, na almofada de amostra, que
garante que o analito presente na amostra seja capaz de se ligar aos reagentes de captura
conjugados na membrana. A amostra tratada migra por capilaridade através da almofada de

liberacdo do conjugado, que contém substancias (anticorpos/antigenos especificos para o
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analito alvo) conjugadas com particulas coloridas ou fluorescentes — as mais comuns s&o
microesferas de latex e ouro coloidal. A amostra, juntamente com o anticorpo/antigeno
conjugado ligado ao analito alvo, migra através da tira para a zona de deteccdo, uma
membrana porosa (geralmente composta de nitrocelulose) com componentes bioldgicos
especificos (principalmente anticorpos ou antigenos) imobilizados em linhas. O seu papel é
reagir com o analito ligado a substancia conjugada. A linha controle mostra um teste
processado com sucesso, enquanto a linha teste (detec¢do) mostra a presenca ou auséncia de
um analito especifico. A leitura, representada pelas linhas coloridas que aparecem, pode ser
avaliada ao olho nu. O liquido flui através do dispositivo por causa da forga capilar do
material da tira e, para manter esse movimento, uma almofada absorvente esta presa no final
da tira, para absorver o excesso de reagentes e evitar o refluxo do liquido (KOCZULA;
GALLOTTA, 2016; MARK et al., 2010).

Muitos kits de TRs que utilizam o principio da imunocromatografia estéo
comercialmente disponiveis. A maioria desses kits de diagnostico pode detectar antigenos de
dengue (NS1) e anticorpos IgM e/ou 1gG contra 0 DENV, simultaneamente ou separados, em
sangue total, soro ou plasma (GYAWALI; TAYLOR-ROBINSON, 2017; SHU; HUANG,
2004).

O principio do TR imunocromatogréafico para detecgdo de anticorpos (IgM e/ou IgG)
baseia-se na sensibilizacdo de antigenos recombinantes (de todos os sorotipos) do envelope
viral conjugados com ouro coloidal que captura imunoglobulinas especificas do DENV
presentes na amostra do paciente formando um complexo antigeno-anticorpo, que migra por
capilaridade ao longo da membrana de nitrocelulose (Figura 13a). A amostra é aplicada na
respectiva cavidade, seguida pela adicdo de um tampé&o de corrida. O tampé&o propicia o fluxo
lateral, promovendo a ligacdo dos anticorpos (se presentes na amostra) aos antigenos
conjugados ao ouro coloidal. Caso a amostra seja positiva, o complexo “imuno-conjugado”
migra na membrana, sendo capturado pelos antigenos fixados na linha teste, produzindo uma
linha roxa/rosa. Na auséncia de anticorpos para dengue, a linha ndo aparecerad. Em todos os
casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma linha roxa/rosa na linha
controle, o que demonstra o funcionamento adequado dos reagentes e da reacdo. A leitura do
teste € visual com o aparecimento de banda(s) colorida(s) referente(s) ao resultado positivo e
auséncia de banda para os resultados negativos, sendo obtidos no periodo de até 30 minutos,
dependendo das recomendacdes de uso determinadas pelos diferentes fabricantes (BORGES,
2017; FRY etal., 2011; RIBAS-SILVA; EID, 2012; SANCHEZ, 2001).
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Figura 13 — Representacao esquematica de testes rapidos imunocromatograficos para detecgédo
de anticorpos e antigenos da dengue

a b Ac conjugado
( ) . Amostra Membrana ( ) (por ex. ouro coloidal)
Tampdo de nitrocelulose Linha controle
4 S (por ex. Ac antilgG)
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Representacdo esquemaética do mecanismo do ensaio para deteccdo de: (a) Anticorpos e (b) Antigenos. A
amostra é depositada na almofada de amostra e migra para o conjugado. Os anticorpos (Ac) ou antigenos (NS1)
conjugados se ligam ao analito presente na amostra e migram para a linha de teste onde sdo capturados.

Fonte: (Adaptado de (a) PATH, 2008; (b) KOCZULA; GALLOTTA, 2016).

J& para deteccdo qualitativa do antigeno NS1 (Figura 13b), amostras contendo
antigeno NS1 ligam-se ao conjugado anti-NS1 marcado com ouro coloidal, cujo imuno-
complexo migra por capilaridade pela membrana do teste indo se ligar aos anticorpos
monoclonais anti-NS1 presentes na area teste, determinando o surgimento de uma banda
colorida nesta area. Na area controle sempre aparecera uma banda colorida, demonstrando
que os reagentes estdo funcionando corretamente (BUONORA et al., 2016).

A realizacdo do teste ndo necessita de instrumentacao sofisticada, e requer experiéncia
laboratorial minima para seu uso. Além disso, o formato imunocromatografico do ensaio €
adequado para implementacdo em configuracfes descentralizadas (CASENGHI et al., 2014;
BUONORA et al., 2016). Esse tipo de teste € extremamente atraente para clinicas e postos de
salde, consultérios médicos, salas de emergéncia, pequenos hospitais, e instalacdes mais
isoladas, e seu uso para a deteccdo da dengue tornou-se cada vez mais popular,
particularmente nos paises em desenvolvimento, devido a sua simplicidade e acessibilidade
(FRY etal., 2011; SANCHEZ, 2001).

Assim, esses testes tém um grande potencial para fornecer diagnéstico oportuno de
infeccdo viral por dengue e melhorar significativamente o gerenciamento de pacientes. Uma
alta sensibilidade e alta especificidade sdo desejaveis para dar suporte ao gerenciamento

individual de pacientes, especialmente em contextos de recursos limitados, onde o
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encaminhamento rapido de resultados FP ou FN para o diagnéstico posterior € muitas vezes
inadequado (CASENGHI et al., 2014).

1.10 Sensibilidade e especificidade diagnostica

A validade de um teste diagndstico é definida principalmente por duas de suas
propriedades intrinsecas: sensibilidade e especificidade clinica ou diagndstica. Entende-se por
validade ou acurdcia diagnéstica o grau pelo qual o instrumento/técnica/procedimento
utilizado na mensuracdo é capaz de determinar o verdadeiro valor daquilo que est4 sendo
medido (WALDMAN, 1998).

A sensibilidade é definida como a probabilidade de um teste dar positivo na presenca
da doenca ou condicdo investigada; avalia a capacidade do teste diagndstico detectar e
identificar corretamente os individuos verdadeiramente positivos. E estimada da seguinte
forma (ALTMAN; BLAND, 1994; NUNES et al., 2015):

Sensibilidade (%) = Verdadeiros Positivos < 100
CHSIIIAate )~ Verdadeiros Positivos + Falsos Negativos

A especificidade é a probabilidade de um teste dar negativo na auséncia da doenca ou
condigdo investigada; avalia a capacidade do teste diagnostico detectar os verdadeiros
negativos, isto €, identificar corretamente os individuos sadios. E estimada da seguinte forma
(ALTMAN; BLAND, 1994; NUNES et al., 2015):

Especificidade (%) Verdadeiros Negativos « 100
specificidade (%) Falsos Positivos + Verdadeiros Negativos

A acurécia ndo é uma propriedade fixa de um teste e pode variar dependendo de onde
e como o estudo foi realizado, em que pacientes foram realizados ou entre subgrupos de
pacientes, de diferentes espectros de doenca, da configuracdo clinica, com os avaliadores do
teste, se o0 estudo estava falho e pode depender dos resultados do teste prévio (LEEFLANG et
al., 2008; LEEFLANG, 2014).

O estabelecimento da acurécia diagnéstica € de fundamental importéncia para a

tomada de decisbes na area da salde, sendo relevante para a escolha dos testes de
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rastreamento na populagéo, assim como, para predizer o curso de diversas terapias ou fornecer
alguma indicagdo do prognostico do paciente (OLIVEIRA et al., 2010).

A Figura 14 mostra as relagdes entre os resultados de um teste e o diagnostico
verdadeiro, no qual o teste é considerado positivo ou negativo, e a doenca presente ou
ausente. Assim, na avaliacdo de um teste diagndstico existem 4 interpretaces possiveis para o
resultado do teste: duas em que o teste esta correto e duas em que esta incorreto. O teste esta
correto quando ele é positivo na presenca da doenca (VP), ou negativo na auséncia da doenca
(VN). Por outro lado, o teste esta incorreto quando ele é positivo na auséncia da doenca (FP),
ou negativo quando a doenca esté presente (FN). Os melhores testes diagndsticos sdo aqueles
com poucos resultados falso-positivos e falso-negativos (SANTOS, 2016).

Figura 14 — Combinagdo bindria entre os provaveis resultados obtidos em um determinado
teste e o diagnostico verdadeiro da doenca
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Legenda: FN (falso negativo); FP (falso positivo); VN (verdadeiro negativo); VP (verdadeiro positivo).
Fonte: (SANTOS, 2016).

A sensibilidade e a especificidade sdo parametros fundamentais para a defini¢do de um
teste diagnodstico. Assim, o teste ideal para descartar uma doenca precisa ter uma alta
sensibilidade, pois quanto maior a sensibilidade do teste, maior a capacidade de o teste
negativo afastar a doenca, uma vez que ocorre uma diminuicdo da probabilidade de falso
negativo. E o ideal para confirmar uma doenca deve possuir alta especificidade, pois quanto
maior a especificidade de um teste, maior a capacidade de o teste positivo indicar a doenga, ja
qgue um teste muito especifico raramente resultara positivo na auséncia da doenca, ou seja
diminui a probabilidade de falso positivo (GREINER; GARDNER, 2000, KESSLER, 2007,
MEDRONHO; PEREZ, 2009).

O teste diagnostico ideal deveria fornecer, sempre, a resposta correta, ou seja, um

resultado positivo nos individuos com a doenga e um resultado negativo nos individuos sem a
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doenca. Além do que, deveria ser um teste rapido de ser executado, seguro, simples, inécuo,
confidvel e de baixo custo (HAYASHIDE; BUSCHINELLI, 2017).

Sempre que empregados de maneira adequada, com base em evidéncias, 0s testes
diagnosticos sdo de inquestionavel valor para seus usuarios diretos (profissionais da saude e
pacientes), e desempenham papel de grande relevancia trazendo grande contribuicdo, nédo
raramente decisiva, na conduta médica, principalmente na confirmacdo diagnodstica de
doencas agudas e graves. O diagnostico correto e precoce, sobretudo das enfermidades graves,
interfere de forma decisiva na historia natural da doenca, determinando condutas igualmente
adequadas e consequentemente, maiores chances de desfechos favoraveis com menores custos
financeiros e sociais (NUNES et al., 2015).

Uma vigorosa avaliacdo de testes diagnosticos € fundamental para que na pratica
médica apenas 0s mais precisos sejam utilizados. Os estudos de acurécia diagndstica séo
assim um passo vital neste processo de avaliagdo (WHITING et al., 2004).

O aumento dramatico da carga global da dengue estimulou o aumento do interesse do
setor publico e privado no desenvolvimento de diagndsticos melhorados para as infecgdes por
dengue. Muitas vezes, ha muitas discrepancias entre afirmacdes de desempenho do teste
relatados pelos fabricantes e aqueles relatados em ensaios revisados por pares. Infelizmente,
para doencas que sdo principalmente endémicas em paises em desenvolvimento, raramente
existem incentivos orientados para 0 mercado. As empresas com interesses nessas areas
tendem a ser pequenas e algumas tém recursos insuficientes, com acesso limitado ou nenhum
acesso aos reagentes, cepas e espécimes necessarios a pesquisa e desenvolvimento de
produtos. Além disso, os testes de diagndstico ndo estdo sujeitos a regulamentos rigorosos em
muitos paises em desenvolvimento e como resultado, os testes comerciais sdo frequentemente
vendidos e utilizados sem indicios de eficacia (PEELING et al., 2010).

Os testes de diagnostico comerciais de dengue na maioria dos paises ndo estao sujeitos
ao controle de qualidade pelas instituicdes governamentais (HALSTEAD, 2007). Estudos
demonstraram que as sensibilidades e especificidades dos testes disponiveis no mercado
foram uniformemente inferiores aos testes equivalentes quando analisados em laboratério
(BLACKSELL et al., 2006; BLACKSELL et al., 2011). Em estudo realizado por Borges
(2017), onde foi avaliado 8 TRs disponiveis comercialmente no Brasil, todos apresentaram
valores de sensibilidade e/ou especificidade inferiores aos valores declarados pelos detentores
do registro nas instrucGes de uso do produto.

No Brasil, desde a década de 70, foram promulgadas diversas leis e normas

direcionadas a eliminacéo, diminuicao e prevencao dos riscos a saude da populagéo, visando a
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qualidade, seguranca e eficicia dos produtos sujeitos a vigilancia sanitéria disponibilizados no
mercado nacional (BRASIL, 1976).

1.11 Vigilancia sanitaria

A Vigilancia Sanitaria (Visa) integra a area da Saude Coletiva. Em suas origens
constitui a configuracdo mais antiga da Saude Publica e atualmente é sua face mais complexa,
pois suas acdes, de natureza eminentemente preventiva, perpassam todas as praticas médico-
sanitarias de promocao e protecio da satde (COSTA; ROZENFELD, 2000; CRUSOE, 2006).

Conforma um campo singular de articulagdes complexas entre 0 dominio econdémico,
0 juridico-politico e o médico-sanitario, responsavel pelo controle de riscos e prevencao de
danos a saude relacionados com o uso e consumo de produtos, tecnologias e servicos de
interesse sanitario, que podem ser decorrentes de defeitos ou falhas de fabricagdo, falhas de
diagndstico, inadequacdo da prescri¢do, dentre outras, e de atitudes ilicitas de fabricantes,
comerciantes ou prestadores de servi¢os (COSTA, 1999).

Engloba atividades de natureza multiprofissional e interinstitucional que demandam
conhecimentos de diversas areas do saber que se complementam de forma articulada.
Constitutiva das praticas em saude, seu escopo de acdo se situa no ambito da prevencao e
controle de riscos, protecdo e promocao da saude (COSTA, 2009).

A reflexdo sobre este conjunto de saberes e praticas pode se dar a partir dos seguintes
enfoques:

a) A Visa tem por finalidade a protecdo dos meios de vida, ou seja, a prote¢do dos

meios de satisfacdo de necessidades fundamentais;

b) A Visa € uma instancia da sociedade que integra, com outros servigos, 0 conjunto

das funcdes voltadas para a producéo das condicOes e pressupostos institucionais e
sociais especificos para as atividades de reproducao material da sociedade;

c) As acdes sdo de competéncia exclusiva do Estado, mas as questdes de Visa sdo de

responsabilidade publica (COSTA, 2009).

Com base em Costa e Rozenfeld (2000), no Brasil, até 1988, o Ministério da Saude

definia a VVisa como:

“Um conjunto de medidas que visam elaborar, controlar a aplicagdo e fiscalizar o

cumprimento de normas e padrdes de interesse sanitario relativo a portos, aeroportos
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e fronteiras, medicamentos, cosméticos, alimentos, saneantes e bens, respeitada a

legislagdo pertinente, bem como o exercicio profissional relacionado com a saude.”

Esta definicdo, que se baseava principalmente no aspecto normativo da Visa, mudou
radicalmente com a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990 (Lei Organica da Saude) — que
organiza o Sistema Unico de Satde e dispde sobre as condi¢des para a promogao, protecéo e
recuperacdo da salde, a organizacdo e o funcionamento dos servigos correspondentes e da

outras providéncias — que passa a definir a Visa como:

“ ... um conjunto de agdes capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir risco & salde e
de intervir nos problemas sanitérios decorrentes do meio ambiente, da producéo e
circulacdo de bens e da prestacao de servicos de interesse da salde abrangendo: (1) o
controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, relacionem-se com a
salide, compreendidas todas as etapas e processos, da producdo ao consumo, € (1) o
controle da prestacdo de servicos que se relacionam diretamente ou indiretamente
com a saude (BRASIL, 1990). “

Nesse contexto, caracterizado pelo surgimento de uma nova organiza¢do no setor
salde, a Visa se modifica, destacando-se seu cardter eminentemente preventivo, evoluindo
para uma visdo da vigilancia como agdo da cidadania, e sua fundamentacéo na epidemiologia
e no enfoque de risco (COSTA; ROZENFELD, 2000).

Ao contrario da anterior, esta definicdo introduz o conceito de risco e confere um
cardter mais completo ao conjunto das acdes, situando-as na esfera da producéo,
harmonizando-se melhor com o papel do Estado atual, em sua funcéo reguladora da producéo
econdmica, do mercado e do consumo, em beneficio da satide humana (CRUSOE, 2006).

O gerenciamento de risco ¢ uma acdo de orientacdo politico-administrativa que
pondera as alternativas de politicas e seleciona a a¢do regulatoria mais apropriada, integrando
os resultados da avaliagcdo de risco com as preocupagdes sociais, econdmicas e politicas para
chegar a uma decisdo; decide como abordar o risco avaliado e se ele pode ser aceitavel
(LUCCHESE, 2001).

Uma vez identificados os riscos, € preciso ainda empreender acbes de controle,
aplicando multiplos instrumentos, além da legislacdo e da fiscalizacdo, a comunicagéo e a
educacdo sanitaria, os sistemas de informacdo, o monitoramento da qualidade de produtos e

servigos e o0 acompanhamento de indicadores (COHEN, 2011).
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O “conjunto de acdes” denota que a Visa engloba um leque de atividades
diversificadas, complexas, de natureza preventiva, que devem ser executadas de maneira
articulada, ordenada e sempre voltadas para a racionalidade da eliminacdo, controle ou
prevencdo de riscos sanitarios que possam vir a provocar danos a satde de consumidores de
produtos e servicos de interesse da saude, bem como dos ambientes (SHUQAIR, 1996).

O uso da expressdo “eliminar, diminuir ou prevenir” demonstra forte conotacao
relacionada ao poder de policia da Visa ao estabelecer proibicdes e restri¢cfes. Entretanto, o
fato de “intervir nos problemas” demonstra o papel social e interventor que o Estado deve
apresentar, sendo responsavel pela protecdo da saude da populagdo, a medida que desenvolve
acles que controlem os riscos sanitarios causadores de danos e agravos a satude (SHUQAIR,
1996).

Como um servico de salde, a Visa desenvolve um conjunto de a¢des estratégicas no
sistema de saude, com a fungéo de regular, sob o angulo sanitério, as atividades relacionadas a
producdo/consumo de bens e servicos de interesse da salde, seus processos e ambientes,
sejam da esfera privada ou publica. A Visa se situa, portanto, no &mbito da intervencdo nas
relacBes sociais producdo-consumo, e tem sua dindmica vinculada ao desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico e a um conjunto de processos que perpassam o Estado, o mercado e a
sociedade (COSTA, 2009).

A atividade de regulamentacdo é uma das principais formas de materializacdo das
diretrizes e politicas de governo para sociedade, que além de prevenir riscos a salde da
populacdo, é capaz de equilibrar a tensdo entre a producdo e o consumo. As inovagdes
tecnoldgicas, o aumento populacional e o processo de globalizacdo tornam essa atividade
ainda mais importante. No caso da ANVISA, essas diretrizes relacionam-se com a seguranca
e eficicia de produtos e servicos de interesse a salde, com o desenvolvimento e equilibrio do
setor produtivo (ABREU, 2009).

1.11.1 A vigilancia sanitaria de produtos no Brasil

Medicamentos, soros, vacinas, sangue e hemoderivados, drogas, insumos
farmacéuticos e correlatos (produtos para saude) — aparelhos, instrumentos, equipamentos e
artigos medico-odontoldgicos e hospitalares, produtos destinados & corregdo estética e outros
— procedimentos de alta complexidade, os cosméticos, produtos de higiene e perfumes, 0s
saneantes domissanitarios, seus elementos, tais como embalagem e rotulagem, os

estabelecimentos produtores e de comercializagdo e armazenamento, 0s meios de transporte e
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a propaganda estdo submetidos a Visa, em todas as etapas, desde a producdo ao consumo
(BRASIL, 2007).

A regulamentacdo e o controle sanitario dos produtos sujeitos a Visa, teve inicio na
década de 70 com a promulgacédo de importantes instrumentos legais basicos: a Lei n° 5.991,
de 17 de dezembro de 1973, que dispbe sobre o controle sanitario do comércio de drogas,
medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos, regulamentada pelo Decreto n® 74.170, de
10 de junho de 1974 e a Lei n° 6.360, de 23 de setembro de 1976, chamada Lei de Vigilancia
Sanitéria, que dispBe sobre a Visa a que ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, 0S
insumos farmacéuticos e correlatos, cosméticos, saneantes e outros produtos (BRASIL, 1973,
1974, 1976). Esta lei constituiu um grande instrumento regulatério das atividades que
envolvem produtos sob controle sanitario, a partir de uma concepcdo mais abrangente de
Visa, para além do conceito de fiscalizacdo. A Visa foi estabelecida como acdo permanente e
rotineira dos 6rgdos de salde, num conjunto integrado com as demais esferas de gestdo. Esta
lei se diferenciou dos regulamentos anteriores ao incorporar a preocupagdo com o produto,
atentando para qualidade, eficacia e seguranca (COSTA; FERNANDES; PIMENTA, 2008).

A Lei n° 6.360/1976, sancionada atualmente pelo Decreto n° 8.077, de 14 de agosto de
2013, que regulamenta as condi¢bes para o funcionamento de empresas sujeitas ao
licenciamento sanitario e o registro, controle e monitoramento no ambito da vigilancia
sanitaria dos produtos de que trata a referida lei, estabelece em seu art. 12, que “nenhum dos
produtos de que trata esta Lei, inclusive os importados, podera ser industrializado, exposto a
venda ou entregue ao consumo antes de registrado no Ministério da Saude” (BRASIL, 1976;
2013). Desta forma, o comércio dos produtos para saude esta condicionado ao registro
sanitario (ou cadastro), sendo um ato privativo do Ministério da Satde (ou 6rgdo competente
— atualmente ANVISA), destinado a comprovar o direito de fabricacdo dos produtos
submetidos ao regime da referida lei, permitindo ao 6rgdo regulador o conhecimento dos
produtos industrializados e comercializados com a finalidade primordial de garantir sua
eficacia e seguranca (CRUZEIRO, 2015).

Com essas leis, firmou-se o preceito de que seguranca e eficdcia devem ser
cientificamente comprovadas e o produto deve possuir, além da identidade e atividade,
qualidade, pureza e inocuidade necessarias a sua finalidade (COSTA, 1999). O néo
atendimento as determinacGes previstas na legislacdo sanitaria caracteriza infracdo a
Legislacdo Sanitaria Federal, estando a empresa infratora sujeita, no &mbito administrativo, as
penalidades previstas na Lei n° 6.437, de 20 de agosto de 1977, sem prejuizo das sancdes de

natureza civil ou penal cabiveis (BRASIL,1977).
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A ANVISA, criada pela Lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, que também define o
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, tem como finalidade institucional promover a
protecdo da salde da populacdo, por intermédio do controle sanitario da producdo e da
comercializacdo de produtos e servi¢os submetidos a Visa, inclusive dos ambientes, dos
processos, dos insumos e das tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de portos,
aeroportos e fronteiras (BRASIL, 1999). Desde entdo, com a criagdo da ANVISA, a Visa
representa uma instancia da administracdo publica com poder de policia, que é demarcada por
um ordenamento juridico de cunho sanitario, o qual configura os regulamentos e as infracdes
e estabelece as respectivas sanc¢oes por suas transgressdes (LUCCHESE, 2001).

Cabe a ANVISA, vinculada ao Ministério da Saude, conforme art. 8° da Lei n°
9.782/99, a competéncia de regulamentar, controlar e fiscalizar os produtos e servigos que
envolvam risco a salde publica, o que incluiu, dentre outras atividades, a concessdo de
registro de produtos (BRASIL, 1999). A andlise técnica para a concessdo do registro de
produtos — medicamentos, alimentos especiais, saneantes, cosméticos e produtos de salde — é
uma das etapas do grande, complexo e delicado processo de controle sanitario que espelha a
missao institucional da ANVISA. Dele depende a garantia de chegar a populacdo produtos
que contenham componentes seguros e de eficacia para as indicagdes alegadas (SILVEIRA,
2006).

1.11.2 Registro, analise e desempenho dos produtos para diagndstico de uso in vitro

A ANVISA define produtos para a salde, os equipamentos, aparelhos, materiais,
artigos ou sistemas de uso ou aplicacdo médica, odontolégica ou laboratorial, destinados a
prevencdo, diagndstico, tratamento, reabilitacdo ou anticoncepcdo e que ndo utiliza meio
farmacoldgico, imunoldgico ou metabolico para realizar sua principal fungdo em seres
humanos, podendo, entretanto, ser auxiliado em suas func¢des por tais meios, de acordo com o
anexo | da Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA (RDC) n° 185, de 22 de outubro de
2001 (BRASIL, 2001).

Os produtos de diagnostico de uso in vitro estdo inseridos na categoria de produtos
para saude, também denominados de correlatos, em conjunto com 0s materiais de uso em
salde e os equipamentos médicos (BRASIL, 2016). Sdo os produtos para saude que utilizam
amostras humanas para obter informacfes para acompanhamento de um estado clinico ou
para o diagndstico de uma doenca (BRASIL, 1973, 1976).
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Produtos de diagndstico de uso in vitro sdo atualmente definidos como reagentes,
calibradores, padrdes, controles, coletores de amostra, materiais e instrumentos, usados
individualmente ou em combinacdo, com intencdo de uso determinada pelo fabricante, para
analise in vitro de amostras derivadas do corpo humano, exclusivamente ou principalmente
para prover informagdes com propositos de diagnostico, monitoramento, triagem ou para
determinar a compatibilidade com potenciais receptores de sangue, tecidos e 0Orgaos
(BRASIL, 2015).

A principal acéo de vigilancia de produtos para diagnostico in vitro materializa-se com
a concessdo de registro ou cadastro junto & ANVISA. Essa acdo e regida, atualmente, pela
RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015, embora legislagdes complementares também sejam
utilizadas neste processo (BRASIL, 2015).

A RDC n° 36/2015 tem por objetivo estabelecer a classificacdo de risco, os regimes de
controle de cadastro e registro e os requisitos de rotulagem e instru¢fes de uso de produtos
para o diagndstico in vitro, inclusive seus instrumentos. Esta Resolugdo se aplica aos produtos
produzidos no pais ou aos importados pelo Brasil. Desta forma, para fins de regularizacéo
junto a ANVISA, estes produtos sdo enquadrados em classes de risco, baseadas nos critérios
de indicacdo de uso especificados pelo fabricante; no conhecimento técnico, cientifico ou
médico do usuério; na importancia da informacdo fornecida ao diagnostico; na relevancia e
impacto do resultado para o individuo e para a satde publica; e na relevancia epidemioldgica.
Os produtos sdo classificados em 4 classes de risco, como mostradas no Quadro 2. As regras
de classificacdo poderdo ser atualizadas tendo em vista o progresso tecnolégico e as
informacgdes de pds-comercializacdo, oriundas do uso ou da aplicagdo dos produtos
(BORGES, 2017; BRASIL, 2015).

Quadro 2 — Classificacdo dos produtos de diagndstico de uso in vitro, segundo RDC n°
36/2015

Classes Critérios

| Produtos de baixo risco ao individuo e baixo risco a satde publica

1 Produtos de médio risco ao individuo e/ou baixo risco a saide publica

11 Produtos de alto risco ao individuo e/ou médio risco & sadde publica

v Produtos de alto risco ao individuo e alto risco a saude pablica
Fonte: (Adaptado de BRASIL, 2015).

Um dos critérios que define necessidade de registro ou cadastro do produto, é a sua

classificacdo quanto ao risco que oferecem. Segundo o art. 17 da RDC n° 36/2015, os
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produtos para diagnostico in vitro pertencentes as Classes | e 11 estdo sujeitos a cadastro e 0s
de Classes Il e 1V estdo sujeitos a registro (BRASIL, 2015).

A RDC n° 36/2015 define registro de um produto como ato privativo da ANVISA,
apos avaliacdo e despacho concessivo de seu dirigente, destinado a comprovar o direito de
fabricacdo e de importagdo de produto submetido ao regime da Lei n® 6.360/1976, com a
indicagdo do nome, do fabricante, da finalidade e dos outros elementos que o caracterizem
(BRASIL, 2015).

O registro deve ser requisitado por meio de apresentacdo, a ANVISA, de uma peticao
de solicitacdo de registro, composta de documentos e informagdes indicadas na RDC n°
36/2015, e outras legislacfes pertinentes, constituindo assim, um processo documental. Na
concessdo do registro sdo avaliadas as informacOes relativas a fabricacdo, composicéo,

desempenho, funcionalidade, sensibilidade e especificidade clinica ou diagndstica, além da

adequacao aos requisitos regulamentares da resolucdo. A atribuicdo de analisar 0s processos
referentes ao cadastro/registro de produtos para diagnostico de uso in vitro, tendo em vista a
identidade, qualidade, finalidade, atividade, seguranca, preservacdo e estabilidade é de
responsabilidade da Geréncia de Produtos para Diagnostico de Uso in vitro da ANVISA, que
ird deliberar sobre o deferimento do pleito, podendo solicitar informagdes e documentos
complementares, quando necessario (BRASIL, 2015).

O solicitante deve protocolar junto a ANVISA, documentos legais que compreendem:
a peticdo de registro de produtos para diagndstico in vitro, a Guia de Recolhimento da Unido,
a declaracdo da classe de risco, o dossié técnico contendo dados referentes a estudos de
desempenho, amostras bioldgicas utilizadas e dados referentes a repetibilidade,
reprodutibilidade; sensibilidade analitica ou limite de deteccdo; especificidade analitica;
intervalo de medicdo (limites) ou linearidade; definicdo de valor de corte (cut-off) e
estabilidade do produto (BRASIL, 2015).

Devem constar também, informacdes referentes as empresas envolvidas nas diferentes
etapas correspondentes ao processo de fabricacdo. Produtos importados devem apresentar
declaracdo emitida pelo fabricante legal e autorizacbes para importar, representar e
comercializar seu (s) produto (s) no Brasil, além de informacdes referentes ao fabricante legal
e ao importador; certificacdo em Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Controle emitida pela
ANVISA ou protocolo de solicitacdo de Certificado de BPF; e quando exigido, relatério de
analise prévia considerada satisfatéria, realizada por unidade da Rede Nacional de

Laboratérios de Salde Publica, como o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
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Saude (INCQS), conforme previsto no inciso IV, art. 16 da Lei n° 6.360/1976 (BORGES,
2017; BRASIL, 1976; 2015, 2016).

O deferimento do registro fica condicionado a publicacdo do Certificado de BPF
emitido pela ANVISA e ao atendimento aos requisitos indicados na RDC n° 36/2015,
incluindo o laudo de andlise prévia satisfatorio, quando aplicAvel (BRASIL, 2015). A
concessdo do registro é tornada publica por meio da publicagdo de seu deferimento no Diério
Oficial da Unido, tendo validade de 5 anos contados a partir da data de publicacdo. Segundo a
Lei n® 6360/76 e RDC n° 36/2015, a revalidacdo deve ser requerida no primeiro semestre do
ultimo ano do quinquénio de validade (BORGES, 2017; BRASIL, 2016).

1.11.3 Analise Prévia no INCQS

Alguns produtos para diagnostico in vitro devem ser enviados ao INCQS para
realizacdo de andlise prévia, conforme disposto no inciso 1V do art.16 da Lei n® 6.360/1976 e
no item VII do art. 19 da RDC n° 36/2015 (BRASIL, 1976, 2015).

A analise prévia é parte integrante do processo de obtencdo de registro desses
produtos, conforme a Lei n® 6.360/1976, sendo uma das andlises previstas na legislacdo
vigente. E definida como a analise efetuada em determinados produtos sob o regime de Visa,
a fim de ser verificado se os mesmos podem ser objeto de registro. Pela definicdo, a
autoridade avaliadora do pedido de registro podera solicitar esta modalidade de andlise para
tomar a decisdo final, concedendo ou denegando a solicitacdo. Esta modalidade é amplamente
justificada, principalmente quando, de acordo com o previsto em legislacGes especificas, o
processo de registro deva ser acompanhado de laudo laboratorial “comprovando as condigdes
sanitarias indispensaveis a utilizacdo do produto” (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2003).

Neste ambito, o INCQS, pertencente a Fundacdo Oswaldo Cruz e tecnicamente
subordinado a ANVISA atua como referéncia para as questdes cientificas e tecnoldgicas
relativas ao controle da qualidade de produtos, ambientes e servicos vinculados a Visa. No
INCQS, o Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH), desde o ano de 2000, avalia
rotineiramente por analise prévia, como previsto em legislacdo, os produtos para diagndstico
de uso in vitro pertencentes a Classe de Risco IV (produtos de alto risco ao individuo e ou alto
risco a saude publica) (BORGES, 2017).

Atualmente, os produtos indicados para tal analise sdo aqueles destinados a testes de

triagem em banco de sangue, tais como reagentes para imunohematologia (sistema ABO,



75

sistema Rh e anticorpos irregulares), produtos para o diagnostico in vitro de hepatites B e C,
sifilis, do virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus — HIV), da
doenca de Chagas e do virus linfotropico de células T humanas (Human T Lymphotropic
Virus — HTLV). No momento da analise, o solicitante recebera exigéncia técnica informando
a necessidade de envio das amostras ao INCQS. O deferimento da peticdo dependera da
apresentacdo do laudo satisfatorio da anélise (BRASIL, 2016).

No que diz respeito ao registro dos produtos destinados ao diagnéstico da dengue,
pertencentes a Classe de risco Ill, assim como para os demais produtos desta classe, faz-se
necessario 0 cumprimento aos requisitos regulamentares da Resolu¢cdo RDC n° 36/2015, que
inclui informacbes relativas a fabricagdo, composi¢cdo, desempenho, funcionalidade,
sensibilidade e especificidade clinica ou diagnostica, excetuando-se a realizacdo de analise
prévia, ndo obrigatoria para essa classe de produtos. Entretanto, desde abril de 2016, como
resultado do trabalho de Borges (2017), foi incluida a obrigatoriedade da andlise prévia
laboratorial, realizada no INCQS, como requisito para obtencdo do registro de produtos para
diagnostico da dengue, em suas diferentes metodologias, conforme previsto no inciso 1V, art.
16 da Lei n° 6.360/1976 e de acordo com a legislacdo pertinente. A implementacdo desta
analise, esta permitindo a disponibilizacdo no mercado nacional de produtos com maior
sensibilidade e especificidade e de acordo com as especificagdes declaradas pelos fabricantes
e detentores do registro, ampliando assim a seguranca e a confiabilidade na qualidade dos
produtos destinados ao diagnostico da dengue comercializados no Brasil, como um dos
atributos da Visa (BORGES, 2017).

1.12 Justificativa

A dengue é um dos principais problemas de salude publica. A disseminacdo dos
DENVs e de seu vetor, o A. aegypti, devido ao crescente processo de globalizacéo,
urbanizacdo descontrolada, pouca eficacia nos métodos de combate ao vetor e mudancas
climaticas que ocorreram nas Ultimas décadas, tem ocasionado epidemias cada vez mais
frequentes. Atualmente observa-se a expansao territorial da doenca, atingindo ndo apenas
areas tropicais, mas tambem regides subtropicais do planeta, deixando aproximadamente
metade da populacdo mundial vulnerdvel e susceptivel a infeccdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

Uma vez que ndo existe terapias antivirais especificas e a utilizacdo de vacinas para

prevencdo da doenca € uma abordagem relativamente recente, o diagnostico preciso, sensivel
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e especifico, continua sendo essencial para permitir a adogdo de medidas de suporte ao
paciente, reduzindo a gravidade da doenga e para nortear um tratamento eficaz e direcionar
medidas preventivas para controle de possiveis surtos. E vale ressaltar que sem um
diagnostico ndo € possivel propor tratamento ou estabelecer prognostico.

Considerando que muitas ferramentas de diagndstico da dengue tornaram-se
disponiveis nos ultimos anos, entre elas os TRs imunocromatogréficos, e que o diagnostico
inequivoco e eficiente é importante para o cuidado clinico, suporte a vigilancia, bem como
confirmacdo de casos, para garantir e assegurar o fechamento preciso do diagnostico clinico.
A partir do trabalho de Borges (2017) que avaliou 8 TRs, dentre outras metodologias,
disponiveis comercialmente no Brasil para o diagnostico da dengue, constatou-se que todos 0s
TRs apresentaram valores de sensibilidade e/ou especificidade fora das especificacdes
declaradas pelos fabricantes, o que resultou na obrigatoriedade da analise prévia para todos 0s
conjuntos diagndsticos de uso in vitro da dengue. Desta forma a questdo norteadora deste
estudo apresenta-se da seguinte forma: qual é a acuracia dos TRs imunocromatograficos
comerciais utilizados no diagnostico da infeccdo pelo DENV em particular na deteccdo de
NS1, IgM/1gG, quanto aos parametros de sensibilidade e especificidade? Para esclarecer essa
questdo e obter um panorama geral global do desempenho dos TRs para diagnéstico da
dengue, foi conduzida uma RS da literatura, e quando possivel uma metanalise, na qual os
resultados de varios estudos de pesquisa foram agrupados e analisados como se fosse o

resultado de um Unico grande estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acuracia diagnostica dos kits comerciais de testes rédpidos (TRS)
imunocromatograficos empregados no diagnéstico da infec¢do pelo virus da dengue atraves
da deteccdo do antigeno NS1 e dos anticorpos IgM e 1gG, por meio de uma revisdo

sistematica (RS).

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar protocolo de RS referente a acuracia (sensibilidade e especificidade) de
TRs imunocromatograficos para deteccdo do antigeno NS1 e anticorpos IgM e
lgG.

e Registrar o protocolo da RS na plataforma PROSPERO (International
Prospective Register of Ongoing Systematic Reviews).

e Avaliar a qualidade dos estudos selecionados na RS que cumpriram os critérios
de elegibilidade

e Avaliar a sensibilidade e especificidade diagndstica global dos kits de TRs
imunocromatograficos comerciais mediante RS e metanalise de estudos
publicados nas seguintes bases de dados: Pubmed/Medline, Embase, Scopus, 1SI
Web of Science e Cochrane Library.

e Comparar a sensibilidade e especificidade globais obtidas na RS com os valores
declarados pelos fabricantes nos manuais de instru¢cdo que acompanham os TRs

disponiveis comercialmente.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo esta em consonancia com as diretrizes estabelecidas pelo protocolo
referente aos Principais Itens para Relatar RevisGes Sistematicas e Metanalises de Estudos de
Acuréacia dos Testes Diagndsticos, em inglés, Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-analysis of Diagnostic Test Accuracy Studies (PRISMA-DTA), publicado
em 2018 como uma extensdo da declaracdo PRISMA original, que inclui uma lista de
verificacdo de 27 itens considerados essenciais para relatorios transparentes de uma RS
(ANEXO A). Tal lista tem por objetivo ajudar no aprimoramento de relatos das RS e
metanalises e, apesar de ndo ser um instrumento de avaliacdo da qualidade, é Gtil para avaliar
criticamente esses estudos, uma vez que o conjunto de itens considerados indispensaveis
possibilita a transparéncia dessas declaracfes (MCINNES et al., 2018).

A instrucdo PRISMA original € uma diretriz que tem por objetivo o relato de RS e
metanalises contendo um conjunto minimo de (27) itens baseados em evidéncias que devem
ser relatados, juntamente com um fluxograma para ilustrar o processo de revisdo. O foco
principal desta diretriz, no entanto, € em RS e metanalises de estudos randomizados.
Diferentemente, a declaracdo PRISMA-DTA desenvolvida como uma extensdo da PRISMA
original tem como objetivo refletir conceitos, métodos, linguagem e requisitos especificos
para o relato de RS e metanélises de estudos de acuracia de testes diagnosticos (MOHER et
al., 2009; THOMBS et al., 2018).

3.1 Registro da revisdo sistematica

O protocolo para esta revisdo foi registrado previamente no Registro Prospectivo
Internacional de Revisdes Sistematicas em Andamento, em inglés, International Prospective
Register of Ongoing Systematic Reviews (PROSPERO), um banco internacional de registros
de RS, em seu sitio endereco eletrdnico (https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/) no dia 29
de janeiro de 2018, sob o nimero de registro CRD42018086517 e mostrado no ANEXO B.

O PROSPERO, lancado em fevereiro de 2011 pela Universidade de York, é um portal
online através do qual se registra a intengdo de realizar uma RS, com resultados relacionados
a saude, antes de ser iniciada. O registro permite a documentagdo permanente de 22 itens
obrigatorios e 18 opcionais sobre o projeto e a condugdo de uma revisdo a priori, tendo como
um dos principais objetivos reduzir a duplicagdo ndo planejada de RS. Além disso, ao exigir a

documentacao de metodos a priori, 0 registro facilita 0 aumento da transparéncia no processo
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de revisdo, permitindo que os leitores de RS comparem métodos, resultados e analises
realizados com aqueles planejados com antecedéncia e julguem se essas mudancas afetam os
resultados de uma revisdo (MOHER et al., 2015).

3.2 Estratégia de pesquisa

A estratégia de busca foi elaborada para que permitisse a identificacdo de todos os
estudos relevantes para a pergunta de pesquisa, ndo havendo restricdes quanto ao idioma ou
quanto ao pais em que os estudos foram realizados. Os artigos selecionados foram os
publicados entre o ano de 2000 até o0 momento da realiza¢do da pesquisa, utilizando filtros de
busca especificos. As buscas eletrdnicas foram conduzidas pelo pesquisador principal
(M.A.S.1.) e por sua orientadora (H.P.S.Z.), assim como todas as demais etapas da elaboracéo
desta reviséo.

As estratégias de buscas eletronicas dos artigos foram realizadas entre maio e junho de
2018, e adaptadas para cada uma das bases de dados, sendo elas:

a) Cochrane Library (https://www.cochranelibrary.com): pesquisa realizada de 2000

a 14 de maio de 2018;
b) MEDLINE/PubMed desenvolvida e mantida pela U.S National Library of
Medicine localizada no National Institutes of Health (https://www.pubmed.gov):

pesquisa realizada de 2000 a 15 de maio de 2018;

c) Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Salde (LILACS-
https://www.lilacs.bvsalud.org): pesquisa realizada de 2000 a 16 de maio de 2018;

d) SCOPUS (https://www.scopus.com): pesquisa realizada de 2000 a 04 de junho de
2018;

e) ISI Web of Science (https://www.periodicos.capes.gov.br): pesquisa realizada de
2000 a 05 de junho de 2018.

A estratégia de pesquisa foi composta por descritores controlados e palavras-chaves,
previamente identificados e selecionados no MeSH (titulos de assunto médico, do inglés
Medical Subject Headings), separados em quatro grupos principais, quando possivel,
descrevendo o teste (Immunoassay; Diagnostic Reagent Kit; Immunochromatographic Assay;
In Vitro Diagnostic Device), a doenga (Dengue; Dengue Virus), os marcadores de infecgéo
investigados (Viral Nonstructural Proteins NS1; Immunoglobulin M; Immunoglobulin G) e 0

tipo de avaliacdo realizada (Diagnosis; Sensitivity and Specificity). As palavras-chave e 0s
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Entry terms (termos sinbnimos remissivos) e seus principais sinbnimos foram combinados
entre si utilizando os operadores booleanos OR (combinagéo aditiva), a fim de aumentar a
sensibilidade da busca na etapa inicial, e AND (combinacéo restritiva), e adaptados para cada
base de dados, conforme mostrado no APENDICE A.

Buscas manuais também foram realizadas nas listas de referéncias dos artigos

elegiveis para identificar outros estudos pertinentes, caso houvesse.

3.3 Elegibilidade e selecdo dos estudos

A relagdo completa de todas as referéncias identificadas nas bases de dados eletronicas
mediante aplicacdo das estratégias de busca foi incorporada no EndNote™ (Thomson
Reuters) online, um software de acesso gratuito desenvolvido para gerenciar referéncias
bibliogréficas.

As referéncias identificadas nos bancos de dados selecionados passaram por uma
triagem para remocdo de duplicacdes pelo software. Em seguida foi realizada pelo
pesquisador principal uma nova verificacdo manual de todas as citacGes, garantindo que
nenhuma referéncia em duplicata permanecesse na listagem.

Os estudos foram examinados para elegibilidade com base no titulo e resumo e se
potencialmente relevantes, obtidos os artigos completos para avaliagdo, que foi realizada
pelos dois pesquisadores, e quaisquer discrepancias foram resolvidas por discussao, até que
um consenso fosse alcangado.

Para que um artigo/estudo fosse incluido nesta revisdo deveria preencher todos 0s
seguintes critérios de inclusao:

e Estudos observacionais (prospectivos e retrospectivos) transversais e de coorte,

que avaliam os marcadores de diagnostico da infeccdo pelo DENV (NS1, IgM e
1gG)

e Estudos que utilizam amostras (frescas ou congeladas) de soro, plasma ou sangue

total de pacientes com suspeita clinica de infec¢do por dengue;

e Utilizar TRs imunocromatograficos comerciais, com execucdo, leitura e

interpretacéo de resultados dentro de 30 minutos;

e Estudos que avaliam os parametros de sensibilidade e especificidade,

disponibilizando os valores (ou permitindo o célculo) de VP, VN, FP e FN;
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e Utilizar um método de diagndstico padrdo-ouro (isolamento viral) como
comparacdo ou outro teste padrdo de referéncia como confirmacdo (PCR

convencional, real time PCR, ELISA).

Nesta revisdo foram excluidos artigos que apresentassem pelo menos 1 (uma) das
seguintes caracteristicas:

e Estudos de revisdo, editoriais, pareceres, comunicacdes breves, estudos de caso e

estudos de caso-controle;

e Testes com tempo de realizagdo maior que 30 minutos;

e Pesquisas que ndo envolvam amostras de seres humanos;

e Pesquisas que estudaram infec¢des simultaneas de dengue com outra doenga;

e Publicagbes com informagdes limitadas sobre os valores de sensibilidade e

especificidade.

Todos os estudos que se adequaram aos critérios de elegibilidade passaram por leitura
meticulosa dos textos completos e incluidos quando considerados potencialmente relevantes.

Quando a andlise dos textos completos revelou o ndo cumprimento de pelo menos 1
(um) dos critérios de inclusdo ou a presenca de 1 (um) critério de exclusao, registrou-se 0s

motivos e o estudo foi removido do escopo desta RS.

3.4 Extracao dos dados

A extracdo dos dados de todo estudo selecionado para integrar esta RS foi realizada e
registrada em um formulario padrdo, visando minimizar o risco de erros no processo de
extracdo, criado previamente pelo autor principal, conforme pode ser visualizado no
APENDICE B.

Os dados extraidos de cada estudo incluido na RS foram os seguintes: autor;
revista/jornal; volume; nimero; paginas; ano de publicacdo; ID do artigo; pais de origem do
estudo; idioma; tipo/desenho do estudo; nimero de participantes; caracteristicas da populagéo
(sexo, faixa etaria); tipo de amostra; informacdes pertinentes sobre o teste indice e o padréo
de referéncia; local de realizagdo dos testes, tipo de infeccdo (primaria ou secundaria); dados

relacionados a sensibilidade e especificidade: valores referentes a VP, VN, FP e FN.
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3.5 Avaliacédo da qualidade dos estudos

A andlise da qualidade metodoldgica dos estudos que preencherem os critérios de
inclusdo foi realizada independentemente por ambos os autores, minimizando o viés de
informacao e de selecdo. As divergéncias foram discutidas e resolvidas por consenso.

A andlise foi baseada na ferramenta denominada de Avaliacdo da Qualidade de
Estudos de Exatiddo Diagnostica (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies —
QUADAS) (WHITING et al., 2003) em sua versédo revisada QUADAS-2 (WHITING et al.,
2011). O QUADAS é um instrumento para acessar a qualidade dos estudos de acuracia
diagndstica incluidos em uma revisao sistemética. A ferramenta consiste em quatro dominios-
chave principais, que se referem a: 1) Selecdo do paciente, 2) Teste indice, 3) Padrdo de
referéncia e 4) Fluxo e tempo. Cada dominio é avaliado em termos do risco de Viés e 0s trés
primeiros também sdo avaliados em termos de preocupac¢des quanto a aplicabilidade do teste,
que se refere ao qudo os estudos primarios se assemelham a questdo da pesquisa da RS, em
termos de populacdo, exames e condi¢Bes-alvo. Para auxiliar o julgamento do risco de vies,
sdo incluidas questdes sinalizadoras. Estas questdes sinalizadoras do desenho do estudo estdo
relacionadas ao potencial de viés e visam apoiar os avaliadores a realizar esses julgamentos
(WHITING et al., 2011). Essa ferramenta, basicamente, consiste em se desenhar um modelo
ideal hipotético de teste de acurécia para avaliar determinado kit de diagndstico in vitro em
relacdo a um determinado espectro de pacientes. Sdo formuladas questdes pertinentes para
comparar cada estudo encontrado pela estratégia de busca com o teste idealizado
(PUCHNICK et al., 2012).

Esses itens cobrem as formas mais significativas de viés na pesquisa diagnostica. Cada
item é formulado para ser respondido com “sim”, “nao” ou “pouco claro/incerto”, que podem
indicar baixo ou alto risco de viés em relacdo a qualidade dos estudos selecionados. O “sim”
indica informagdes suficientes, com viés improvavel. O “nao” indica uma informagao
suficiente, mas com potencial viés de conduta inadequada. O “pouco claro/incerto” indica que
a informacdo ndo é fornecida no artigo ou a metodologia nédo € clara (WHITING et al., 2011).
Ao final das respostas, julga-se o risco de viés como “baixo”, “alto” ou “incerto”, sem
atribuicdo de pontuacdes, assim como a aplicabilidade, que também ¢ julgada como “baixa”,
“alta” ou “incerta” (BRASIL, 2014). Um formulario padrio baseado na ferramenta
QUADAS-2 (WHITING et al., 2011) foi confeccionado com os itens a serem respondidos
para cada artigo/estudo analisado (APENDICE C).
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Os resultados referentes a avaliacdo da qualidade dos estudos como descrito acima
foram resumidos em forma de tabela e apresentados em gréficos de barras de pilha

proporcionais de acordo com o sugerido por Whiting e colaboradores (2011).

3.6 Analise estatistica e sintese dos resultados

Os estudos incluidos foram agrupados em categorias com base no TR de diagndstico da
dengue juntamente com o marcador de infeccdo avaliado, sendo eles NS1, IgM ou IgG.

Para calcular os dois indicadores de desempenho diagnostico (sensibilidade e
especificidade), os dados de VP, VN, FP e FN de cada estudo por TR foram introduzidos em
tabelas de contingéncia 2x2. Os resultados de sensibilidade e especificidade foram expressos
como valores médios com seus intervalos de confianca de 95% (DEEKS, 2001) e
apresentados sob a forma de gréaficos do tipo floresta (forest plot). Os valores de sensibilidade
e especificidade de cada estudo por TR para detec¢do do antigeno NS1, bem como para IgM
foram também graficamente representados por um modelo de curva receptor operador (ROC)
apresentando sensibilidade no eixo vertical (y) e especificidade no eixo horizontal (x).

Uma sintese narrativa dos estudos sumarizou a evidéncia disponivel, respondendo as
questdes de revisdo propostas. Os resultados dos estudos individuais por TR e marcador
foram agrupados com a finalidade de obter uma estimativa de acuracia diagnéstica sumaria.
Antes da combinacao, a heterogeneidade dos resultados dos estudos de acuracia (sensibilidade
e especificidade) por TR foi avaliada por meio da inspecéo visual dos gréficos do tipo floresta
e estatisticamente utilizando o teste de heterogeneidade de Chi-quadrado ao nivel de
significincia o =0,1 e pelo grau de inconsisténcia medido pelo indice 1> de Higgins
(HIGGINS et al., 2003). Os valores do 12 (%) foram interpretados de acordo com as seguintes
recomendacdes da Colaboracdo Cochrane (HIGGINS; GREEN, 2011):

e 0a40%: pode ndo ser importante a heterogeneidade;

e 30 a 60%: pode representar heterogeneidade moderada;

e 50 a90%: pode representar heterogeneidade significativa;

e 75a100%: pode representar heterogeneidade consideravel.

Nos casos em que os estudos disponiveis ndo apresentaram heterogeneidade
significativa (p>0,1) pelo teste Chi-quadrado, 0 modelo de efeitos fixos Mantel e Haenszel
(MANTEL; HAENSZEL, 1959) foi empregado para o calculo das estimativas diagnosticas

agrupadas de sensibilidade e especificidade representadas em grafico do tipo floresta
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juntamente com os dados correspondentes de cada estudo primario apresentados como valores
médios e intervalos de confianca de 95% (DINNES et al., 2005). Quando a heterogeneidade
foi significativa (p<0,1) o modelo de efeitos aleatdérios DerSimonian e Laird
(DerSIMONIAN; LAIRD, 1986) foi empregado para o célculo dos valores agrupados de
sensibilidade e especificidade.

Gréficos floresta e curvas ROC foram elaboradas pelo programa computacional
REVMAN (Cochrane). Anélises estatisticas e representacbes graficas dos resultados de
sensibilidade e especificidade individuais e sumarizados na metanalise foram realizadas
usando o software MetaDiSc versdo 1.4 (ZAMORA et al., 2006).

3.7 Comparacdo com sensibilidade e especificidade declaradas

A partir dos valores agrupados dos parametros de sensibilidade e especificidade dos
TRs para detecgdo de NS1 e IgM obtidos nesta RS foi realizada uma busca eletronica, dos
manuais dos kits de TRs empregados no diagndstico sorologico da dengue, disponiveis
comercialmente.

Os valores de sensibilidade e especificidade declarados nos manuais de instru¢des que
acompanham os produtos identificados nesta busca foram confrontados com os valores
globais obtidos através desta RS realizada por TR, desde que os TRs estejam disponiveis

comercialmente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados da estratégia de busca

As buscas eletronicas realizadas nas cinco bases de dados eletronicas selecionadas
empregando as estratégias de pesquisa, com a combinacdo dos descritores e palavras-chaves
(APENDICE A), resultaram na identificacdo de 1.357 artigos. A Tabela 1 indica o

quantitativo de artigos identificados por base de dados.

Tabela 1 — Resultados das buscas eletronicas nas diferentes bases de dados. Periodo de 2000 a
junho de 2018

BASE DE DADOS NUMERO DE ARTIGOS
Scopus 643
MedLine/PubMed 516
Web of Science 174
Cochrane Library 13
LILACS 11
TOTAL 1357

Fonte: (Do autor, 2019).

A base de dados SCOPUS contribuiu com o maior nimero de artigos, com 47,38%
(643/1357) dos artigos identificados; seguida pelas bases MedLine/PubMed, com 38,03%
(516/1357); Web of Science, com 12,82% (174/1357); Cochrane Library, com 0,96%
(13/1357) e LILACS, com 0,81% (11/1357) dos artigos identificados.

Apbs identificacdo e remocdo das 390 duplicatas, permaneceram 967 artigos, que
passaram por uma triagem mediante analise dos titulos e resumos. Destes, 866 artigos eram
estudos ndo referentes ou relacionados ao tépico em questdo do presente estudo, sendo,
portanto, excluidos da revisdo, restando 101 artigos para leitura dos textos completos na
integra. Com a leitura destes 101 artigos (ndo houve inclusdo de artigos identificados a partir
da lista de referéncias), 81 foram excluidos por ndo contemplarem os critérios de incluséo ou
apresentarem algum dos critérios de exclusdo desta RS, sendo assim a amostra final foi
composta por 20 estudos. Os 20 estudos representam 1,5% (20/1357) do total de estudos
identificados nas pesquisas das bases de dados, e 19,8% (20/101) dos estudos elegiveis para
leitura dos textos completos. O resultado de todo o processo e as etapas realizadas na
elaboracdo desta RS encontram-se detalhados no fluxograma da Figura 15. A relagdo dos

estudos excluidos e as causas que levaram a excluséo encontram-se na Tabela 2.



Figura 15 - Fluxograma das etapas realizadas durante a RS
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(TRs NS1 n = 18) !TR nao comercial (n = 1)j
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VP: Verdadeiro positivo; VN: Verdadeiro negativo; FP: Falso positivo; FN: Falso negativo.

Fonte: (Do autor, 2019)
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Tabela 2 — Revisdo sistematica da sensibilidade (sen.) e especificidade (esp.) de testes rapidos (TRs) para diagndstico da dengue através da
deteccdo de NS1, IgM e IgG: relagdo dos estudos excluidos quanto a elegibilidade com as causas que ocasionaram a exclusdo (n=81)

JUSTIFICATIVA

JUSTIFICATIVA

JUSTIFICATIVA

JUSTIFICATIVA

GRS PARA EXCLUSAO ARG PARA EXCLUSAO ATOIRG /AN PARA EXCLUSAO SRS PARA EXCLUSAO
N MAUES; RODRIGUES; Nao informa o nome do Nao avaliou a sen. e
ACOSTA etal., 2014 Comunicagéo breve FRY et al., 2011 Estudo de caso-controle NUNES, 2003 R SHARP et al., 2014 esp. dos TRs
N&o apresenta valores Né&o avaliou sens. e esp. MAUES; RODRIGUES; Né&o informa o nome do Né&o apresenta valores
ANDRIES et al., 2012 de VP, VN, FP, FN GOLJAN et al., 2010 dos TRs NUNES, 2003 R SHIH et al., 2016 de VP, VN, FP, FN

ANDRIES et al., 2016

Utilizou amostras de
saliva e urina

GROEN et al., 2000

Né&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

MISHRA et al., 2014

Estudo avaliou ELISA

SHU et al., 2009

Nota

BERLIOZ-ARTHAUD
et al., 2005

Estudo de caso-controle

HUANG et al., 2013

N&o avaliou a sens. e
esp. dos TRs

MITRA et al., 2016

Né&o houve comparagéo
com um padréo de
referéncia

SHUKLA et al., 2017

Né&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

BIBHAS et al., 2015

Néo informa o nome do
TR

HUNSPERGER et al., 2009

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

MOORTHY et al., 2009

Comunicagéo breve

STEPHEN et al., 2014

Comunicagéo breve

BLACKSELL etal.,
2006

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

HUNSPERGER et al., 2014

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

NAZ et al., 2014

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

SUGIMOTO etal., 2011

Né&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

BLACKSELL etal.,
2007

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

HUNSPERGER et al., 2016

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

NGA et al., 2007

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

TAKASAKI et al., 2002

Estudo de caso-controle

BLACKSELL etal.,
2011

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

ILLAMANI et al., 2014

Né&o houve comparagdo
com um padrdo de
referéncia

OSORIO et al., 2010

Estudo de caso-controle

TEOH et al., 2016

N&o avaliou a sens. e
esp. dos TRs

CALLERI etal., 2017

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

JELINEK et al., 2000

Nota

PAL et al., 2015

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

TONTULAWAT et al., 2011

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

CAMPBELL etal.,
2007

Né&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

KASSIM et al., 2011

Estudo avaliou ELISA

PANG etal., 2017

N4o avaliou a sens. e
esp. dos TRs

VAJPAYEE et al., 2001

Estudo de caso-controle

CHAIYARATANA et
al., 2009

Nota

KHAN et al., 2017

Estudo de caso-controle

PAN-NGUM, 2013

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

VALERO et al., 2006

Estudo de caso-controle

CHAKRAVARTI et
al., 2000

Nota

KITTIGUL et al., 2002

Comunicacdo breve

PIEDRAHITA et al., 2016

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

VICKERS et al., 2015

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

CHARREL et al., 2002

Cartas ao Editor

KRISHNANANTHASIVAM
etal., 2015

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

POK et al., 2010

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

VIKRAM et al., 2016

N4o avaliou a sen. e
esp. dos TRs

CHATERJI et al., 2011

N4o apresenta dados de
VP, VN, FP, FN

KUMARASAMY et al., 2007

Comunicagao breve

RAMIREZ et al., 2009

Estudo de caso-controle

VONGSOUVATH etal.,
2016

N4o avaliou a sen. e
esp. dos TRs

CHEN et al., 2016

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

LEE etal., 2016

Nao avaliou a sen. e
esp. dos TRs

SANCHEZ-VARGAS et
al., 2014

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

WANG et al., 2014

Estudo ndo avaliou TR
comercial

COHEN et al., 2007

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

LIMA et al., 2010

Estudo de caso-controle

SANDOVAL et al., 2012

Estudo de caso-controle

WANG et al., 2010

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

CUZZUBBO et al.,
2001

N&o apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

LIMA et al., 2011

Utilizou amostras de
tecidos

SATHISH et al., 2002

Estudo avaliou ELISA

WATTHANAWORAWIT et
al., 2011

Estudo avaliou ELISA

DUSSART et al., 2008

Estudo de caso-controle

LIMA et al., 2012

Néo avaliou a sens.e
esp. dos TRs

SATHISH et al., 2003

Né&o houve comparagéo
com um padréo de
referéncia

WU et al., 2000

Estudo de caso-controle

FAGOUR et al., 2015

Revisdo

MANTHALKAR;
PEERAPUR, 2017

Estudo avaliou ELISA

SEKARAN et al., 2008

Estudo de caso-controle

ZAHOOR et al., 2016

N4o houve comparacéo
com um padréo de
referéncia

FELIX et al., 2012

Estudo avaliou ELISA

MARTINEZ-VEGA et al.,
2009

Néo apresenta valores
de VP, VN, FP, FN

SENGVILAIPASEUTH et
al., 2017

Néo avaliou a sens. e
esp. dos TRs

ZAINAH et al., 2009

Estudo de caso-controle

FERRAZ et al., 2013

Estudo Caso-controle

Fonte: (Do autor, 2019).
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A lista de referéncias dos estudos excluidos encontra-se no APENDICE D. Com
relacdo aos estudos excluidos, grande parte deles (n = 29) foi descartada por ndo apresentarem
ou por ndo ser possivel a obtencdo dos dados necessarios para a confeccdo das tabelas de
contingéncia 2x2, com os valores de VP, VN, FP e FN.

Estudos do tipo caso-controle foram o segundo principal motivo de excluséo (n = 15).
Em tais estudos, grupos de pacientes com e sem a condic¢do alvo sdo identificados antes do
teste indice ser realizado (RUTJES et al., 2005). A incluséo de casos definidos com doenca no
estudo, por exemplo superestimam a precisdo do teste diagndstico na deteccdo da doenca
(sensibilidade). A inclusdo de controles saudaveis provavelmente reduzira a ocorréncia de
resultados falso-positivos, aumentando assim a especificidade. Embora esse desenho forneca
uma indicacdo da precisdo maxima de um teste, as estimativas desses estudos geralmente néo
sdo representativas da precisdo de um teste na pratica clinica (PETERS, 2015; WHITING et
al., 2013).

Outros motivos de exclusdo foram: a identificacdo de comunicagdes breves (n=5),
notas (n=4), revisdo (n=1), carta ao editor (n=1); estudos que nédo tiveram a finalidade de
avaliar a sensibilidade e especificidade dos TRs (n = 10); estudos que avaliaram metodologia
diferente ao TR, como ELISA (n = 6); estudos que néo realizaram comparacdo com o padrao
de referéncia (n = 4); estudos que ndo informaram o nome do TR avaliado (n = 3); estudos
que utilizaram amostras de saliva, urina ou tecidos (n = 2) e estudo que avaliou um TR néo
comercial (n =1).

Com aplicacédo dos critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos nos 101 artigos que
seguiram para etapa de leitura completa de seus textos, ndo houve a inclusdo nesta RS de
estudos que avaliassem a sensibilidade e especificidade de TRs frente a detec¢do do anticorpo
IgG. Os estudos de Krishnananthasivam e colaboradores (2015); Piedrahita e colaboradores
(2016); Sanchez-Vargas e colaboradores (2014) e Vickers e colaboradores (2015),
relacionados na Tabela 2, avaliaram o teste SD Bioline Dengue Duo NS1 and IgG/IgM
(Standard Diagnostic Inc.), porém nédo apresentaram dados de VP, VN, FP e FN. Trés estudos
avaliaram o teste Dengue Duo cassette IgM/IgG (Panbio Diagnostics), contudo Moorthy e
colaboradores (2009) era um artigo em forma de comunicacdo breve; Pan-Ngum e
colaboradores (2013) ndo apresentaram dados de VP, VN, FP e FN e Vajpayee e
colaboradores (2001) era um estudo de caso-controle. O estudo de Vickers e colaboradores
(2017), que avaliou o teste OneStep Dengue NS1 RapiDip™ InstaTest (Diagnostic
Automation Cortez Diagnostics, Inc.), ndo apresentou dados de VP, VN, FP e FN referentes a

deteccdo de anticorpos IgG, mas somente os valores percentuais de sensibilidade e
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especificidade, no entanto, 0 mesmo estudo apresentou os dados referentes a detecgdo de
NS1, sendo incluido na RS frente a este parametro.

4.2 Caracteristicas dos estudos incluidos

A Tabela 3 mostra as caracteristicas dos 20 artigos selecionados, incluindo ano de
publicacdo, idioma, localizacdo geografica, tipo de estudo, nimero de TRs analisados,
caracteristicas clinicas da populacdo selecionada e dados referentes a idade média da
populagéo estudada. O APENDICE E apresenta a lista de referéncias dos estudos incluidos.

Com excec¢do de um estudo que se encontrava em espanhol, os demais eram todos em
lingua inglesa, publicados nos mais diversos periodicos internacionais.

A maioria dos estudos selecionados (13/20) para integrar esta RS foi publicada nos
ultimos quatro anos anteriores a data da pesquisa (2014-2017), sete deles no ano de 2017, um
artigo nos anos de 2016, 2015 e quatro em 2014. Os demais estudos foram publicados em
2012 (1), 2011 (3), 2010 (1), 2009 (1) sendo o estudo mais antigo identificado publicado em
2008. Apesar do periodo escolhido para a pesquisa ter se iniciado no ano de 2000 ndo foram
incluidos estudos que tenham sido publicados anteriormente ao ano de 2008, uma vez que ndo
contemplavam os critérios de inclusdo estabelecidos.

Dezoito estudos eram prospectivos e 2 eram retrospectivos. Cabe salientar que grande
parte dos artigos ndo apresentavam a definicdo dos seus estudos de maneira explicita, sendo a
interpretacdo muitas vezes subjetiva e a classificacdo realizada pelos pesquisadores desta RS.

Os 20 estudos selecionados foram provenientes de 14 paises, 11 foram realizados na
Asia (4 na India, 2 no Vietn4, 1 no Camboja, 1 em Cingapura, 1 na Malasia, 1 no Nepal e 1 no
Sri Lanka); 8 foram conduzidos nas Américas (3 no Brasil, 1 na Costa Rica, 1 na Guiana
Francesa, 1 na Jamaica, 1 na Martinica e 1 no Peru) e apenas 1 efetuado na Europa (Bélgica).
Todos os estudos foram conduzidos em paises onde a dengue é uma doenca endémica,
excetuando-se o realizado no continente europeu. O estudo conduzido na Bélgica (HUITS et
al., 2017) avaliou um TR com amostras de viajantes que apresentaram febre ao retornarem

dos trépicos, tipicamente de areas endémicas da doenca.
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Tabela 3 — Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica da acuracia de testes rapidos (TRs) para diagnostico da dengue através da
deteccédo de NS1, IgM e 1gG

15 oI NUMERO DE MEDIA DE
AUTOR, ANO IDIOMA LOCALIZAQAO sl TRs CARACTERISTICAS CLINICAS DA POPULACAO IDADE
AVALIADOS (ANOS)
BISORDI et al., 2011 Inglés Brasil Prospectivo 12 Pacientes suspeitos de dengue de acordo com critérios da OMS (1997) NI
. . Pacientes (> 18 anos) com até 72 horas de uma doenca febril aguda sem foco evidente DEN: 36,6
BUONORA et al., 2016 Inglés Brasil Prospectivo 12 .
de infecgéo ND: 36,5
CARTER et al., 2015 Inglés Camboja Prospectivo 1b Pacientes (< 16 anos) com doenga febril (> 38° C) ndo localizada 34
GAIKWAD et al., 2017 Inglés india Prospectivo 12 Pacientes suspeitos de dengue, com 1-9 dias de febre e sintomatologia clinica 22,7
GAN etal., 2014 Inglés Cingapura Prospectivo 1° Pacientes (> 18 anos) com uma doenca febril aguda indiferenciada 34
X ) ) ; o DEN: 16
HANG et al., 2009 Inglés Vietna Prospectivo 12 Pacientes (> 2 anos) com suspeita clinica de dengue N
HUITS et al., 2017 Inglés Bélgica Retrospectivo 12 Viajantes com < 7 dias de febre (> 37,8 ° C) e sem causa clinica 6bvia NI
JINDAL et al., 2014 Inglés india Retrospectivo g Casos clinicos suspeitos de dengue NI
JUSOH et al., 2017 Inglés Malésia Prospectivo 2b Pacientes com suspeita clinica de dengue NI
_ . Pacientes (> 18 anos) com até 4 dias de uma sindrome febril aguda sem diagnéstico
MATA et al., 2017 Inglés Brasil Prospectivo 12 . 34,5
estabelecido
NAJIOULLAH et al., 2011 Inglés Martinica Prospectivo 12 Pacientes com doenga febril aguda (febre > 38,4° C), com duragdo de até 8 dias 26
. . Pacientes com doenga febril aguda (febre > 38° C) por 5 dias ou menos e DEN: 30,5
PAL etal., 2014 Inglés Peru Prospectivo 3 . o
sintomatologia clinica ND: 29
PARANAVITANE et al., 2014 Inglés Sri Lanka Prospectivo 12 Pacientes (> 18 anos) com suspeita de infecgdo aguda por dengue NI
PUN et al., 2012 Inglés Nepal Prospectivo 1¢ Pacientes febris com sintomas clinicos e suspeitos de infeccédo por DENV 35,5
SAENZ-BOLANOS et al., ) ) ) )
2008 Espanhol Costa Rica Prospectivo 1¢ Pacientes com suspeita de dengue NI
SHRIVASTAVA et al., 2011 Inglés india Prospectivo 12 Pacientes clinicamente suspeitos de dengue NI
SIMONNET et al., 2017 Inglés Guiana Francesa Prospectivo 1° Pacientes com dengue provavel de acordo com os critérios da OMS (2009) 17
. . . . . . . DEN: 12
TRICOU et al., 2010 Inglés Vietna Prospectivo 2 (18,1°) Pacientes (> 6 meses) com suspeita clinica de dengue e febre por menos de 7 dias NBLE
VICKERS et al., 2017 Inglés Jamaica Prospectivo 12 Pacientes com doenga febril 13
VIVEK et al., 2017 Inglés india Prospectivo 12 Criangas com dengue suspeita ou provavel, de acordo com diretrizes da OMS (2009) 6,8

TR para detecgdo de NS1; °TR para deteccio de NS1 e IgG/ IgM; °TR para deteccdo de 1gG/ IgM; DEN: Dengue; ND: Nio dengue; NI: No informado.

Fonte: (Do autor, 2019).
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A populacéo foi constituida por individuos de ambos os sexos (dados ndo mostrados)
em todos os estudos que relataram esta caracteristica, 7 deles ndo o fizeram (BISORDI et al.,
2011; BUONORA et al., 2016; HUITS et al., 2017; JINDAL et al., 2014; JUSOH et al., 2017;
PARANAVITANE et al., 2014; SAENZ-BOLANOS et al., 2008).

A idade foi utilizada como fator de elegibilidade para alguns autores, que
selecionaram apenas individuos adultos (maiores de 18 anos) para seus estudos (BUONORA
et al., 2016; GAN et al., 2014; MATA et al., 2017; PARANAVITANE et al., 2014), apenas
criancas (CARTER et al.,, 2015; VIVEK et al.,, 2017), ou ambos (HANG et al., 2009;
TRICOU et al., 2010). Os demais 12 autores, ndo determinaram idade como critério de
selecdo da populacdo estudada. Pode-se observar a grande variabilidade da faixa deste
parametro entre 0s estudos, porém aqui cabe destacar que apesar de alguns estudos
(ANTONY; CELINE, 2014; EL-GILANY; ELDEIB; HAMMAD, 2010; GUILARDE et al.,
2008; YEW et al., 2009) constatarem que a dengue afeta principalmente determinados grupos
(como adultos jovens), esta € uma doenca viral que pode acometer todo e qualquer individuo,
independente do sexo e idade, afetando em maior indice aqueles que estejam mais
susceptiveis ao vetor.

Com relacdo as caracteristicas clinicas da populagdo, os estudos utilizaram como
critério de selecdo para amostragem, pacientes definidos com suspeita clinica de infeccéo por
DENV. A febre, uma das principais caracteristicas clinicas desta doenca (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009), € um critério citado e utilizado para elegibilidade da populacdo em
grande parte dos estudos, variando seu grau e sua duracdo. Alguns autores (GAIKWAD et al.,
2017; PAL et al., 2014) também utilizam outros sintomas para defini¢cdo de casos suspeitos,
como cefaleia, mialgia, dor retro-orbital. Outros autores (BISORDI et al., 2011; SIMONNET
etal., 2017; VIVEK et al., 2017) utilizaram critérios definidos pelas diretrizes publicadas pela
OMS, nos anos de 1997, 2009 e 2012. Cabe salientar que, apesar da infec¢do pelo DENV nao
possuir sintomas especificos e que estes podem ser confundidos com outras infecgdes, 0s
estudos foram conduzidos em &reas endémicas da doenga, e alguns ainda em momentos de
ocorréncia de surtos, sendo a dengue a principal causa suspeita da sintomatologia apresentada
pelos pacientes.

As Tabelas 4 e 5 mostram as caracteristicas dos estudos separados por marcador
avaliado (NS1 e IgM, respectivamente), frente a pardametros como TR avaliado, com seu
nome e respectivo fabricante; matriz de analise utilizada para realizacdo do TR; nUmero
amostral utilizado e o padrdo de referéncia empregado para comparagdo e avaliagdo da

sensibilidade e especificidade de cada TR.
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Tabela 4 — Caracteristicas dos estudos que avaliaram testes rapidos (TRs) para detec¢cdo do
antigeno NS1 na revisdo sistemética da acurécia de TRs para diagnostico da dengue

TESTE AYALIADO ESTUDOS MATRIZ DE o PADRAiO DE
(Fabricante) ANALISE REFERENCIA
BISORDI et al., 2011 Soro 266 Isolamento Viral
HANG et al., 2009 Plasma 138 Real-time RT-PCR
Dengue NS1 Ag STRIP NAJIOULLAH et al.,
. 2 RT-PCR
(Bio-Rad) 2011 Soro 525 ¢
PAL et al., 2014 Soro 193 Isolamento Viral
TRICOU et al., 2010 Plasma 292 Real-time RT-PCR
CARTER et al., 2015 Sa”ggz;ma' ' 308 ELISA NS1
Real time RT-PCR,
SD Bioline Dengue Duo NS1 GAN etal., 2014 Sangue Total 197 |soé?_nlwse'r;t(:\l\é|£al,
and IgG/IgM
(Standard Diagnostic Inc.) JUSOH et al., 2017 Soro 86 ELISA NS1
SIMONNET et al., 2017 Soro 3347 ELISA NS1
TRICOU et al., 2010 Plasma 292 Real-time RT-PCR
HUITS et al., 2017 NI 308 RT-PCR
PAL et al., 2014 Soro 192 Isolamento Viral
SD Bioline Dengue
PARANAVITANE et
(Standard Diagnostic Inc.) al. 2014 Soro 156 ELISANS1
SHRIVASTAVA et al., Soro 01 ELISA NS1
2011
BUONORA l., 201 2 RT-PCR
Dengue Eden Test Bioeasy UONORA etal., 2016 Soro 325 ¢
(Standard Diagnostic Inc.) RT-PCR,
MATA et al., 2017 Soro 142 ELISA NS1
Dengue Day 1 Test JINDAL et al., 2014 Soro 1787 ELISA NS1
(J Mitra and Co.) VIVEK etal., 2017 Soro 211 RT-PCR
PANBIO - Dengue Ez?lrly Rapid PAL etal., 2014 Soro 193 Isolamento Viral
(Inverness Medical)
Dengue NS1 Antigen Card Test .\ \\/aD et al., 2017 Soro 200  Real-time RT-PCR
(Bhat Bio-Scan)
ProDetect Dengue Duo NS1 Ag
gG/IgM Rapid Test (Mediven) JUSOH et al., 2017 Soro 86 ELISA NS1
OneStep Dengue NS1
iNinTM
RapiDip™ InstaTest VICKERS et al., 2017 Soro 339 ELISA NS1

(Diagnostic Automation Cortez
Diagnostics, Inc.)

ELISA: ensaio imunoenzimatico; RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa; NI — N&o

informado.
Fonte: (Do autor, 2019)
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Tabela 5 — Caracteristicas dos estudos que avaliaram testes rapidos (TRs) para detec¢do do
anticorpo IgM na revisao sistemética da acurécia de TRs para diagnostico da dengue

TESTE AVALIADO MATRIZ DE o PADRAO DE
(Fabricante) ESTUDOS ANALISE N REFERENCIA

Sangue Total / ELISA de captura
SD Bioline Dengue Duo NS1 ~ CARTER et al., 2015 ggoro 324 e ptu
and 1gG/IgM
- . ELISA de captura
(Standard Diagnostic Inc.) ~ SIMONNET et al., 2017 Soro 3347 IgM
SD dengue IgG/IgM ELISA de captura
(Standard Diagnostics) PUN etal,, 2012 Soro 131 IgM
Dengue Duo cassette SAENZ-BOLARIOS et ELISA de captura
IgM/1gG al. 2008 Soro 828 laM
(Panbio Diagnostics) B g
Dengue Day 1 Test ELISA de captura
(J Mitra and Co.) JINDAL et al., 2014 Soro 1787 IgM

ELISA: ensaio imunoenzimatico.
Fonte: (Do autor, 2019).

Um total de 16.111 amostras e pacientes foram incluidos, sendo 6.417 em estudos que
avaliaram TRs para deteccdo de IgM e 9.694 em estudos que avaliaram TRs para deteccdo de
NS1.

Com relacdo a avaliacdo de TRs comerciais para deteccdo de antigeno NS1, 12
avaliaram somente 1 TR, 2 avaliaram 2 TRs (JUSOH et al., 2017; TRICOU et al., 2010) e 1
estudo, de PAL e colaboradores (2014), avaliou simultaneamente 4 TRs, porém 1 deles era
destinado apenas para pesquisa, ndo se tratando de um TR comercial, sendo somente
considerados nesta revisdo os outros 3 TRs avaliados (Tabela 4).

Em relacdo aos estudos referentes a avaliacdo da sensibilidade e especificidade de TRs
para deteccdo do anticorpo IgM (Tabela 5), 2 estudos avaliaram 1 TR frente a este parametro
(PUN et al., 2012; SAENZ-BOLANOS et al., 2008).

Trés estudos avaliaram a sensibilidade e especificidade de ambos os parametros, NS1
e IgM, de 1 TR que possibilita a deteccdo simultdnea desses marcadores (CARTER et al.,
2015; JINDAL et al., 2014; SIMONNET et al., 2017).

Para a sintese quantitativa, uma vez que um mesmo estudo pode ter analisado mais de
um TRs ou empregado na deteccdo de mais de um marcador de um mesmo TR, a avaliagdo de

cada marcador (NS1 e IgM) por TR foi considerado como um estudo independente.
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4.3 Avaliacdo da qualidade dos estudos

A gqualidade metodoldgica de um estudo tem sido definida como a extenséo pela qual
todos os aspectos do desenho e conducgdo do estudo podem conferir protecdo contra vieses
sistematicos e ndo sisteméticos que podem induzir a um pobre desempenho do estudo e erros
de inferéncias (TATSIONI et al., 2005).

RS de estudos de acuracia diagnostica sdo muitas vezes caracterizadas por resultados
marcadamente heterogéneos provenientes de diferencas no desenho e na realizacdo dos
estudos incluidos. A avaliacdo cuidadosa da qualidade dos estudos incluidos é, portanto,
essencial (WHITING et al., 2011).

As analises da qualidade, dos riscos de vieses no desenho e conducdo dos estudos
selecionados foram realizadas através do instrumento QUADAS-2 proposto por Whiting e
colaboradores (2011), com adaptacOes realizadas para o presente estudo, empregando um
formulario padronizado, APENDICE C. Os resultados da avaliagdo dos estudos s&o
mostrados no Grafico 3 e na Tabela 6.

Quanto a qualidade metodoldgica dos estudos incluidos, apenas 10% (2/20) deles
(BUONORA et al., 2016; MATA et al., 2017) cumpriram todos os critérios do QUADAS-2,

os demais apresentaram pelos menos um dos critérios avaliados como “incerto”, Tabela 6.

Gréafico 3 — Resultado da avaliacdo da qualidade (QUADAS-2) de estudos selecionados na
revisao sistematica da acuracia de testes rapidos para diagndstico da dengue

FLUXO E TEMPO

OBaixo OAlto OPouco Claro

PADRAO DE REFERENCIA

TESTE INDICE

DOMINIOS QUADAS-2

SELEGCAO DOS PACIENTES

0% 20% 40% 60% 80% 100% 60% 80% 100%
Proporg#o de estudos com Baixo, Alto ou Pouco Claro  Proporcao de estudos com Baixo, Alto, ou Pouco Claro
RISCO de VIES PREOCUPACOES relacionadas a APLICABILIDADE

Fonte: (Do autor, 2019).
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Tabela 6 — Resultados da aplicacdo dos critérios QUADAS-2 por estudo selecionado na
revisdo sistematica da acuracia de testes rapidos para diagnéstico da dengue

RISCO DE VIESES APLICABILIDADE
ESTUDO Selecdodos  Teste Padrdode Fluxoe Selecdodos Teste Padréo de
pacientes indice  referéncia  tempo pacientes indice  referéncia
BISORDI et al., 2011 v ? ? v v \ \
BUONZ%Flig\ et al., v v v v v v v
CARTER et al., 2015 v ? ? v v v \
GAIKWAD et al.
2 2
2017 v v / v v \ \
GAN etal., 2014 v v v A v v v
HANG et al., 2009 A v ? v A \ v
HUITS et al., 2017 v ? A v v v v
JINDAL et al., 2014 v v ? v v v v
JUSOH et al., 2017 A ? ? v A v v
MATA et al., 2017 \ 4 \ 4 \ 4 v v v \ 4
NAJIOUQIBIE?H etal., v v v A v v v
PAL etal., 2014 \ 4 \ 4 ? A v \ 4 v
PARANAVITANE et
2
al., 2014 v v / A \ 4 v v
PUN et al., 2012 \ 4 ? \ 4 v v \ 4 v
SAENZ-BOLANOS
2
et al., 2008 v v v v v v
SHRIVASTAVA et
2 2
al., 2011 v ' M y y y
SIMONNET et al.,
2017 v \4 ? v v v v
TRICOU et al., 2010 v \4 ? v v v v
VICKERS et al.,
2017 v \4 ? v v v v
VIVEK et al., 2017 A v ? v A v v

A = Alto Risco, ¥ = Baixo Risco, ? = Risco Incerto.
Fonte: (Do autor, 2019).

O risco de viés referente ao dominio Selecdo dos Pacientes dos estudos selecionados
foi tido como baixo em 85% (17/20), sendo alto em apenas 15% dos estudos (3/20), que
utilizaram determinados grupos de amostras nas andlises, além daquelas amostras de
pacientes suspeitos de infeccdo por DENV, cuja condicdo era de conhecimento prévio,
Gréfico 3. Hang e colaboradores (2009) selecionaram amostras congeladas de plasma de
pacientes provenientes de outros estudos, com diagnosticos confirmados para outras doencas
(malaria, leptospirose e febre entérica); Jusoh e colaboradores (2017) obtiveram amostras
negativas de individuos normais saudaveis vivendo em é&reas ndo-endémicas e Vivek e

colaboradores (2017) utilizaram amostras de voluntarios saudaveis assintomaticos.
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No dominio Teste indice, o risco de viés foi baixo em 70% (14/20) dos estudos e
incerto nos outros 30% (6/20). No dominio Padrdo de Referéncia, foi predominantemente
incerto em 70% (14/20), baixo em 25% (5/20), e alto em 5% (1/20) dos estudos. O namero
consideravel de risco de viés “incerto” nestes 2 dominios deve-se unicamente ao fato de os
autores ndo mencionarem ou n&o ficar claro na descri¢do de suas metodologias o cegamento
da interpretagdo dos resultados do teste indice em relacdo ao padrdo de referéncia, e vice-
versa. Interpretar os resultados do teste de referéncia quando ja se conhece os resultados do
teste indice (sendo o contrario também verdadeiro) pode ser tendencioso e levar a uma
superestimacao da precisdo do teste indice (LIJMER et al., 1999). O cegamento € importante
para evitar a influéncia e viés nos resultados, principalmente quando a interpretacdo €
subjetiva, caso dos TR imunocromatograficos, cuja leitura é realizada visualmente, através da
identificacdo do surgimento de coloracdo. Huits e colaboradores (2017) tiveram alto risco de
viés no dominio Padrdo de Referéncia, pois utilizaram como padrdo de referéncia para
comparacdo com um TR para deteccdo de NS1 um conjunto composto tanto por PCR para
demonstracdo do DENV quanto ELISAs para deteccdo de anticorpos IgM e IgG, marcadores
ndo presentes no TR em avaliacéo.

Com relagdo ao risco de viés do dominio Fluxo e Tempo, 20% (4/20) dos estudos
apresentaram risco de viés alto. Gan e colaboradores (2014) excluiram 47 amostras com
resultados inconclusivos obtidos pelo padrdo de referéncia; Najioullah e colaboradores (2011)
ndo consideraram nas analises amostras de 12 pacientes com resultados ambiguos no TR; Pal
e colaboradores (2014) excluiram das analises amostras de 9 pacientes com resultados
positivos para IgM (TR em avaliagcdo era referente a identificacdo de NS1) e finalmente,
Paranavitane e colaboradores (2014) n&o avaliaram o TR em amostras de 30 pacientes (sem
menc¢do ao motivo ou alguma explicacao).

Todos os estudos apresentaram conceitos satisfatorios com baixo risco de viés em
questdo de aplicabilidade nos dominios Teste indice e Padrdo de Referéncia. O dominio
Selecdo dos Pacientes obteve risco de viés alto em 15% (3/20) dos estudos. Em 3 estudos
(HANG et al., 2009; JUSOH et al., 2017 e VIVEK et al., 2017) existe uma preocupa¢do que
os pacientes incluidos ndo correspondem a questdo de pesquisa, uma vez que tais autores
utilizaram diferentes grupos de amostras além daqueles de pacientes clinicamente suspeitos de

terem infeccéo pelo DENV.
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4.4 Sintese e sumarizacdo dos estudos que avaliaram testes rapidos para deteccdo de
anticorpos IgM

Quatro TRs imunocromatograficos comerciais para a deteccdo de anticorpos IgM
contra o DENV foram empregados. Os estudos de Carter e colaboradores (2015) e Simonnet e
colaboradores (2017) avaliaram o teste SD Bioline Dengue Duo NS1 and IgG/IgM (Standard
Diagnostic Inc.). Pun e colaboradores (2012) avaliaram o teste SD dengue 1gG/IgM (Standard
Diagnostics). Séenz-Bolafios e colaboradores (2008) avaliaram o teste Dengue Duo cassette
IgM/IgG (Panbio Diagnostics). E finalmente, Jindal e colaboradores (2014) avaliaram o teste
Dengue Day 1 Test (J Mitra and Co.).

A Figura 16 apresenta os dados de VP, FP, FN e VN, os valores de sensibilidade e
especificidade expressos em valores médios e intervalos de confianca de 95% e 0s respectivos
gréficos floresta obtidos para cada um dos estudos que avaliaram os TRs para deteccdo de
anticorpos IgM contra 0 DENV.

Figura 16 — Sensibilidade e especificidade diagndstica de testes rapidos para deteccdo de IgM
contra o virus da dengue e respectiva representacdo em forma de gréaficos floresta

Dengue Day 1 test

Estudo VP FP FN WM  Sensib. (35% IC) Especif. (35% IC) Sensibilidade {95% IC) Especificidade {95% IC)

Jindaletal, 2014 440 0 28 1319 084[0.91,098  1.00[1.00,1.00) _ e, .
0020406081 0020406081

SO dengue IgGigM

Estudo VP FP FN VN  Sensib. (35% IC)  Especif. (95% IC) Sensibilidade [95% IC) Especificidade (35% IC)

Punetal, 2012 35 19 15 62 0.70(0.55,082  0.77 [0.66, 0.85) M —.-

0020406081 0020406081
Dengue Duo cassette igMigs

Estudo VP FF FN WN  Sensib.{85% IC) Especif. (95% IC) Sensibilidade (35% IC) Especificidade (35% IC)
Saenz-Bolanos etal, 2008 338 45 112 332 OFS[071,078)  0.88(0.84,0.91) - =
Saenz-Bolanos etal, 2008 417 42 33 336 093(090,0.95  0.89(0.85 093 - .

0020406081 0020406081
S0 Bioline Dengue Duo NS1 and igGigM

Estudo VP FF FN VN  Sensib. (85% IC) Especif. [93% IC) Sensibilidade (95% IC) Especificidade (35% IC)
Carer atal, 2015 16 38 33 237 0.33[0.20,0.48) 0.86[0.82, 0.90) = -
Simonnetetal, 2017 161 51 198 2937  0.45([0.40, 0.50] 0.9% [0.9€, 0.99] | it L L |

0020406081 0020406081

Valores de sensibilidade (Sensib.) e especificidade (Especif.) obtidos a partir de estudos por teste rapido
analisado foram expressos como média e intervalo de confiancga (IC) de 95%.
Fonte: (Do autor, 2019).

A sensibilidade e especificidade da detec¢do de IgM da dengue pelos TRs variou de
33% (20-48%) a 94% (91-96%) e 77% (66-85%) a 100% (100-100%), respectivamente. O
teste padrdo de referéncia utilizado para determinar a acuracia diagnostica dos TRs avaliados
em todos os estudos foi 0 ELISA de captura de IgM, de diferentes fabricantes (Tabela 5). As
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amostras sanguineas de pacientes foram oriundas da Asia (Camboja, india, Nepal) e Américas
(Costa Rica, Guiana Francesa) e o quantitativo utilizado por estudo variou de 131 a 3.347
amostras (Tabelas 3 e 5). Apenas Jindal e colaboradores (2014) realizaram um estudo
retrospectivo, os demais foram todos prospectivos (Tabela 3).

Aqueles testes em que so foi possivel a identificacdo e sele¢cdo de um Unico estudo
apenas foram discutidos qualitativamente, uma vez que o sumério das evidéncias ndo foi
possivel. A Figura 17 mostra os valores de sensibilidade e especificidade de cada estudo
individual realizado por TR representados graficamente por um modelo de curva ROC.
Curvas ROC s3o empregadas em RS’s para exibir os resultados de uma série de estudos
permitindo que a sensibilidade e especificidade de cada estudo seja plotada como um ponto
separado nesta curva. Testes com melhor desempenho apresentam linhas proximas ao canto
superior esquerdo das curvas ROC (DEEKS, 2001).

Figura 17 — Curva receptor operador (ROC) de valores de sensibilidade e especificidade de
estudos individuais por teste rpido imunocromatogréfico analisado para deteccdo de IgM
contra o virus da dengue
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Atraveés da inspec¢do visual desta curva observamos que o TR SD Bioline Dengue Duo
NS1 and 1gG/IgM no estudo realizado por Carter e colaboradores (2015) e do TR SD dengue
IgG/IgM analisado por Pun e colaboradores (2012) apresentaram o0s menores valores de
sensibilidade e especificidade, respectivamente. Diferentemente, Dengue Day 1 Test
analisado por Jindal e colaboradores (2014), apresentou a maior sensibilidade e
especificidade.

4.4.1 Dengue Day 1 test (J Mitra and Co.)

O Dengue Day 1 test trata-se de um TR imunocromatografico de fase sélida que
consiste em dois dispositivos, um para detec¢do qualitativa do antigeno NS1 da dengue e um
segundo dispositivo para detec¢do diferencial de anticorpos IgM e IgG para o0 DENV no
soro/plasma humano. Para teste de anticorpos IgM/IgG sua sensibilidade é de 95% e sua
especificidade de 97% (J MITRA, 2018).

Jindal e colaboradores (2014) avaliaram tanto a deteccdo do anticorpo IgM, quanto a
do antigeno NS1 (discutida mais adiante). Para a avaliacdo da deteccdo de IgM, utilizaram
1.787 amostras de soro de pacientes clinicamente suspeitos de dengue durante um surto da
doenga na India em 2011, e utilizaram como teste de referéncia um ELISA de captura IgM
(Tabelas 3 e 5).

Obtiveram valores de sensibilidade de 94,1% (91-96%) e de especificidade de 100%
(100-100%) ambos expressos como valores médios e limites de confianca de 95% (Figuras

16 e 17), condizentes com os valores informados pelo fabricante do produto.

4.4.2 SD Dengue IgG/IgM (Standard Diagnostics)

O teste SD Dengue IgG/IgM € um teste imunocromatografico in vitro em fase sélida
para a deteccao qualitativa e diferencial de anticorpos 1gG e IgM para os sorotipos do DENV-
1, 2, 3 e 4, em soro, plasma ou sangue total humano. A sensibilidade e especificidade do teste
declaradas pelo fabricante é de 91,2% e 92%, respectivamente (STANDARD
DIAGNOSTICS, 2009).

Pun e colaboradores (2012) avaliaram o TR com 131 amostras de soro de pacientes
nepaleses febris clinicamente suspeitos de infeccdo por DENV durante epidemia da doenca
em 2010 (Tabelas 3 e 5) e utilizaram como teste de referéncia o SD Dengue IgM Capture
ELISA (Standard Diagnostics).
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A sensibilidade encontrada do TR foi de 70% (55-82%) e a especificidade foi de
76,5% (66-85%) (Figuras 16 e 17), ambos expressos como valores médios e limites de
confianca de 95%, sendo os valores obtidos bem abaixo dos especificados pelo fabricante,
portanto ndo sendo altamente sensivel para detectar casos de dengue.

Os autores relatam como possivel justificativa para a variagdo na sensibilidade e
especificidade do kit de diagndstico, as condi¢des de temperatura do armazenamento e
transporte, a prevaléncia de outras doencas endémicas febris (como malaria, leptospirose,
brucelose e até influenza), podendo levar a uma reatividade falso-positiva do TR, e a coleta de
amostra no momento adequado ap6s o inicio da doenca, uma vez que o anticorpo IgM da
dengue ¢ produzido cerca de cinco dias ap6s o inicio da doenca (PUN et al., 2012).

4.4.3 Dengue Duo cassette IgM/1gG (Panbio Diagnostics)

Dengue Duo cassette IgM/IgG é um TR de imunocromatografia usado para detectar
anticorpos IgM e IgG de alto titulo para o DENV no soro, plasma e sangue total humano. A
sensibilidade na dengue primaria é de 85,1% e a especificidade é de 91,6%, conforme
declarado pelo fabricante (ABBOTT, 2019a).

Séenz-Bolafios e colaboradores (2008) avaliaram 0 TR com amostras de soro de 828
pacientes suspeitos de dengue da Costa Rica, entre 2005 e 2006 (Tabelas 3 e 5). O TR foi
realizado em diferentes estabelecimentos de saude locais, e os resultados foram comparados
com aqueles obtidos pelo padréo de referéncia, um ELISA de captura de IgM, realizado em
um laboratorio de referéncia do pais. Neste mesmo laboratério, o TR foi realizado novamente
com as mesmas amostras e mais uma vez comparado com os resultados do ELISA (Tabela 5).
Por se tratar das mesmas amostras, a sintese e sumarizagdo dos valores ndo foi possivel, sendo
feita apenas uma analise descritiva.

A sensibilidade e especificidade, obtidas pelos autores nos TRs realizados nos
estabelecimentos de salde locais e expressos como valores médios e limites de confianca de
95%, foram de 75% (71-79%) e 88% (84-91%), respectivamente, valores mais baixos do que
aqueles relatados pelo fabricante. J& os valores obtidos no laboratorio de referéncia foram de
93% (90-95%) e 89% (85-92%) para sensibilidade e especificidade, respectivamente (Figuras
16 e 17), estando de acordo com os relatados pelo fabricante. Vale destacar que neste estudo
ndo se diferenciou dengue primaria da secundaria.

Apesar das condicdes locais adequadas para realizacdo do teste, a diferenca observada

nos resultados pode ser devida a condigdes inerentes ao proprio método e o desempenho
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diario do pessoal que trabalha nos diferentes dias, realizando outros exames laboratoriais e
atendendo a mdltiplas tarefas simultaneamente. Os resultados da determinacdo de anticorpos
IgM devem sempre ser interpretados com cautela, pois o nivel de anticorpos detectaveis
depende dos dias de evolucdo da doenca em que se coletou a amostra analisada, e se 0
paciente estd sofrendo uma infeccdo primaria ou secundaria. Além disso, pode ocorrer
reatividade cruzada com outros flavivirus (SAENZ-BOLANOS et al., 2008).

Numa RS e metandlise realizada por Blacksell e colaboradores (2006) para determinar
a acuracia de TRs para o diagnoéstico da infec¢do aguda por dengue, os valores agrupados de
sensibilidade e especificidade do TR da Panbio foram de 86% (74-92%) e 88% (78-94%)
respectivamente, expressos como valores médios e limites de confianga de 95%. Os autores
conduziram a pesquisa nas bases de dados MEDLINE, EMBASE, Cochrane Library, Web of
Science e SCIRUS, sem restricbes de idioma e ao final 11 estudos foram incluidos na
metanalise, sendo 5 anteriores ao ano de 2000. Cabe salientar que nenhum desses estudos
cumpriu os critérios de selecdo estabelecidos nesta RS.

4.4.4 SD Bioline Dengue Duo NS1 and IgG/IgM (Standard Diagnostic Inc.)

O SD Bioline Dengue Duo kit € um ensaio rapido imunocromatografico, de uma etapa,
que contém dois dispositivos de teste, desenvolvidos para detectar tanto o antigeno NS1
guanto os anticorpos 1gG/IgM do DENV em soro, plasma e sangue total humano. A
sensibilidade é de 94,2% e a especificidade é de 96,4% para deteccdo de IgM/IgG, conforme
declarado pelo fabricante (ABBOTT, 2019b).

Carter e colaboradores (2015) avaliaram tanto a deteccdo do anticorpo IgM, quanto a
do antigeno NS1 (discutida mais adiante). Referente a avaliacdo do TR para detec¢édo de IgM,
utilizaram 324 amostras de sangue total e/ou soro de pacientes (menores de 16 anos) com
doenca febril ndo localizada, durante o0 ano de 2010 no Camboja (Tabelas 3 e 5). O teste de
referéncia escolhido utilizado para avaliacdo do desempenho da deteccdo de IgM foi ELISA
Panbio Dengue IgM Combo (Panbio). Os valores de sensibilidade e especificidade expressos
como valores médios e limites de confianca de 95% obtidos foram de 32,7% (20-48%) e
86,2% (82-90%), respectivamente. Os valores declarados pelo fabricante a época da
realizacdo do estudo foram: sensibilidade de 99,4% e especificidade de 93%. A baixa
sensibilidade para o diagndstico de infeccdo pelo DENV, provavelmente deve-se a alta co-
prevaléncia de outras infec¢des (bacterianas), indicando a necessidade também de uma ampla

avaliacdo microbiologica das doencas febris ndo localizadas.
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Simonnet e colaboradores (2017) também avaliaram tanto a deteccdo do anticorpo
IgM, quanto a do antigeno NS1 (discutida mais adiante). Referente a avaliacdo do TR para
deteccdo de IgM, utilizaram 3.347 amostras de soro de pacientes da Guiana Francesa
diagnosticados com dengue provavel, de acordo com os critérios da OMS de 2009, durante
pico da epidemia em 2013 (Tabelas 3 e 5). O teste de referéncia utilizado foi o ELISA
Dengue Fever Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics). Os valores de
sensibilidade e especificidade expressos como valores médios e limites de confianca de 95%
obtidos foram de 45% (40-50%) e 98% (98-99%), respectivamente. Uma das razfes para o
fraco desempenho pode ser 0 nimero de dias desde o inicio dos sintomas, pois a maioria dos
pacientes foi testada antes do dia 5, na janela de soroconversdo. Uma segunda razdo poderia
ser, uma proporcao significativa de infec¢cdes secundarias por dengue com baixos titulos IgM
anti-DENV néo detectado pelo teste utilizado (SIMONNET et al., 2017).

Os valores dos estudos individuais e resultados agrupados (efeito aleatério) de
sensibilidade e especificidade encontram-se representados na Figura 18.

Figura 18 — Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados do teste rapido
imunocromatogréafico SD Bioline Dengue Duo NS1 and 1gG/IgM

Sensibilidade (95% IC)

- CARTER etal., 2015 0.33 (0.20-0.48)
. SIMONNET etal, 2017 045 (0.40-0.50)
& Sensibilidade Agrupada = 0.43 (0.38 a 0.48)
Qui-quadrado = 2.67; gl = 1 (p = 0.1020)
0 02 04 06 08 1 Inconsisténcia(I*) = 62.6%
Sensibilidade

Especificidade (95% IC)

- CARTER etal, 2015  0.86 (0.82—0.90)
. SIMONNET etal, 2017 0.98 (0.98-0.99)

¢ Especificidade Agrupada= 0.97(0.97 a 0.98)
_ | Qui-quadrado =79.44;gl = 1 (p = 0.0000)
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Especificidade

Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados expressos como média e limites de confianga
de 95%. Modelo de efeitos aleatorios DerSimonian e Laird empregado para o célculo dos valores agrupados de
sensibilidade e especificidade representados como losango nos graficos floresta. Valores dos indices 1% de
Higgins indicam heterogeneidade significativa (1°=62,6%) e consideravel (12=98,7%) para valores de
sensibilidade e especificidade, respectivamente.

Fonte: (Do autor, 2019).
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Os estudos mostram heterogeneidade para valores de sensibilidade, com Qui-quadrado
= 2,67 (1gl) p = 0,102 e 1> = 62,6% (heterogeneidade significativa) e para valores de
especificidade, com Qui-quadrado = 79,44 (1gl) p = 0,000 e 1> = 98,7%, representando
heterogeneidade consideravel. O resultado da sensibilidade agrupada foi de 43% (38-48%) e
da especificidade foi de 97% (97-98%) ambas expressas como valores médios e limites de
confianca de 95%.

O reduzido numero de estudos dificulta a inferéncia de conclusdes a respeito dos
valores agrupados e das possiveis causas de heterogeneidade entre os estudos. A deteccéo de
anticorpos IgM anti-dengue ¢ influenciada, entre outros fatores, pelo tempo do surgimento
dos sintomas até a coleta da amostra para anélise. O inicio dos sintomas ocorre geralmente 5
dias apos a infeccdo, momento em que 0s pacientes procuram os servicos de saude, podendo
ser muito cedo para a deteccdo de anticorpos IgM (GUBLER, 1998). Uma analise mais

profunda a respeito ndo pode ser realizada por falta de dados a respeito.

4.5 Sintese e sumarizacdo dos estudos que avaliaram testes rapidos para deteccdo do
antigeno NS1

Nove TRs imunocromatograficos comerciais baseados na deteccdo de NS1 foram
usados. Cinco estudos (HANG et al., 2009; TRICOU et al., 2010; BISORDI et al., 2011,
NAJIOULLAH et al., 2011; PAL et al., 2014) avaliaram o teste Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-
Rad) e cinco estudos (TRICOU et al., 2010; GAN et al., 2014; CARTER et al., 2015; JUSOH
et al., 2017; SIMONNET et al., 2017) empregaram o TR SD Bioline Dengue Duo NS1 and
IgG/IgM (Standard Diagnostic Inc.). Quatro estudos (SHRIVASTAVA et al., 2011; PAL et
al., 2014; PARANAVITANE et al., 2014; HUITS et al., 2017) avaliaram o teste SD Bioline
Dengue (Standard Diagnostic Inc.). Dois estudos (BUONORA et al., 2016; MATA et al.,
2017) avaliaram o teste Bioeasy - Dengue Eden Test Bioeasy (Standard Diagnostic Inc.) e dois
estudos (JINDAL et al., 2014; VIVEK et al., 2017) o teste Dengue Day 1 Test (J Mitra and
Co.). Pal e colaboradores (2014) avaliaram o teste PANBIO - Dengue Early Rapid (Inverness
Medical); Gaikwad e colaboradores (2017), o teste Dengue NS1 Antigen Card Test (Bhat Bio-
Scan); Jusoh e colaboradores (2017), o teste ProDetect Dengue Duo NS1 Ag 1gG/IgM rapid
test (Mediven); e Vickers e colaboradores (2017) avaliaram o nono TR OneStep Dengue NS1
RapiDip™ [nstaTest (Diagnostic Automation Cortez Diagnostics, Inc.).

A Figura 19 apresenta os dados de VP, FP, FN e VN, os valores de sensibilidade e

especificidade expressos em valores médios e intervalos de confianga de 95% e os respectivos
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gréaficos floresta de cada um dos estudos que avaliaram os TRs para deteccdo do antigeno
NS1.

A sensibilidade e especificidade da deteccdo do NS1 da dengue variou de 45% (36—
53%) a 100% (97-100%) e 67% (55-77%) a 100% (100-100%), respectivamente. Quatro
diferentes metodologias foram usadas (algumas em combinagdo) como testes padrédo de
referéncia para determinar a acuréacia diagnéstica dos TRs avaliados nos estudos, a saber:
isolamento viral, RT-PCR, real time RT-PCR e ELISA de diferentes fabricantes (Tabela 4).
As amostras de pacientes foram oriundas da Asia (Camboja, Cingapura, india, Malasia, Sri
Lanka, Vietnd) e Américas (Brasil, Guiana Francesa, Jamaica, Martinica, Peru) e o
quantitativo utilizado variou de 86 a 3.347 amostras por estudo (Tabelas 3 e 4). Apenas Jindal
e colaboradores (2014) e Huits e colaboradores (2017) realizaram um estudo retrospectivo, 0s
demais foram todos prospectivos. Aqueles testes em que s foi possivel a identificacdo e
selecdo de um Unico estudo apenas foram discutidos qualitativamente, uma vez que 0 sumario
das evidéncias ndo foi possivel.

A Figura 20 mostra os valores de sensibilidade e especificidade de cada estudo
individual realizado por TR representados graficamente por um modelo de curva ROC.

Atraveés da inspecdo visual desta curva observamos que o TR Bioeasy - Dengue Eden
Test Bioeasy no estudo de Buonora e colaboradores de 2016 e o TR Dengue NS1 Antigen
Card Test analisado por Gaikwad e colaboradores (2017) apresentaram os menores valores de
sensibilidade e especificidade, respectivamente. Diferentemente, 0 TR Dengue NS1 Ag
STRIP analisado por Bisordi e colaboradores (2011) apresentou o maior valor de
sensibilidade, enquanto o Dengue Day 1 Test avaliado por Jindal e colaboradores (2014)

apresentou a melhor especificidade.
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Figura 19 — Sensibilidade, especificidade diagndstica de testes rapidos (TRs) para deteccéo de
NS1 do virus da dengue e respectiva representacdo em forma de gréaficos floresta.
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Sensibilidade (Sensib.) e especificidade (Especif.) de cada estudo de TR expressas como médias e intervalos de
confianca (IC) de 95%.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Figura 20 — Curva receptor operador (ROC) de valores de sensibilidade e especificidade de
estudos individuais por teste rdpido imunocromatogréafico analisado para deteccdo do antigeno

NSI do virus da dengue
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Fonte: (Do autor, 2019).

451 OneStep Dengue NS1 RapiDip™ InstaTest (Diagnostic Automation Cortez
Diagnostics, Inc.)

OneStep Dengue NSI RapiDip™ InstaTest € um imunoensaio qualitativo de
membrana para a detec¢do do antigeno NS1 no soro humano. Os valores de sensibilidade e
especificidade declarados pelo fabricante sdo 76,5% e 95,3%, respectivamente

(DIAGNOSTIC AUTOMATION, 2017).
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Vickers e colaboradores (2017) avaliaram o teste com amostras de soro congeladas
obtidas de pacientes com doengas febris que procuraram servicos de salde durante o ano de
2012 na Jamaica e utilizaram como teste padrdo de referéncia o ELISA SD Dengue NS1 AG,
da Standard Diagnostics Inc (Tabelas 3 e 4).

O TR identificou corretamente 81 das 90 amostras de dengue positivas para 0 ELISA,
dando uma sensibilidade de 90% (82-95%). Das 249 amostras negativas no ELISA, o
resultado do TR foi negativo em 241 amostras, com uma especificidade de 97% (94-99%)
(Figuras 19 e 20). Os citados valores de sensibilidade e especificidade foram expressos como
valores médios e intervalos de confianca de 95%. O TR apresentou neste estudo valores de
sensibilidade e especificidade mais altos em relagcdo aos declarados pelo fabricante.

O ensaio foi capaz de detectar o antigeno NS1 do dia 0 ao 13° dia ap6s o inicio do
sintoma. Os autores também avaliaram a sensibilidade na infeccdo primaria (89,8%) e na
infecgdo secundéria (90,3%), ndo sendo significativamente diferente, contudo estudos relatam
maiores sensibilidades de NS1 em infeccbes primarias do que em secundarias e estas sdo
explicadas pela presenca de anticorpos 1gG anti-NS1 que formam complexos com antigenos
NS1 (ANDRIES et al., 2012; OSORIO et al., 2010). A utilizacdo apenas de métodos
soroldgicos para definir casos positivos e negativos poderia ter sido melhorada pelo uso de
métodos moleculares e/ou isolamento de virus, sendo um possivel ponto questionavel do
estudo (VICKERS et al., 2017).

4.5.2 ProDetect Dengue Duo NS1 Ag IgG/IgM Rapid Test (Mediven)

O ProDetect Dengue Duo NS1 Ag IgG/IgM Rapid Test é um teste
imunocromatografico para a triagem visual do antigeno NS1 e anticorpos IgG/IgM da dengue
no sangue total humano, soro ou plasma, como uma ajuda no diagnéstico da infeccdo por
dengue. Apresenta 95.8% de sensibilidade e 96.1% de especificidade para detec¢do de NS1
(MEDIVEN, 2018).

Jusoh e colaboradores (2017) realizaram um estudo na Malésia com 81 amostras de
soro de pacientes suspeitos de dengue, além de outras 5 amostras negativas, obtidas de
pessoas normais e saudaveis que vivem em areas ndo endémicas de dengue (Tabelas 3 e 4).
Foi utilizado como teste de referéncia o ELISA Platelia™ Dengue NS1 antigen capture test
(Bio-Rad), resultando em valores de sensibilidade de 94% (81-99%) e de especificidade de
96% (86—100%) expressos em valores médios e intervalos de confianga de 95% (Figuras 19 e
20). O TR apresentou sensibilidade e especificidade condizentes com os informados pelo
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fabricante, e o desempenho geral do método foi satisfatério quando comparado com o ELISA
NS1.

4.5.3 Dengue NS1 Antigen Card Test (Bhat Bio-Scan)

Dengue NS1 Antigen Card Test é um imunoensaio cromatografico rapido para a
deteccdo do antigeno NS1 da dengue em plasma ou soro humano, gerando resultados em 20
minutos. Sua sensibilidade é 93,4%, e sua especificidade de 99% (BHAT BIO-TECH, 2013).

Gaikwad e colaboradores (2017) realizaram um estudo em 2015, na india, com 200
amostras de soro de pacientes clinicamente suspeitos de dengue, com febre de 1 a 9 dias,
juntamente com sintomas como cefaleia, mialgia, dor retro-orbital, erupcdo cutanea e
manifestacdes hemorragicas (Tabela 3). Os autores avaliaram o TR em comparagcdo com Real
Time RT-PCR para o diagndstico precoce da dengue (Tabela 4), e os valores de sensibilidade
e especificidade, expressos em valores médios e intervalos de confianca de 95%, obtidos
foram de 82% (73-88%) e 67% (55-77%), respectivamente (Figuras 19 e 20). Os valores
encontrados foram bem abaixo daqueles declarados pelo fabricante, principalmente no que se
refere a especificidade.

O TR apresentou maiores valores de sensibilidade nos dias 3-5 da febre: no 3° dia da
febre, a sensibilidade foi de 96,6%, no 4° dia foi de 90,5% e no 5° dia foi de 80%. No 1° dia
da febre o TR apresentou apenas 20% de sensibilidade, contudo com 8 pacientes enquadrados
nesta categoria, foi um nimero estatisticamente insignificante para chegar a alguma concluséo
(GAIKWAD et al., 2017).

4.5.4 PANBIO® Dengue Early Rapid (Inverness Medical)

O Panbio® Dengue Early Rapid é um ensaio imunocromatografico in vitro, em um
unico estagio, desenvolvido para a determinacdo qualitativa do antigeno NS1 do DENV no
soro, plasma ou sangue total humano para o diagnostico da infeccdo aguda precoce por
dengue. Apresenta sensibilidade de 91,89% e especificidade de 98,39% (ABBOTT, 2019c).

Pal e colaboradores (2014) avaliaram 3 TRs, dentre eles o teste Panbio. Devido a
restricbes de volume das amostras, nem todas foram testadas em todos os testes avaliados.
Para a avaliacdo deste teste, utilizaram 106 amostras de soro de pacientes do Peru, com
doenca febril aguda (febre por até cinco dias), acompanhada de dor de cabeca, dor muscular,

ocular e/ou articular (Tabela 3). Isolamento viral foi o método escolhido como padrdo de
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referéncia (Tabela 4), e os resultados obtidos para sensibilidade expressos em valores médios
e intervalos de confianga de 95%, foram 72% (64—79%) e para especificidade, 95% (83-99%)
(Figuras 19 e 20). O valor de especificidade ficou dentro do esperado em comparagdo com
aquele declarado pelo fabricante, enquanto a sensibilidade ficou abaixo do declarado.

Trés fatores poderiam ser correlacionados com a probabilidade de uma determinada
amostra produzir um resultado FN: alteracBes temporais nos niveis de NS1 no soro de
pacientes, com pico em torno do 4° ao 5° dia; status da infeccdo, com sensibilidade geral
menor em infeccdes secundarias; devido ao fato da formacdo de complexos antigeno-
anticorpo reduzindo o acesso aos epitopos-alvo para os artigos de teste; e ao sorotipo
infectante do DENV: a perda da sensibilidade geral ocorreu devido & baixa sensibilidade
(44%) ao DENV-4, DENV-1 mostrou maior sensibilidade (93%), seguido do DENV-2 (81%)
e DENV-3 (74%) (PAL et al., 2014).

455 Dengue Day 1 Test (J Mitra and Co.)

A descricdo detalhada bem como as caracteristicas do teste Dengue Day 1 Test
encontram-se no item 4.4.1. A sensibilidade e especificidade declaradas pelo fabricante do
teste para deteccdo de NS1 é de 96% e 98%, respectivamente (J MITRA, 2018).

Como ja descrito no mesmo item (4.4.1), Jindal e colaboradores (2014) também
avaliaram a deteccdo do antigeno NS1 deste TR. Com o mesmo quantitativo de amostras
(1.787) e utilizando como padréo de referéncia para a detecgdo de NS1 o ELISA Dengue
Early (Panbio) (Tabela 4) obtiveram sensibilidade de 86% (79-91%), valor inferior ao
descrito pelo fabricante, e especificidade de 100% (100-100%) expressas em valores médios
e intervalos de confianca de 95% (Figuras 19 e 20).

Algumas limitacdes do estudo foram o grande numero de pacientes que recebeu
tratamento antes de chegar ao hospital de referéncia onde o TR foi realizado, e o fato de nédo
estar claro o dia exato da febre no momento da realizacédo do teste (JINDAL et al., 2014).

Vivek e colaboradores (2017) avaliaram o0 TR em questdo durante o ano de 2015 na
india, com 190 amostras de soro de pacientes, criancas com dengue suspeita ou provavel
segundo classificacdo da OMS de 2012, e com 21 amostras de voluntarios saudaveis,
totalizando 211 amostras (Tabelas 3 e 4). RT-PCR foi o teste padrdo de referéncia utilizado, e
a sensibilidade e especificidade, expressos em valores médios e intervalos de confianca de
95%, obtidas foram 83% (76-88%) e 97% (84-100%), respectivamente (Figuras 19 e 20). A
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sensibilidade do TR para a deteccdo de NS1 foi inferior aquela declarada pelo fabricante do
teste.

Nas infeccOes primarias, a sensibilidade foi de 90% e 67,9% nas infeccdes
secundarias. Nos dias 1 e 2 ap0s o inicio dos sintomas, a sensibilidade do teste foi de 100%, e
entdo comegou a cair: dia 3 (90,2%), dia 5 (75,6%), e dia 10 (66,6%). A sensibilidade para 0s
diferentes sorotipos foi: DENV-1 (76,8%), DENV-2 (89,1%), DENV-3 (81%) e DENV-4
(100%), apesar de as amostras de DENV-3 e DENV-4 usadas ndo terem sido grandes o
suficiente para determinar o desempenho real desses sorotipos. A menor sensibilidade para
DENV-1 pode ser devido a um novo gendtipo deste sorotipo circulante na regido onde o
estudo foi realizado (VIVEK et al., 2017).

Os valores dos dois estudos individuais e resultados agrupados de sensibilidade
(modelo de efeitos fixos) e especificidade (modelo de efeitos aleatorios) encontram-se

representados na Figura 21.

Figura 21 — Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados do teste rapido
imunocromatografico Dengue Day 1 Test

Sensibilidade (95% IC)

' JINDAL et al., 2014 0.86 (0.79-0.91)
VIVEK etal., 2017 0.83 (0.76-0.88)
L 2 Sensibilidade Agrupada = 0.84 (0.80a 0.88)
Qui-quadrado = 0.58; gl = 1 (p = 0.4452)
0 0.2 04 06 08 1 Inconsisténcia (I*) = 0.0%

Sensibilidade

Especificidade (95% IC)

JINDAL et al., 2014 1.00 (1.00-1.00)
VIVEK etal., 2017 0.97 (0.84-1.00)

¢ Especificidade Agrupada= 1.00(1.00a 1.00)
| Qui-quadrado = 7.95; gl = 1 (p = 0.0048)
0 0.2 0.4 0.6 08 1 Inconsisténcia (1?) = 87 .4%

Especificidade

Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados expressos como média e limites de confianga
de 95%. Modelos de efeitos fixos Mantel e Haenszel e de efeitos aleatorios DerSimonian e Laird foram
empregados para o calculo dos valores agrupados de sensibilidade e especificidade, respectivamente e
representados como losango nos gréficos floresta. Valores dos indices 12 de Higgins indicam homogeneidade
para resultados de sensibilidade (1>=0) e heterogeneidade considerdvel para valores de especificidade
(12=87,4%).

Fonte: (Do autor, 2019).
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Os estudos mostraram heterogeneidade néo significativa para valores de sensibilidade,
com Qui-quadrado = 0,58 (1gl) p = 0,4452 e 1> = 0,0%, representando homogeneidade nos
resultados de sensibilidade e heterogeneidade significativa para valores de especificidade,
com Qui-quadrado = 7,95 (1gl) p = 0,0048 e 1?> = 87,4% (heterogeneidade consideravel). O
resultado da sensibilidade agrupada foi de 84% (80-88%) e da especificidade foi de 100%
(100-100%) ambas expressas como valores médios e limites de confianca de 95%.

Com o agrupamento dos estudos, a especificidade atingiu o valor maximo de 100%.
Contudo, a sensibilidade agrupada de 84% continuou aquém daquela declarada pelo
fabricante (96%).

4.5.6 Dengue Eden Test Bioeasy (Standard Diagnostic Inc.)

O Dengue Eden Test Bioeasy é um ensaio imunocromatografico rapido, em um sé
passo, para deteccdo qualitativa do antigeno NS1 do DENV em amostras de soro, plasma e
sangue total. Os valores declarados pelo fabricante para sensibilidade sdo de 92,8% e
especificidade, de 100% (STANDARD DIAGNOSTIC, 2013a).

Buonora e colaboradores (2016) conduziram um estudo com 325 amostras de soro de
pacientes que apresentaram até 72 horas de doenca febril aguda, sem foco evidente de
infeccdo, durante a epidemia de DENV-4 de 2013, no Brasil (Tabelas 3 e 4). O teste padréo
de referéncia utilizado para comparacdo com o TR foi o RT-PCR, e os valores de
sensibilidade e especificidade expressos como valores médios e limites de confianca de 95%
obtidos foram de 45% (36-53%) e 98% (94-99%) respectivamente (Figura 19).

Embora altamente especifico, a sensibilidade foi bem inferior aquela declarada pelo
fabricante. Os possiveis motivos seriam a presenca de apenas um sorotipo (DENV-4) na
populacdo estudada, e a maioria dos casos serem infeccBes secundarias, com sensibilidade de
42%, do que casos primérios de dengue, com sensibilidade de 62,5%, podendo ter contribuido
para 0 mau desempenho do teste.

Mata e colaboradores (2017) realizaram um estudo com pacientes com até 4 dias de
sindrome febril aguda sem diagnostico estabelecido, durante uma epidemia de dengue em
2015 no Brasil (Tabela 3). O objetivo do estudo foi avaliar a precisdo do TR em amostras de
sangue total realizadas no ponto de atendimento e amostras de soro (dos mesmos pacientes)
realizadas em um laboratorio de referéncia, com leituras realizadas em 15 e 30 min (testes

com resultados invalidos aos 15 min foram lidos novamente aos 30 min). Entretanto, os
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resultados referentes as leituras realizadas aos 30 min ndo foram considerados nesta RS, uma
vez que o manual de instrugcdes do produto preconiza leitura apenas entre 15-20 min.

O conjunto de testes RT-PCR e Dengue NS1 Ag-ELISA (Bio-Rad) foram usados como
testes padrdo de referéncia para comparacdo com o TR (casos de dengue foram definidos por
um resultado positivo em pelo menos um deles e ndo-dengue por resultados negativos em
ambos) como mostrado na Tabela 4. Com a utilizacdo de 139 amostras de sangue total, a
sensibilidade obtida foi de 77% (68-84%) e a especificidade de 87% (66-97%), ja& com 142
amostras de soro, a sensibilidade foi de 82% (74-89%) e a especificidade de 100% (86—
100%), com valores de sensibilidade e especificidade expressos como valores médios e
limites de confianca de 95% (MATA et al., 2017).

Mesmo utilizando matrizes de amostras diferentes, a sensibilidade em ambos os casos
foi inferior ao declarado pelo fabricante. A especificidade utilizando como matriz sangue total
também foi inferior, contudo, a matriz soro foi condizente com o declarado. A avaliagdo de
um Unico sorotipo (DENV-1), pode ter sido uma limitacdo do estudo.

Os valores dos estudos individuais e resultados agrupados de sensibilidade (modelo de
efeitos aleatdrios) e de especificidade (modelo de efeitos fixos) encontram-se representados
na Figura 22. Para 0 agrupamento dos estudos, apenas foi considerado o estudo de Mata e
colaboradores (2017) utilizando soro, uma vez que a avaliagdo dos autores usando sangue
total referia-se aos mesmos pacientes e o estudo de Buonora e colaboradores (2016) também
utilizou amostras de soro, minimizando assim a possivel interferéncia da matriz no
desempenho do TR.

Os estudos mostraram heterogeneidade significativa para valores de sensibilidade,
com Qui-quadrado = 41,15 (1gl) p = 0,0000 e 1> = 97,6%, representando heterogeneidade
consideravel e ndo apresentam heterogeneidade para valores de especificidade, com Qui-
quadrado = 1,03 (1gl) p = 0,3106 e 12 = 2,7%, representando que a heterogeneidade pode n3o
ser importante. O resultado da sensibilidade agrupada foi de 61% (55-67%) e da
especificidade foi de 98% (95-99%) ambas expressas como valores médios e limites de
confianca de 95%.

Com o agrupamento dos estudos, a especificidade atingiu o valor de 98%. Contudo, a
sensibilidade agrupada de 61% continuou muito inferior daquela declarada pelo fabricante
(92,8%).
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Figura 22 — Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados do teste rapido
imunocromatografico Dengue Eden Test Bioeasy

Sensibilidade (95% IC)

B BUONORA etal., 2016 0.45 (0.36—0.53)
. MATA etal., 2017 0.82 (0.74-0.89)
* Sensibilidade Agrupada = 0.61 (0.55 a 0.67)
| | Qui-quadrado = 41.15;gl = 1 (p = 0.0000)
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Inconsisténcia(l?) = 97.6%
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. BUONORA etal., 2016 0.98 (0.84-0.99)
. MATA etal., 2017 1.00 (0.86-1.00)

* Especificidade Agrupada= 0.98(0.95a 0.99)
| | Qui-guadrade =1.03; gl =1 (p = 0.3108)
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Inconsisténcia(l®) = 2.7%

Especificidade

Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados expressos como média e limites de confianga
de 95%. Modelos de efeitos aleatérios DerSimonian e Laird e de efeitos fixos Mantel e Haenszel foram
empregados para o calculo dos valores agrupados de sensibilidade e especificidade, respectivamente
representados como losango nos graficos floresta. Valores dos indices 12 de Higgins indicam heterogeneidade
consideravel (1°=97,6%) e heterogeneidade ndo importante (1=2,7%) para valores de sensibilidade e
especificidade, respectivamente.

Fonte: (Do autor, 2019).

4.5.7 SD Bioline Dengue NS1 Ag (Standard Diagnostic Inc.)

O SD BIOLINE Dengue NS1 Ag é um ensaio imunocromatogréafico in vitro, em um
Unico estagio, desenvolvido para detectar o antigeno NS1 do DENV no soro, plasma ou
sangue total humano. Apresenta sensibilidade de 92,4% e especificidade de 98,4%, conforme
declarado pelo fabricante (STANDARD DIAGNOSTIC, 2013b).

Huits e colaboradores (2017) avaliaram retrospectivamente o TR, com os resultados de
308 amostras de viajantes internacionais que apresentaram febre por até 7 dias sem causa
clinica 6bvia ao retornarem dos tropicos, entre 0s anos de 2012-2016 na Bélgica (Tabelas 3 e
4). Um conjunto de testes foi utilizado como padrdo de referéncia, sendo eles: Real Time RT-
PCR, e ELISAs Dengue Virus IgM Capture Dx Select e Dengue Virus 1gG Dx Select (Focus
Diagnostica). Para uso nesta RS apenas foi considerado os resultados caracterizados pelo Real
Time RT-PCR, visto que o TR analisado refere-se a deteccdo de NS1. A sensibilidade obtida
foi de 84% (70-93%), enquanto a especificidade foi de 97% (95-99%), expressos como
valores médios e limites de confianca de 95% (Figura 19).
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SD BIOLINE foi o segundo TR avaliado por Pal e colaboradores (2014)
(caracteristicas do estudo ja foram descritas no item 4.5.4). Para esta avaliacdo, utilizaram 192
amostras de soro e na comparac¢ao com o isolamento viral como padréo de referéncia (Tabela
4), obtiveram valor de sensibilidade de 72% (65-79%) e especificidade de 100% (91-100%),
expressos como valores médios e limites de confianga de 95%.

Paranavitane e colaboradores (2014) avaliaram o TR com amostras de soro de 156
pacientes adultos do Sri Lanka, com suspeita de infeccdo aguda por dengue, no ano de 2013
(Tabelas 3 e 4). Dengue Early ELISA (Panbio) foi o teste escolhido como padrdo de
referéncia, e os valores obtidos, expressos como valores médios e limites de confianca de
95%, de sensibilidade e especificidade foram 97% (91-100%) e 94% (86-98%),
respectivamente (Figura 19).

Shrivastava e colaboradores (2011) conduziram um estudo na india com 91 amostras
de soro de pacientes clinicamente suspeitos de dengue durante o ano de 2008. A avaliacdo do
TR foi feita em comparagdo com o padrdo de referéncia Dengue Early ELISA (Panbio)
(Tabelas 3 e 4). A sensibilidade obtida foi de 63% (41-81%), e a especificidade foi de 100%
(95-100%), expressos como valores médios e limites de confianca de 95% (Figura 19).

Todos os estudos apresentaram valores de especificidade de acordo com aquele que foi
declarado pelo fabricante do produto. Com relacdo a sensibilidade, apenas o estudo conduzido
por Paranavitane e colaboradores (2014) obteve valor (97%) acima do declarado pelo
fabricante do produto (92,4%), o estudo de Huits e colaboradores (2017), considerando o
intervalo de confianca, estava dentro da especificacdo (84%), e os demais estudos obtiveram
valores inferiores: Pal e colaboradores, 2014 (72%) e Shrivastava e colaboradores, 2011
(63%).

Os valores dos estudos individuais e resultados agrupados (efeitos aleatorios) de
sensibilidade e especificidade encontram-se representados na Figura 23.

Os estudos mostram heterogeneidade significativa para valores de sensibilidade, com
Qui-quadrado = 30,44 (3gl) p = 0,000 e I> = 90,1% representando heterogeneidade
consideravel e para valores de especificidade, com Qui-quadrado = 8,68 (3gl) p = 0,0339 e |2
= 65,4%, representando heterogeneidade significativa.

O resultado da sensibilidade agrupada foi de 80% (75-84%) e da especificidade foi de
97% (95-99%) ambas expressas como valores medios e limites de confianca de 95%. O
mesmo padrdo observado nos estudos individuais € mantido mesmo apds o agrupamento dos
estudos, no qual a especificidade encontra-se condizente com a declarada, mas a sensibilidade

encontra-se abaixo do que é especificado pelo fabricante.
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Figura 23 — Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados do teste rapido
imunocromatografico SD Bioline Dengue NS1 Ag

Sensibilidade (95% IC)

- HUITS et al., 2017 0.84 (0.70-0.93)
. PALetal., 2014 0.72 (0.65=0.79)
| PARANAVITANE etal., 2014 0.97 (0.91-1.00)
L : SHRIVASTAVAetal., 2011 063 (0.41-0.81)
+ Sensibilidade Agrupada = 0.80 (0.75 a 0.84)
Qui-quadrado = 30.44; gl = 3 (p = 0.0000)
0 0.2 0.4 06 08 1 Inconsisténcia(l*) = 80.1%
Sensibilidade

Especificidade (95% IC)

‘ HUITS etal., 2017 0.97 (0.95-0.99)
PALetal, 2014 1.00 (0.91—1.00)
B PARANAVITANEetal, 2014 0.94 (0.86-0.98)
‘M SHRIVASTAVAetal, 2011  1.00 (0.95—1.00)

+ Especificidade Agrupada= 0.97 (0.95 a 0.99)
Qui-quadrado = 8.68; gl = 3 (p = 0.0339)
0 0.2 0.4 06 08 1 Inconsisténcia (I?) = 65.4%

Especificidade

Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados expressos como média e limites de confianga
de 95%. Modelo de efeitos aleatorios DerSimonian e Laird empregado para o célculo dos valores agrupados de
sensibilidade e especificidade representadas como losango nos graficos floresta. Valores dos indices 12 de
Higgins indicam heterogeneidade considerdvel para valores de sensibilidade (1°=90,1%) e heterogeneidade

significativa para especificidade (12=65,4%).
Fonte: (Do autor, 2019).

4.5.8 SD Bioline Dengue Duo NS1 and IgG/IgM (Standard Diagnostic Inc.)

A descricdo e caracteristicas do Teste SD Bioline Dengue Duo NS1 and 1gG/IgM ja
foram apresentadas no item 4.4.4. Para a deteccdo de NS1, os valores de sensibilidade e
especificidade declarados pelo fabricante sdo de 92,4% e 98,4%, respectivamente (ABBOTT,
2019b).

O estudo de Carter e colaboradores (2015), também descrito no item 4.4.4, referente a
avaliacdo do TR frente a deteccdo do antigeno NS1 foi realizado com 328 amostras de sangue
total e/ou soro e utilizado como padrdo de referéncia o ELISA SD Dengue NS1 Ag (Standard
Diagnostics) (Tabelas 3 e 4). Os resultados obtidos, com valores médios e limites de
confianca de 95%, de sensibilidade foram de 61% (46—74%) e especificidade de 97% (95—
99%) (Figura 19).
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Gan e colaboradores (2014) avaliaram o TR com 197 amostras de sangue total de
pacientes adultos (>18 anos) com uma doenga febril aguda indiferenciada, durante os anos de
2011 e 2012, em Cingapura (Tabela 3). Como padréo de referéncia foi utilizado um conjunto
de testes: Real time RT-PCR, Platelia™ NS1 ELISA (Bio-Rad) e isolamento viral (Tabela 4).
A sensibilidade obtida foi de 82% (74-88%), e a especificidade foi de 98% (89-100%), com
valores médios e limites de confianca de 95% (Figuras 19 e 20).

O estudo de Jusoh e colaboradores (2017), ja descrito no item 4.5.2, também avaliou o
TR SD Bioline Dengue Duo. Para esta avaliacdo, utilizou 86 amostras de soro e utilizou como
padrdo de referéncia o ELISA Platelia™ Dengue NS1 antigen capture test (Bio-Rad)
(Tabelas 3 e 4). A sensibilidade encontrada foi de 89% (74-97%) e a especificidade foi de
100% (93-100%), ambos expressos como valores médios e limites de confianca de 95%
(Figuras 19 e 20).

O estudo de Simonnet e colaboradores (2017), ja descrito no item 4.4.4, também
avaliou o TR SD Bioline Dengue Duo frente a deteccdo do antigeno NS1. Nesta avaliacao
foram utilizadas 3.347 amostras de soro, e o padrdo de referéncia escolhido foi o ELISA
Platelia™ Dengue NS1 Ag (Bio-Rad) (Tabelas 3 e 4). Os resultados de sensibilidade e
especificidade foram de 88% (84-90%) e 98% (98-99%), ambos expressos como valores
médios e limites de confianga de 95% (Figuras 19 e 20).

Tricou e colaboradores (2010) desenvolveram um estudo no Vietn&, no qual avaliaram
2 TRs, entre eles o SD Bioline Dengue Duo. Para esta avaliacdo utilizaram 292 amostras de
plasma de pacientes com mais de 6 meses de idade com suspeita clinica de dengue e febre por
menos de 7 dias (Tabelas 3 e 4). Real time RT-PCR foi usado como padrdo de referéncia e 0s
resultados comparados com aqueles obtidos pelo TR, produzindo valores de sensibilidade de
62% (56-69%) e de especificidade de 100% (92-100%), ambos expressos como valores
médios e limites de confianca de 95% (Figuras 19 e 20).

Apenas 0 estudo de Jusoh e colaboradores (2017), considerando o intervalo de
confianca, apresentou valor (89%) de sensibilidade de acordo como declarado pelo fabricante
(92,4%). Nos demais estudos, os valores foram inferiores, com valores médios variando de
61% a 89%. J& os valores de especificidade, foram condizentes com a especificacdo do
fabricante, e pouco variaram entre os estudos, ficando entre 97% a 100%.

Os valores dos estudos individuais e resultados agrupados (efeito aleatorio) de
sensibilidade (modelo de efeitos aleatorios) e especificidade (modelo de efeitos fixos)

encontram-se representados na Figura 24.
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Figura 24 — Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados do teste rapido
imunocromatografico SD Bioline Dengue Duo NS1 and IgG/IgM

Sensibilidade (95% IC)
—— I ' CARTERetal.,, 2015 0.681 (0.46-0.74)
W, GAN etal, 2014 0.82 (0.74-0.88)
-T—T—l— JUSOH et al., 2017 0.89 (0.74-0.97)
. | SIMONNET etal, 2017  0.88 (0.84—0.90)
B TRICOUet al., 2010 062 (0.56-0.69)
|l
L‘J Sensibilidade Agrupada=0.79(0.76 a 0.81)
Qui-quadrado = 70.61;gl = 4 (p = 0.0000)
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Inconsisténcia(1?) = 84.3%
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CARTERetal, 2015 0.97 (0.95-0.99)

GANetal., 2014 0.98 (0.89-1.00)
JUSOH et al., 2017 1.00 (0.83-1.00)
SIMONNET etal.,, 2017 098 (0.98-0.98)
TRICOUet al., 2010 1.00 (0.92-1.00)

Especificidade Agrupada= 0.98(0.98 a 0.99)
Qui-quadrado = 4.26; gl = 4 (p = 0.3726)
0 0.2 0.4 06 0.8 1 Inconsisténcia(1*) = 6.0%

Especificidade

Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados expressos como média e limites de confianca
de 95%. Modelo de efeitos aleatérios DerSimonian e Laird e de efeitos fixos Mantel e Haenszel foram
empregados para o calculo dos valores agrupados de sensibilidade e especificidade, respectivamente e
representadas como losango nos graficos floresta. Valores dos indices 12 de Higgins indicam heterogeneidade
consideravel para valores de sensibilidade (12=94,3%) e heterogeneidade pode ndo ser importante para valores de
especificidade (1>=6,0%).

Fonte: (Do autor, 2019).

Os estudos mostraram heterogeneidade significava para valores de sensibilidade, com
Qui-quadrado = 70,61 (4gl) p = 0,000 e I> = 94,3% representando heterogeneidade
consideravel e ndo mostraram heterogeneidade para valores de especificidade, com Qui-
quadrado = 4,26 (4gl) p = 0,3726 e 12 = 6,0%, representando heterogeneidade nio importante.

O resultado da sensibilidade agrupada foi de 79% (76-81%) e da especificidade foi de
98% (98-99%) ambas expressas como valores médios e limites de confianca de 95%.
Novamente, com o0 agrupamento dos estudos individuais, o valor da sensibilidade encontra-se
inferior aquela declarada pelo fabricante e a especificidade encontra-se concordante com a
que ¢ especificada pelo fabricante.
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4.5.9 Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad)

O teste Dengue NS1 Ag STRIP é um teste individual que utiliza imunocromatografia
de fluxo lateral para a deteccdo qualitativa do antigeno NS1 do DENV no soro ou plasma
humano, como uma ajuda no diagnostico da infeccdo aguda por dengue. Os valores de
sensibilidade e especificidade declarados pelo fabricante séo de 92,3% e 100%,
respectivamente (BIO-RAD, 2012).

Bisordi e colaboradores (2011) conduziram em 2009 um estudo no Brasil, no qual
avaliaram o TR com 266 amostras de soro coletadas até o terceiro dia apds o inicio dos
sintomas de pacientes clinicamente suspeitos de infeccdo por dengue. Isolamento viral foi o
padrdo de referéncia utilizado (Tabelas 3 e 4) e os valores obtidos de sensibilidade foram de
100% (97-100%) e de especificidade, de 80% (66-90%), ambas expressas como valores
médios e limites de confianca de 95% (Figuras 19 e 20).

Hang e colaboradores (2009) avaliaram o TR entre 2007 e 2008 no Vietna, com 138
amostras de plasma de pacientes com mais de 2 anos de idade com suspeita clinica de dengue
e pacientes com outras doencas confirmadas (malaria, leptospirose e febre entérica). O padréo
de referéncia utilizado foi o Real-time RT-PCR (Tabelas 3 e 4), e os valores de sensibilidade e
especificidade obtidos, expressos como valores médios e limites de confianca de 95%, foram
de 73% (64-80%) e 100% (75-100%), respectivamente (Figuras 19 e 20).

Najioullah e colaboradores (2011) conduziram um estudo na Martinica, no qual
avaliaram o TR com 525 amostras de soro de pacientes com doenca febril aguda, com
duracéo inferior a 8 dias. RT-PCR foi o padrdo de referéncia de escolha para comparagéo com
0 TR (Tabelas 3 e 4). Os resultados obtidos de sensibilidade foram de 49% (43-56%) e de
especificidade foram de 100% (99-100%), ambos expressos como valores médios e limites de
confianca de 95% (Figuras 19 e 20).

Dengue NS1 Ag STRIP foi o terceiro TR avaliado por Pal e colaboradores (2014)
(caracteristicas do estudo ja foram descritas no item 4.5.4). Para esta avaliacdo, utilizaram 193
amostras de soro e o padrdo de referéncia utilizado foi o isolamento viral, produzindo
resultados de sensibilidade de 79% (72-85%) e especificidade de 100% (91-100%), ambos
expressos como valores médios e limites de confianga de 95% (Figuras 19 e 20).

Dengue NS1 Ag STRIP foi o outro TR avaliado por Tricou e colaboradores (2010)
(caracteristicas do estudo ja foram descritas no item 4.5.8). Para esta avaliagdo, os autores
utilizaram 292 amostras de plasma e o Real time RT-PCR (Tabelas 3 e 4) e os valores obtidos
de sensibilidade e especificidade foram de 62% (55-68%) e 100% (92-100%),
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respectivamente, ambos expressos como valores médios e limites de confianca de 95%
(Figuras 19 e 20).

Com excecdo do estudo de Bisordi e colaboradores (2011), no qual o valor da
sensibilidade foi superior, sendo condizente ao declarado pelo fabricante e a especificidade
apresentou valor inferior, todos os demais estudos apresentaram padrdo contréario a este: 0s
valores obtidos de sensibilidade foram menores e os valores de especificidade estavam dentro
do que foi especificado pelo fabricante.

Os valores dos estudos individuais e resultados agrupados (efeito aleatorio) de

sensibilidade e especificidade encontram-se representados na Figura 25.

Figura 25 — Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados do teste rapido
imunocromatografico Dengue NS1 Ag STRIP

Sensibilidade (95% IC)

[l BISORDIetal., 2011 1.00 (0.97-1.00)
= HANG et al., 2009 0.73 (0.64-0.80)
| NAJIOULLAH etal., 2011 049 (0.43-0.56)
-l PAL etal., 2014 0.79 (0.72-0.85)
n TRICOU etal., 2010 0.62 (0.55-0.68)
* Sensibilidade Agrupada = 0.71 (0.68 2 0.74)
Qui-quadrado = 204.09; gl = 4 (p = 0.0000)
0 02 04 06 08 1 Inconsisténcia(I?) = 98.0%
Sensibilidade
Especificidade (95% IC)
= BISORDI et al., 2011 0.80 (0.66-0.90)
HANG et al., 2009 1.00 (0.75-1.00)
NAJIOULLAH etal, 2011 1.00 (0.99-1.00)
" PAL etal., 2014 1.00 (0.91-1.00)
TRICOU etal., 2010 1.00 (0.92-1.00)
¢ Especificidade Agrupada= 0.98 (0.96 a 0.99)
‘ Qui-quadrado = 44.57; gl = 4 (p = 0.0000)
0 ) 02 0.4 06 0.8 1 Inconsisténcia(I?) = 91.0%
Especificidade

Valores de sensibilidade e especificidade individuais e agrupados expressos como média e limites de confianga
de 95%. Modelo de efeitos aleatorios DerSimonian e Laird empregado para o calculo dos valores agrupados de
sensibilidade e especificidade representadas como losango nos graficos floresta. Valores dos indices 1% de
Higgins indicam heterogeneidade consideravel para valores de sensibilidade (1°=98%) e especificidade
(1=91%).

Fonte: (Do autor, 2019).

Os estudos mostram heterogeneidade significativa para valores de sensibilidade, com
Qui-quadrado = 204,09 (4gl) p = 0,000 e 1> = 98% representando heterogeneidade
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consideravel e para valores de especificidade, com Qui-quadrado = 44,57 (4gl) p = 0,0000 e I2
= 91,0%, também representando heterogeneidade consideravel.

O resultado da sensibilidade agrupada foi de 71% (68—74%) e da especificidade foi de
98% (96-99%) ambas expressas como valores médios e limites de confianca de 95%. Com o
agrupamento dos estudos individuais, o valor da sensibilidade foi inferior aquela declarada
pelo fabricante (92,3%) e a especificidade encontra-se concordante com a que € especificada
pelo fabricante (100%). Os resultados obtidos na avaliagdo deste TR sdo similares a outras
metanalises realizadas com este mesmo produto (SHAN et al, 2015; ZHANG et al., 2014).

Zhang e colaboradores (2014) conduziram uma metanalise para avaliar de forma
abrangente o desempenho da deteccdo de testes baseados em NS1 para o diagnostico da
dengue. As pesquisas foram realizadas nas bases de dados PubMed, ISI Web of Science,
Google Scholar e Chinese National Knowledge Infrastructure para estudos publicados antes
de 1 de outubro de 2012. O TR Dengue NS1 Ag STRIP foi avaliado por oito estudos
selecionados, e apresentou sensibilidade e especificidade agrupada, expressos como valores
médios e limites de confianca de 95%, de 71% (64-82%) e 99% (98-100%), respectivamente.
Apenas o estudo de Najioullah e colaboradores (2011) também estava presente nesta RS.

Shan e colaboradores (2015) realizaram uma metanalise para obter o desempenho dos
testes baseados na detec¢do do antigeno NS1 do DENV apenas na populacéo asiatica. Foram
utilizadas as bases de dados PubMed, Medline e Embase para citagfes relevantes publicadas
em inglés, de janeiro de 1990 a novembro de 2014. Sete estudos selecionados avaliaram 0 TR
Dengue NS1 Ag STRIP, utilizando um total de 1.896 amostras. A sensibilidade agrupada
obtida foi de 72,9% (70,1-75,5%) e a especificidade agrupada foi de 99,1 % (98,2-99,6%),
expressos como valores médios e limites de confianga de 95%.

4.6 Limitacdes

Uma das principais limitacdes desta RS diz respeito a ndo identificacdo das possiveis
fontes de heterogeneidade entre os estudos. A heterogeneidade ja é esperada nos resultados
dos estudos de acuracia de testes diagnosticos (LEEFLANG et al., 2008) e na metanalise
desses estudos (MACASKILL et al., 2010), e sempre que possivel, sua fonte e efeitos nas
estimativas geradas devem ser investigadas (BRASIL, 2014). Contudo, pelo reduzido numero
de estudos incluidos e por ndo ser possivel reestimar os parametros considerando subgrupos

pelas informacdes limitadas na maioria dos artigos, nao foi vidvel uma investigacao.
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E com relacdo a dengue, existem fatores que podem levar a variagdes nos resultados
dos testes diagnosticos, a depender da cinética do surgimento do antigeno NS1 e dos
anticorpos IgM e IgG — do tipo de infeccdo (primaria ou secundaria) e do tempo de infeccédo
no qual foi coletada a amostra para analise — e do sorotipo infectante do DENV, o que
influencia diretamente a acuracia dos testes.

Outro importante fator limitante esta relacionado ao método padréo de referéncia, ndo
sendo escolhido nesta RS um Unico método de comparacdo, mas sim Varias técnicas que
apresentam diferentes valores de sensibilidade e especificidade, uma vez que o isolamento
viral (considerado o método padrdo-ouro) e técnicas moleculares sdo relativamente mais
caras, ndo estando disponiveis em muitos dos laboratérios (GUZMAN; HARRIS, 2015) o
que também restringiria 0 nUmero de estudos selecionados.

Apesar desta limitacdo, esta RS foi planejada a priori conforme protocolo PROSPERO
(n° CRD42018086517) e realizada seguindo critérios rigorosos e as diretrizes do guia
PRISMA-DTA (MCINNES et al., 2018), bem como envolvendo uma estratégia de busca
ampla, minuciosa e exaustiva, sem restricbes de idioma, abrangendo a maior quantidade de

artigos possiveis.
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CONCLUSOES

Em relacdo a qualidade metodoldgica dos estudos incluidos na RS, apenas 10%
cumpriram todos os critérios recomendados pela ferramenta QUADAS-2.

Nenhum estudo avaliando TRs frente a detec¢do do anticorpo IgG foi incluido nesta RS
devido ao ndo cumprimento dos critérios de elegibilidade estabelecidos. Dos 101 estudos
que passaram para etapa de leitura completa do artigo, apenas oito avaliaram a deteccao
deste anticorpo, contudo seis ndo apresentavam dados de VP, VN, FP e FN, um era um
estudo de caso-controle e outro era um artigo no formato de comunicacéo breve.

O Unico TR para deteccdo de IgM avaliado por dois estudos nesta RS apresentou
heterogeneidade significativa (1>=62,6%) para os resultados de sensibilidade e
heterogeneidade consideravel para resultados de especificidade (1°=98,7%) obtidos dos
estudos individuais.

Para 80% dos TRs para deteccdo de NS1 avaliados por dois ou mais estudos, os resultados
de sensibilidade obtidos a partir dos estudos individuais mostraram uma heterogeneidade
consideravel com valores de 12 variando de 90,1% a 98%. Em relacdo aos valores de
especificidade, 60% do TRs para deteccdo de NS1 apresentaram heterogeneidade
significativa, com I? variando de 65,4% a 91,0%.

Os TRs para deteccdo de NSI apresentaram sensibilidade média de 79%, com valores
variando de 61 a 94% e especificidade média de 94% variando de 67 a 100%. Os TRs
para deteccdo de IgM apresentaram sensibilidade média de 70%, variando de 43 a 94% e
especificidade média de 90% variando de 76% a 100%.

Os valores médios de sensibilidade e especificidade declarados pelos fabricantes dos TRs
para NS1 foram respectivamente, 90,4% variando de 76,5 a 96,0% e 98,2% variando de
96,1 a 100%.

Os valores médios de sensibilidade e especificidade declarados pelos fabricantes dos TRs
para IgM foram, respectivamente, 91,0% variando de 85,1 a 95% e 94,8% variando de
91,6 a 98,4%.
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Os valores de sensibilidade e especificidade dos TRs para deteccdo de IgM foram
inferiores aos valores declarados pelos fabricantes do produto em 75% dos testes
diagndsticos. Com relacdo aos TRs para deteccdo de NS1, os valores de sensibilidade
foram inferiores ao declarado em 78% dos testes, diferentemente, 11% dos testes
apresentaram especificidade abaixo do declarado pelos fabricantes.

Valores de sensibilidade dos TRs para deteccdo de NS1 e IgM foram mais discordantes do
que os valores de especificidade, daqueles declarados pelos fabricantes do produto.

O agrupamento de estudos individuais de acuracia diagndstica € uma ferramenta
importante, pois aumenta a populacdo estudada e a precisdo dos resultados, especialmente
na avaliacdo de doencas negligenciadas como a dengue a qual grande parte da populacdo
esta exposta, principalmente em paises em desenvolvimento de regides tropicais, com alto
risco de contrair a infecgéo.

Os resultados obtidos reforcam e corroboram a importancia da analise da acuracia dos
TRs, bem como de um controle de qualidade e uma regulamentacéo rigorosa por parte das
instituicbes governamentais, permitindo assim, que apenas os produtos com eficacia
comprovada e que atendam requisitos minimos de qualidade, sejam comercializados,
ressaltando mais uma vez o papel primordial da vigilancia sanitaria na promocéo e

protecdo a saude da populacéo.
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6 PERSPECTIVAS

Devido a impossibilidade de avaliacdo de TRs para detec¢do de 1gG, € imprescindivel
a realizagdo de RS’s periddicas para identificacdo de estudos que cumpram os critérios

de elegibilidade definidos nesta RS.

Determinacdo da sensibilidade e especificidade global dos kits de TRs
imunocromatograficos comerciais em relacdo aos sorotipos do DENV e tipo de

infecgdo (primaria e secundaria).

Comparacdo da acuracia diagndstica dos TRs com testes baseados na metodologia
ELISA.
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DADOS

ESTRATEGIA DE BUSCA

RESULTADOS
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(((((((((diagnostic reagent kit[MeSH Terms]) OR immunoassay[ MeSH
Terms]) OR immunochromatographic assay[MeSH Terms]) OR in vitro
diagnostic device[lMeSH Terms]) OR (((((((((((((“Diagnostic Reagent Kit”)
OR “Diagnostic Test Kit”) OR “Immunochromatographic test”) OR
“Immunochromatographic Assay”) OR “Immunochromatographic rapid
test”) OR “Lateral flow”) OR “Rapid test”) OR “Rapid diagnostic test”) OR
Dipstick) OR “Quick test”) OR “Test strip”) OR “Point-0f-care test) OR
“Point-0f-care testing*)) OR (((((((((LFT) OR LFD) OR LFA) OR LFIA)
OR RDT) OR RDTs) OR RADT) OR RADTSs) OR POC) OR POCT))) AND
(((((sensitivity and specificity[MeSH Terms]))) OR diagnosisfMeSH Terms])
OR ((((((((((((Sensitivity) OR Specificity) OR “False positive”) OR “False
positives”) OR “False negative”) OR “False negatives””) OR “True positive™)
OR “True positives”) OR “True negative”) OR “True negatives”) OR
Accuracy) OR evaluation)))) AND (((((dengue[MeSH Terms]) OR dengue
virusfMeSH Terms]) OR (((((((((dengue[Title/Abstract]) OR “dengue
virus”[Title/Abstract]) OR DENV[Title/Abstract]) OR “dengue viruses”) OR
“dengue fever”) OR “break bone fever”) OR “breakbone fever”) OR DHF)
OR DSS))) AND ((((viral nonstructural proteins nsl[MeSH Terms]) OR
immunoglobulin m[MeSH Terms]) OR immunoglobulin g[MeSH Terms])
OR (((((((((((““non structural protein 1”) OR “nonstructural protein 1”’) OR
“non-structural protein 1”) OR NS1) OR NS-1) OR “Immunoglobulin m”)
OR IgM) OR Ig-M) OR “Immunoglobulin G”) OR IgG) OR Ig-G)))

516

SCOPUS

((ALL("Diagnostic Reagent Kit" OR "Diagnostic Test Kit" OR
"Immunochromatographic Assay” OR "Immunochromatographic test” OR
"Immunochromatographic rapid test” OR "Lateral flow" OR "Rapid test" OR
"Rapid diagnostic test” OR Dipstick OR "Quick test” OR "Test strip” OR
"Point-of-care test" OR "Point-of-care testing")) AND (ALL(Sensitivity OR
Specificity OR "False Positive" OR "False Positives" OR "False negative"
OR "False negatives" OR "True positive" OR "True positives" OR "True
negative" OR "True negatives® OR Accuracy) OR TITLE-ABS-
KEY (evaluation))) AND ((TITLE-ABS-KEY (dengue OR "dengue virus" OR
"dengue viruses" OR "dengue fever" OR DENV)) AND (ALL("non structural
protein 1" OR "nonstructural protein 1" OR "non-structural protein 1" OR
NS1 OR NS-1 OR "Immunoglobulin m" OR IgM OR Ig-M OR
"Immunoglobulin G" OR IgG OR Ig-G)))

643

Web of
Science

(“immunochromatographic” OR “immunochromatographic assay” OR
“immunochromatographic test” OR “immunochromatographic rapid test” OR
“rapid immunochromatographic” OR “lateral flow” OR “rapid test” OR
“rapid diagnostic test” OR dipstick OR “quick test” OR “test strip” OR
“point-of-care test” OR “point-Of-care testing”) AND (evaluation OR
sensitivity OR specificity OR “false positive” OR “false positives” OR “false
negative” OR “false negatives” OR “true positive” OR “true positives” OR
“true negative” OR “true negatives” OR accuracy) AND (dengue OR
“dengue virus” OR “dengue viruses” OR DENV) AND (“viral nonstructural
protein ns1” OR “nonstructural protein 1” OR “non structural protein 1”7 OR
“non-structural protein 1”7 OR NS1 OR “NS-1” OR “immunoglobulin m” OR
“IgM” OR “Ig-M” OR “immunoglobulin g” OR “IgG” OR “Ig-G”)

174

CENTRAL
Cochrane

(immunochromatographic OR “rapid test” OR “rapid diagnostic test”) AND
dengue

13

LILACS

(tw:(imunocromatografico OR "teste rapido™)) AND (tw:(dengue))

11




APENDICE B - FORMULARIO PARA EXTRACAO DE DADOS

FORMULARIO PARA EXTRAGAO DOS DADOS

REVISOR
MNome:

DADOS BIBLIOGRAFICOS (Identificagio do artigo)

Autor:

Revista/jornal:

Wolume: Mamero: Paginas:
Ano: ID do artigo: Idioma:

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

PERIODO (Artigos publicados a partir do ano 2000)

() Sim { ) MNdo

DESIGN DO ESTUDO (Estudos observacionais — prospectivos e retrospectivos —

transversais e de coorte).

() Sim ( ) Ndo
AVALIA(;EO (marcadores de diagndstico da infeccdo pelo DENY — NS1, IgM e IgG).
() Sim { ) MNdo

F’OF’ULA(;;E«O (pacientes com suspeita clinica de infecgdo por dengue).

[ )Sim { ) MNEo

TESTE AVALIADO (TRs imunocromatograficos comerciais, com execucio, leitura e
interpretacio de resultados dentro de 30 minutos).

() Sim { ) MNéo

PADRAC-OURD (Isolamento viral como comparacdo ou outro teste padrio de referéncia
como confirmacio - PCR convencional, real time PCR, ELISA).

[ )Sim { ) MNdo

DADOS PARA CONFECQﬁO TABELA 2x2 (valores de VP, VN, FP e FN disponiveis).

() Sim { ) MNéo

Notas: Qualquer negativa marcada acima, exclui automaticamente o estudo.
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ESTRATEGIA DE PESQUISA USADA

i ) MEDLINE i 131 Web of Science
{ ) SCOPUS i ) Cochrane Library
{ )LILACS ( ) Lista de referéncias

TIPC DE ESTUDO
() Retrospectivo ( ) Prospectivo () Seguimento

{ ) Transversal (cross-seccional) ( ) Coorte

{ ) Qutro {especificar/descricdo sucinta):

Onde foi realizado estudo (pais):

Populacdo estudada do mesmo local?

{ )Sim { ) Ndo (se ndo, de onde?)
Identificacdo dos sorotipos endémicos/circulantes? D
( ) DENV-1 ( ) DENV-2 ( ) DENV-3 ( ) DENV-4

PARTICIPANTES

Descricdo dos participantes:

Mumero total de participantes no estudo:

Média de idade:

Proporgdo homens e mulheres:

Critério de selecdo dos participantes:

() Aleatdria { ) Consecutiva ( ) Qutro:

Fornece critérios de elegibilidade dos participantes?
S LEL { )Sim Qual (is)?

Comorbidades (incluindo gravidez)? ( ) Sim ( ) MNdo (M
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Infecgao
Namero Sexo ldade
18 2
AMOSTRA
{ ) Amostras frescas { ) Congeladas (stored) { JNI

Tipo de amostra utilizada?
() Sangue total () Plasma ( ) Soro ( INI
Condicfes de armazenamento de amostras:

Transporte de amostra:

TESTE iNDICE
Mome Comercial /Fabricante:

Marcador(es) avaliado(s): () NS ( 3)lgh [ )1gG

Local onde o teste foi realizado?

Testes realizados de acordo com as instrucdes do fabricante?

{ ) Sim { ) Ndo { NI

Houve cegamento do operador em relacdo aos resultados do teste padrio de
referéncia? { )Sim { ) Méo { TN

Utilizou amostras controle (positiva/negativa)? { ) Sim  { ) Nao i THI

MUmero de observadores:

Método de resolucdo de discrepédncia entre observadores:

MUmero de testes repetidos:




PADRAO DE REFERENCIA

Nome/Metodologia:

Local onde o teste padrdo de referéncia foi realizado:

Houve treinamento dos profissionais para realizacdo do teste?

{ )Sim { ) Mdo { I

Mesma amostra utilizada para realizacdo do teste indice?

{ )Sim ( ) Ndo ()N

Houve cegamento do operador em relagdo aocs resultados do teste indice?
{ )Sim { ) Mdo { )N

MOmero de observadores:

Método de resolucdo de discrepdncia entre observadores:

MOmero de testes repetidos:

DADOS

Testes Padrao de
Subgrupos . VP FP FN VN L.
utilizados Referéncia
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Teste Teste Teste
i Teste Teste Teste
Indice de Valor IC Valor IC Valor IC
Estat. e Estat. Estat. e
acuracia (%e) 95% L. (%a) 95% L. (%e) 95% L.
Signif. Signif. Signif.
Sensibilidade
Especificidade

Valor  preditivo
positivo (WVPP)

Valor  preditivo
negativo (VPHN)

Curva ROC

Area curva ROC

Likelihood ratio

(LR) positive

Likelihood ratio

(LR) negative

Odds Ratio

Diagnostic Odds
Ratio
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INFORMAGOES ADICIONAIS

CONFIRMAGAO DE ELEGIEILIDADE

Considerando o desenho do estudo, a populagcdo envolvida, o teste indice, o

padrdo de referéncia, o estudo pode ser incluido na revisdo?

( ) Elegivel

{ ) Ndo Elegivel { ) Inconclusivo
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APENDICE C - FORMULARIO PARA AVALIACAO DA QUALIDADE

QUADAS-2
RISCO DE VIES E JULGAMENTOS DE APLICABILIDADE

DOMINIO 1: SELECAO DOS PACIENTES

A. Risco de viés

Descrever 0s métodos de selecdo de pacientes:

Os pacientes foram recrutados de maneira consecutiva ou através de amostras
aleatdrias? { )Sim { 1 Ndo { )Incerto
O desenho caso-controle foi evitado?

{ ) 5im () Ndo ( ) Incerto
O estudo evitou exclusdes inapropriadas?
{ )Sim { 1 MNao { )Incerto

A selecdo dos pacientes pode ter introduzido viés? Risco:
( )Alto ( ) Baixo ( )Incerto

B. Preocupagdes relacionadas a aplicabilidade
Descreva os pacientes incluidos (testes prévios, apresentacdo, uso pretendido
do teste indice e cendrio clinico):

Existe uma preocupacdo que os pacientes incluidos ndo correspondem a

questdo de pesquisa? [ ) Alto ( ) Baixo ( ) Incerto




149

DOMINIO 2: TESTE iNDICE

A. Risco de viés

Descreva o teste do indice e como ele foi conduzido e interpretado:

Os resultados do teste indice foram interpretados sem o conhecimento dos
resultados do teste padrdo de referéncia?
{ ) Sim { ) Mdo { )Incerto

Pode a conducdo ou interpretacdo do teste indice ter introduzido vieses? Risco:
( )Alto ( ) Baixo ( )Incerto

B. Preocupagdes relacionadas 3 aplicabilidade

Ha preocupacgfes de que o teste indice, sua conducdo ou interpretacdo difere da
guestdo de pesquisa da revisdo?

( )Alto ( ) Baixo ( )Incerto

DOMINIO 3: PADRAO DE REFERENCIA

A. Risco de viés

Descreva o padrio de referéncia e como ele foi conduzido e interpretado:

O padrdo de referéncia provavelmente classificou corretamente a condicdo-alvo?
{ ) Sim { ) Mdo { )Incerto

Os resultados do padrdo de referéncia foram interpretados sem o conhecimento
dos resultados do teste indice?

{ ) Sim { ) Mdo { )Incerto




Pode o padrdo de referéncia, sua conducdo ou interpretacdo ter introduzido
vieses? Risco: ( ) Alto ( ) Baixo ( ) Incerto

B. Preocupagbes relacionadas  aplicabilidade
Had uma preocupacdo que a condicdo-alvo como definida pelo padrio de
referéncia ndo corresponde a questdo de pesquisa da revisdo?
( )Alto ( ) Baixo ( )Incerto
DOMINIO 4: FLUXO E TEMPO
A. Risco de viés

Descreva qualquer paciente que ndo tenha recebido o teste indice efou o padrdo

de referéncia ou que foi excluido da tabela 2x2:

Todos 05 pacientes receberam um padrdo de referéncia?

{ )5im { ) MNdo { )Incerto

Todos os pacientes receberam o mesmo padrdo de referéncia?

{ )5im { ) MNdo { )Incerto

Todos os pacientes foram incluidos nas analises?

{ )5im { ) Nio { )Incerto

Os resultados ndo interpretaveis foram relatados (o0 n° de participantes na tabela
2 x 2 corresponde ao n® de participantes recrutados no estudo ou se forem
fornecidas explicagfes suficientes para discrepancias, incluindo notificacdo de
resultados ndo interpretaveis)?

{ ) Sim L ED] { )Incerto

Pode o fluxo dos pacientes ter introduzido vies? Risco:
( ) Alto ( ) Baixo ( )Incerto
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ANEXO A —ITENS DO CHECKLIST PRISMA-DTA A SEREM INCLUIDOS NO
RELATO DA REVISAO SISTEMATICA OU METANALISE

TITULO / RESUMO

Titulo 1 Identificar o relatério como uma revisdo sisteméatica (+/-metanélise) de estudos de acurécia de testes de diagndsticos.
Resumo 2 Resumo: Ver PRISMA-DTA para resumos.
INTRODUGAO
Justificativa 3 Descreva a justificativa para a revisdo no contexto do que ja é conhecido.
Papel clinico do teste D1 Indique a base cientifica e clinica, incluindo o uso pretendido e o papel clinico do teste indice, e, se aplicavel, a justificativa para a
indice acurécia do teste minimamente aceitavel (ou diferenca minima na acurécia para o desenho comparativo).
Obietivos 4 Forneca uma declaragéo explicita de questdo(des) sendo abordada em termos de participantes, teste(s) indice e condicdo(des) de
) destino.
METODOS
. Indique se existe um protocolo de revisdo, se e onde ele pode ser acessado (por exemplo, endereco da Web) e, se disponivel,
Protocolo e registro 5 ; o . . . - .
forneca informacdes de registro, incluindo o nimero de registro.
s Especificar caracteristicas do estudo (participantes, cendrio, teste(s) indice, padréo(des) de referéncia, condigdo-alvo e desenho do
Critério de -~ P y P o a " A
S 6 estudo) e caracteristicas do relatério (por exemplo, anos considerados, idioma, status da publicagdo) utilizados como critérios de
elegibilidade S PSR
elegibilidade, dando justificativa.
Fontes de informacio 7 Descrever todas as fontes de informagéo (por exemplo, bancos de dados com datas de cobertura, contato com autores do estudo
¢ para identificar estudos adicionais) na pesquisa e data da Gltima pesquisa.
Pesquisa 8 Apresentar estratégias de pesquisa completas para todas as bases de dados eletronicas e outras fontes pesquisadas, incluindo
q quaisquer limites utilizados, de modo que possam ser repetidos.
" Declare o processo de selegdo de estudos (ou seja, triagem, elegibilidade, incluido na reviséo sistematica e, se aplicavel, incluido na
Selecéo de estudo 9 A1
metanélise).
Processo de coleta de 10 Descreva 0 método de extragdo de dados dos relatérios (por exemplo, formularios piloto, independentemente, em duplicata) e
dados quaisquer processos para obter e confirmar dados dos pesquisadores.
Definicoes para | 4 Forneca defini¢Bes usadas na extracdo de dados e classificagbes de condigdes-alvo, teste(s) indice, padrdo(des) de referéncia e
extracdo de dados outras caracteristicas (por exemplo, desenho do estudo, cenéario clinico).
Risco de viés e 12 Descrever os métodos utilizados para avaliar o risco de viés em estudos individuais e preocupagdes sobre a aplicabilidade a questdo
aplicabilidade de revisdo
Medidas de precisdo 13 Indicar a(s) principal(is) medida(s) de acuréacia diagnéstica relatadas (por exemplo, sensibilidade, especificidade) e indicar a
diagnéstica unidade de avaliacdo (por exemplo, paciente por paciente, por lesdo).
Descrever métodos de manipulacéo de dados, combinando resultados de estudos e descrevendo a variabilidade entre estudos. Isso
. pode incluir, mas néo esta limitado a: a) lidar com vérias defini¢des de condicdo de destino. b) manipulacdo de multiplos limiares
Sintese dos resultados 14 o . ~ L " o . .
de positividade de teste, ¢) manipulacdo de multiplos leitores de teste de indice, d) manipulacdo de resultados de testes
indeterminados, e) agrupamento e comparacéo de testes, f) manipulagdo de diferentes padroes de referéncia
Metandlise D2 Relate os métodos estatisticos usados para metanalises, se realizados.
Andlises adicionais 16 Descrever métodos de andlises adicionais (por exemplo, analises de sensibilidade ou subgrupos, meta-regressdo), se feitas,
indicando quais foram pré-especificadas.
RESULTADOS
Selecio de estudo 17 Forneca numeros de estudos selecionados, avaliados para elegibilidade, incluidos na revisdo (e incluidos na metanélise, se
¢ aplicavel) com motivos para exclusdes em cada estagio, de preferéncia com um fluxograma.
Caracteristicas do Para cada estudo incluido, fornecer citagdes e apresentar as principais caracteristicas, incluindo: a) caracteristicas dos participantes
estudo 18 (apresentacéo, teste anterior), b) cenério clinico, c) desenho do estudo, d) definicdo da condigéo alvo, e) teste indice, f) padrdo de
referéncia, g ) tamanho da amostra, h) fontes de financiamento
Risco de viés e i ) » ~ T
aplicabilidade 19 Apresentar avaliagdo do risco de viés e preocupacdes quanto a aplicabilidade para cada estudo.
Resultados de estudos Para cada analise em cada estudo (por exemplo, combinag&o Unica de teste indice, padrdo de referéncia e limiar de positividade),
individuais 20 relate dados 2x2 (TP, FP, FN, TN) com estimativas de precisdo diagndstica e intervalos de confianca, idealmente com um florest
plot ou Caracteristica de Operacdo do Receptor. (ROC).
Sintese dos resultados 21 Descreva a precisdo do teste, incluindo a variabilidade; Se a metanélise foi feita, inclua resultados e intervalos de confianca.
Andlises adicionais 23 Forneca resultados de anélises adicionais, se feitas (por exemplo, anélises de sensibilidade ou subgrupos, meta-regressao, anlise do
teste de indice: taxas de falha, proporcéo de resultados inconclusivos, eventos adversos).
DISCUSSAO
Resumo das L Lo S
evidencias 24 Resuma os principais resultados, incluindo a forga da evidéncia.
Limitacdes 25 Forneca uma interpretagéo geral dos resultados no contexto de outras evidéncias. Discutir as implicacdes para futuras pesquisas e
¢ préticas clinicas (por exemplo, o uso pretendido e o papel clinico do teste de indice).
~ Forneca uma interpretagdo geral dos resultados no contexto de outras evidéncias. Discutir as implicagbes para futuras pesquisas e
Conclusdes 26 P . X P P
préticas clinicas (por exemplo, o uso pretendido e o papel clinico do teste indice).
FINANCIAMENTO
Financiamento ‘ 27 | Para a reviséo sistematica, descreva as fontes de financiamento e outros apoios e o papel dos financiadores.

Fonte: (Adaptado de MCINNES et al., 2018).
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Review question

What is the diagnostic accuracy (sensitivity and specificity) of commercial kits of Rapid
Immunochromatographic Tests used in the diagnosis of the infectious diseases by dengue virus (DENV)
through the detection of non-structural protein 1 (NS1) and the specific antibodies of the dengue envelope
(DENV E) protein, immunoglobulin M (g} and immunoglobulin G (1gG)?

» Does the sensitivity and specificity of the kits vary according to primary infection and secondary infection?

» Does the sensitivity and specificity of the kits vary depending upon the DENV serotype?

Searches
Two authors will independently carry out the electronic search of the articles in the following databases:
PubMed/MEDLINE, Scopus, ISI Web of Science, LILACS and Cochrane Library.

There will be no restrictions in relation to the language or the country in which the studies were conducted.
The articles selected were published between 2000 and the time of the electronic search.

If the complete document cannot be accessed online, the authors will be consulted by means of the contact
details if available.

Additional references identified by searching manually reference lists of the selected articles may be included
in the review.

Types of study to be included

Cross-sectional and cohort observational (prospective and retrospective) studies.

Condition or domain being studied

Currently, dengue stands out as one of the world’s top neglected tropical diseases (GUZMAN et al., 2016).
It is an acute systemic infection caused by one of the four serotypes of DENV, antigenically distinct but
closely related. The infection with a DENV serotype leads to homologous protective immunity, later the
subsequent infection with a different serotype is an important risk factor for severe disease. Any DENV
serotype causes a wide spectrum of clinical manifestations, ranging from asymptomatic or subclinical to
symptomatic infections, with symptoms including fever, headache, arthralgia, myalgia, retro-orbital pain, skin
rash, bleeding, thrombocytopenia or leukopenia, which can lead to death (WHO, 2009). It is transmitted to
humans by mosquitoes of the genus Aedes, of which the main vector is Aedes aegypti (LAMBRECHTS et
al., 2012).

Dengue has evolved from a sporadic disease to a major global public health problem with substantial social
and economic effects - dengue epidemics impose high costs on individuals, on healthcare services, and on
the economic systems of the affected countries - owing to the increased geographical extension, the
increasing number of cases and the severity of the disease (GUZMAN, HARRIS, 2015, GUZMAN et al,
2016).
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It is the most important and the most common mosquito-borne viral disease that spreads most rapidly in the
world; in the last 50 years its incidence has increased 30 times (WHO, 2009). Between 50 and 100 million
infections are estimated to occur annually in at least 128 countries from the tropical and subtropical regions,
putting almost half of the world's population in jeopardy (BRADY et al_, 2012).

Up to this moment, there is no specific antiviral therapy for dengue; the treatment is restricted to supportive
care and the main prevention method occurs through surveillance and vector control. Anather recently
available strategy for prevention depends on the dengue vaccine, with proven safety and efficiency for
individuals aged 9-45 years. Early diagnosis and proper handling of dengue prevent fatalities, considering
the occurrence of millions of cases and thousands of deaths yearly (GUZMAN; KOURI, 2004;: GUZMAN et
al., 2010; GUZMAN et al., 20186). Therefore, accurate, efficient, inexpensive, sensitive and specific diagnosis
tools are urgently needed to help control the disease (PEELING et al., 2010).

Participants/population

Inclusion criteria: studies using serum samples, plasma or whole blood (fresh or frozen) from patients with
clinical suspicion of dengue infection. There are no restrictions on the country of study or even the age and
sex of the patients.

Exclusion criteria: individuals without any suspicion of exposure to dengue infection; studies that used animal
samples.

Intervention(s), exposure(s)

Inclusion criteria: This review will compare the sensitivity and specificity of different commercially available
immunochromatographic assays, of which the cutcome performance, reading, and interpretation will be
carried out within 30 minutes based on the detection of NS1 protein and IgM and IgG antibodies, in relation
to gold-standard or any other standard reference method as confirmation.

Exclusion criteria: assays that are not immunochromatographic or that, after the application of the sample,
take more than 30 minutes to read and to interpret the results.

Comparator(s)/control

The gold-standard diagnostic method (viral isolation) or any other standard reference method will be used as
confirmation for the detection of RNA, antigens and DENV antibodies by conventional polymerase chain
reaction (PCR) or real time PCR and enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).

Context

Main outcome(s)
Sensitivity, specificity of the diagnostic tests assessed.

Additional outcome(s)
None.

Data extraction (selection and coding)

Two authors will independently carry out the electronic search of the articles. In the first phase, the authors
will analyze the titles and abstracts gathered during the research to identify the studies that qualify. If a
summary potentially meets the necessary requirements, its full text will be collected. In the second phase,
the same authors will independently evaluate the whole text of the selected studies, and decide whether it
meets the requirements for inclusion and exclusion. The same two authors will independently go through
with the extraction of the data from the selected studies and document them on a standard form. Consensus
will be the key to any disagreement, whenever possible, or a third author may intervene if an agreement
cannot be reached.

The relevant data will be extracted from each study and included in the review as follows: name of the main
author; year of publication; country of origin of the study; type / design of the study; number of individuals;
characteristics of the population (sex, age group); type of sample; information about the index test and the
reference standard; type of infection (primary or secondary); data related to sensitivity and specificity:
numbers of true-positive (TP), true-negative (TN), false-positive (FP) and false-negative (FN) samples.
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Risk of bias (quality) assessment

Both authors will independently carry through the analysis of the methodological quality of the studies that
meet the inclusion requirements by using the Cluality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies tool in its
revised version - QUADAS-2 (WHITING et al., 2011), minimizing any inadvertently misleading information
and selection. QGUADAS-2 consists of four domains: patient selection, index tests, reference pattern, and
time and flow. Each quality indicator will be answered with 'yes', 'na’ or 'unclear', if the available information
is insufficient. To each domain is assigned a certain level of misleading and concern risk about the
applicability of the review questions, be them low, high or unclear. The outcomes will be summarized in
tabular form and presented in proportional bar graphs.

Strategy for data synthesis
The original data of each study will be summarized in 2x2 contingency tables of TP, FN, TN and FP values to
calculate sensitivities and specificities (DEEKS, 2001).

A narrative synthesis will summarize the available evidence, which will answer the proposed review
guestions.

The heterogeneity will be evaluated statistically using the 12 analysis (HIGGINS et al., 2003). Cases in which
the available studies do not show significant heterogeneity, pooled diagnostic estimates of sensitivity and
specificity will be gathered and represented in a forest plot type chart, in which the corresponding data from
each primary study are shown as mean values and 95% confidence intervals (DINNES et al., 2005). If
possible, the data will be combined using the Hierarchical Summary Receiver Operating Characteristic
(HSROC) curve model (FUCHNICK et al , 2012).

Analysis of subgroups or subsets
The analysis of subgroups or subsets will be performed to answer the secondary questions of review
mentioned above.

Contact details for further information
Marlon Akio da Silva Issobe
marlon.akio@ymail.com

Organisational affiliation of the review
National Institute for Quality Control in Health (INCQS) - Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz)

Review team members and their organisational affiliations
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Foundation (Fiocruz)
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Foundation (Fiocruz)
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(Fiocruz)

Dr Helena Cristina Baltazar Guedes Borges. National Institute for Quality Control in Health (INCQS) -
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