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RESUMO

O diagnostico laboratorial da dengue desempenha um papel fundamental no
manejo clinica da doenga. Os testes imunocromatograficos rapidos sao frequentemente
utilizados pela sua rapidez e simplicidade. Com isso, surgiu a necessidade de verificacao
da precisdo desses testes para subsidiar sua utilizacdo em larga escala. Esta revisdo
sistematica objetiva avaliar a acurdcia (sensibilidade e especificidade) de testes rapidos
comerciais para o diagnostico da dengue. A pesquisa foi realizada nas bases: LILACS,
Medline (Pubmed), CRD, The Cochrane Library, Trip Medical Database e Google
Scholar. O diagnostico sorologico através de ELISA foi adotado como teste de referéncia.
Foram incluidos 17 artigos cientificos, totalizando 6.837 individuos participantes. Foram
gerados graficos Forest Plot e curvas ROC através do Meta-DiSc 1.4. O QUADAS-2 foi
utilizado para avaliar o risco de viés dos estudos. A qualidade da evidéncia foi avaliada
usando o GRADE. A sensibilidade do IgM nos testes variou de 13,8% a 90%, enquanto
a do IgG variou de 27,8 a 94,3% (IC 95%). A detecgdo da NS1 (do Inglés Non-structural
Protein) obteve sensibilidade entre 14,7% a 100%. Quando houve associagao na deteccao
dos anticorpos com a NS1, a sensibilidade aumentou. Os trés analitos juntos obtiveram
sensibilidade que variou entre 77.3% a 98.7%. A deteccdo da proteina NSI nos testes
imunocromatograficos, principalmente se associada a deteccdo de anticorpos, aumentou
a acuracia e tornou sua aplicagdo mais segura e confiavel. Os resultados apresentados
nesta revisao trazem subsidios relevantes para os gestores da saude, os auxiliando na
tomada de decisdes quando se tratar da aquisicdo de RDTs e, dessa forma, proporcionar
um diagnostico correto e precoce para guiar condutas adequadas que elevam as chances

de desfechos favoraveis e com menores custos financeiros e sociais.

Palavras-chave: Dengue. Diagndstico laboratorial. Testes Imunocromatograficos

rapidos, ELISA. Acuracia.



ABSTRACT

The laboratory diagnosis of dengue plays a fundamental role in the clinical
management of the disease. Rapid immunochromatographic tests are often used for their
speed and simplicity. As a result, there was a need to verify the condition for tests to
support its large-scale use. This systematic review aims to assess rapid commercial tests'
accuracy (sensitivity and specificity) for diagnosing dengue. The search was carried out
using the following databases: LILACS, Medline (Pubmed), CRD, The Cochrane
Library, Trip Medical Database and Google Scholar. Serological diagnosis through
ELISA was adopted as a reference test. Seventeen scientific articles were included,
totalling 6,837 participants. Forest Plot graphs and ROC curves were generated using
Meta-DiSc 1.4. The QUADAS-2 was used to assess the risk of bias in the studies. The
quality of evidence was assessed using GRADE. The sensitivity of IgM in the tests ranged
from 13.8% to 90%, while that of IgG ranged from 27.8 to 94.3% (95% CI). The detection
of NS1 received sensitivity between 14.7% to 100%. When there was an association of
the increase with NS1, the sensitivity increased. The three analytes together obtained
sensitivity ranging from 77.3% to 98.7%. The detection of the NSI protein in
immunochromatographic testis, mainly if associated with the detection of calcium,
increases its accuracy and makes its application safer and more reliable. Our results
provide subsidies for health managers, helping them in decision making when it comes
to the acquisition of RDTs and, in this way, providing a correct and early diagnosis to
guide appropriate behaviours that increase the chances of favourable outcomes and with

lower financial and social costs.

Keywords: Dengue. Laboratory diagnosis. Rapid Immunochromatographic Tests,

ELISA. Accuracy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Mosquito Aedes QCZYPLL. ..uueeeruveeeieiieeiieeeieeecieeeeieeesreeeveeeaaeeereeesaeeeenneees 16
Figura 2- Representacdo das cinco classes de antiCorpos. .......oecvveeecveeercveeerveeennveeennen. 18
Figura 3- Demonstra¢do da concentracdo dos marcadores diagndsticos para dengue em
decorréncia dos dias de INfECCAD. .....ccviiiiiiieiiieeiec e e e e 20

Figura 4- Teste Rapido para Dengue com capacidade para detectar NS1, IgM e 1gG.. 21

Figura 5- Ciclo evolutivo do mosquito Aedes a8ZyPti.......ccccveevveeerveeerieeeirieeeieeenenennn 28
Figura 6- Ciclos de transmissao da dengue. ............ceceeierienieniienienieeieneeeeeeseeieee 28
Figura 7- Disposi¢ao do genoma do DENV........ccociiiiiiiniiniieeeeeeeen 29
Figura 8- Estrutura do virus da dengue. ...........cccovveeiiieciieeiiieeeeeeeeee e 30
Figura 9- Esquema de classificacdao dos casos de dengue em 20009. ...........ccceeveennen. 34
Figura 10- Placa de 96 pogos utilizada para o teste de ELISA. ........ccocoviininiiniennnnnn. 37
Figura 11- Etapas da técnica de ELISA para pesquisa de anticorpo. Cada etapa ¢ seguida
POT UM ProcessO de 1aVAZEIM. ......eieiiiieiiieeciie ettt ettt et e ete e e saeeesveeeeaseeenes 37
Figura 12- Demonstracgao ilustrativa de alguns tipos de ELISA. .........ccccooveieeeiveennenn. 39
Figura 13- Demonstragdo do ELISA competitivo na detec¢do de antigenos................ 39
Figura 14- Demonstracdo das etapas de um ciclo de PCR...........cccoeeiiiiiiiinninnnnen. 42

Figura 15- Representacdo esquemadtica de um teste imunocromatografico de fluxo lateral.

Figura 16- Esquema de teste imunocromatografico de fluxo lateral para detec¢ao do
antigeno NS1 do virus da dengue. ..........coecvieiiiiiieiiieiee e 45
Figura 17- Interpretacdo dos RDTs. Nas amostras positivas, as linhas T e C tornam-se
visiveis. Qualquer intensidade de cor na linha T deve ser considerada. As amostras
negativas apresentam a coloragdo apenas da linha C. Resultados invalidos ocorrem
quando a linha C N30 €StA VISIVEL. ....cceeiiiiiiiiiiieiiecie et 46

Figura 18- Fluxograma de selecdo dos estudos da revisdo sistematica............c.cc..e.... 51



LISTA DE QUADROS

Quadro 1- Elaboracao da pergunta estruturada. ...........ccccveevieeerieeenieeeiieeeeeeeee e 48

Quadro 2- Qualidade das evidéncias e for¢a da recomendacao através do GRADE.... 77



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1- Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a anélise da proteina
NS e Erro! Indicador nao definido.
Grafico 2- Forest plot para a meta-andlise dos RDTs de acordo com a anélise do IgM
.......................................................................................... Erro! Indicador néao definido.
Grafico 3- Forest plot para a meta-andlise dos RDTs de acordo com a andlise do 1gG.
.......................................................................................... Erro! Indicador nao definido.
Grafico 4- Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a andlise do NS1
associado com 0 IgM. ......ccoooiriiiiiiieniieieeeeee, Erro! Indicador nao definido.
Grafico 5- Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a analise do NS1
ass0ciado com 0 IZM € IZG.....viiieiiiiiie e e 69
Grifico 6- Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). ........oovvevveerieenveenieennnnns 71
Grifico 7- Avaliagdo da qualidade e risco de viés dos estudos selecionados usando a

Avaliagao da Qualidade de Estudos de Precisdo de Diagnostico (QUADAS 2)............ 76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Acuracia dos testes ELISA para deteccao de NS1, IgM e IgG. .................... 40

Tabela 2- Caracteristicas dos estudos avaliadosS........ooevvveeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 52



ATS

DC
DENV
DG
DNA
DSA
ELISA
FC

FHD
GRADE

HI

IFN

Ig

IgA

IgD

IgE

IgG

IgM

IL

LCR
NS1
OMS
OPAS
PCR
PNI
POCT
PRISMA
QUADAS
RDT
RNA
RT-PCR
SCD
SNC
SUS
TED
TNF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Avaliacao de Tecnologias em Satde
Dengue Classica

Virus da Dengue

Dengue Grave

Acido Desoxirribonucleico

Dengue com Sinais de Alarme
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Fragao Complemento

Febre Hemorragica da Dengue
Grading of Recommendations Assessment, Development and
Evaluation

Hemaglutinacao

Interferon

Imunoglobulina

Imunoglobulina de classe A
Imunoglobulina de classe D
Imunoglobulina de classe E
Imunoglobulina de classe G
Imunoglobulina de classe M
Interleucina

Liquido Cefalorraquidiano
Non-structural protein 1

Organizacao Mundial de Saude
Organizagao Pan-americana de Satde
Polymerase Chain Reaction

Plano Nacional de Imuniza¢ao

Point of Care Testing

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis
Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies
Teste Diagnostico Réapido

Acido Ribonucleico

Real Time Polymerase Chain Reaction
Sindrome do Choque da Dengue
Sistema Nervoso Central

Sistema Unico de Satde

Testes e Exames Diagnoésticos

Fator de Necrose Tumoral



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ ... 16
2 OBJETIVOS ..ottt s e nens 23
2.1 ODJEtIVO GEIAL......eiiiiiiieeiieiiecteete ettt e st e st e et e et e e beesseessaessseenseenseenseensees 23
2.2 ODbjetivos ESPECIfICOS....uiiiiiiiiiiieiiieiie ettt ettt e areereeve e ae e eae e 23

3. REFERENCIAL TEORICO ..........oooiviimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 24
3.1  HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA .......co.ooiuiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
32 VETOR E TRANSMISSAO ......ooomiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee s ieses e 26
33 O VIRUSDADENGUE........ooooiiieieeeeeeeeeee e 29
34  MANIFESTACOES CLINICAS ..ottt eeenees 32
3.5  DIAGNOSTICO LABORATORIAL........ccoovivieeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseesses s 34
3.5.1 ISOLAMENTO VITAL.....c.vviiiiiieiieeciieee et eetree e e eetreeeeeans 35
3.5.2 Imunoensaio Enzimatico (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)..... 36
3.5.3 Diagnostico Molecular — RT-PCR .......ccccocoviiiiiiiiiieieciecee e 41
3.5.4 Testes Rapidos Imunocromatograficos .........ccvevververiieerieerieeneeneeeee e eveeseeeens 43

4 METODOLOGIA ..........oooooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 47
4.1  DESENHO DE ESTUDO .......ooiiieioieeeeeeeeeeeeeeseee oo 47
42  FONTES DE INFORMAGCAO. ...t 47
43  CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE...........ccooviiieeieieeieeeeseeseeereeeeeeesessee s 47
44  CRITERIO DE SELECAO DOS ESTUDOS .....ouuitieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s 48
4.5  EXTRACAO DOS DADOS ..ottt ev e eeeeeeees 48
46  ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS........ooovimeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssesseses s 49
47  AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS E RISCO DE VIES................. 49

5 RESULTADOS ..ottt 50
5.1  SELECAO DOS ESTUDOS .....oueiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
52  CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS E PARTICIPANTES.........ccocovivirrirrnnnne 50
53  DETECCAO DA PROTEINA NS .....cooooiiiieieieieeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59
54  DETECCAO DOS ANTICORPOS IgM E IgG SEPARADAMENTE ...................... 62
5.5  DETECCAO ASSOCIADA DE IZM E NST ...ooviiiiieieeeeeeeeeeeeeeeseeeeseensnes 66
56  DETECCAO ASSOCIADA DE IgM, IgG E NS ......coevvimimiiieeeeeeeeeeseeieeenes 68
57 CURVAS ROC ..o 70
58  AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS ........coooviimrireeseeesesesrsenenn 756

6 DISCUSSAO ..ot 79
7 CONCLUSAOQ.........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 81

REFERENCIAS ..o 82



APENDICE A — ESTRATEGIAS DE BUSCA
APENDICE B - FICHA DETALHADA DE EXTRACAO DE DADOS

APENDICE C - FICHA DETALHADA DA AVALIACAO DE RISCO DE VIES

CONFORME O QUADAS-2

111



16

1. INTRODUCAO

A dengue ¢ uma infeccdo viral transmitida por mosquitos que se espalhou
rapidamente nos Ultimos anos, por todas as regides do mundo. A infec¢do provoca uma
doenca febril aguda e ocasionalmente se desenvolve em complicacdes potencialmente
letais, tornando-se uma das principais doencas causadoras de morte entre criancas em
alguns paises da Asia e da América Latina. Cumpre salientar que aproximadamente
metade da populagdo mundial encontra-se em risco de contrair a doenca (OPAS, 2019).

Os virus da dengue (DENV) representam os arbovirus de maior importancia
clinica para o homem no mundo, constituindo um sério problema de satide publica,
especialmente em paises tropicais. Os DENV pertencem a familia Flaviviridae e ao
género Flavivirus, e sdo transmitidos através da picada de mosquitos do género Aedes,
sendo o Aedes aegypti o principal vetor (Figura 1) (LIMA-CAMARA, 2016). Existem
quatro sorotipos distintos (DENV-1 a 4) que podem causar doenga em humanos,
caracterizando clinicamente desde formas mais brandas, como a dengue cléssica (DC),
até formas de maior gravidade, como a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome
do choque da dengue (SCD) (XAVIER etal., 2014). O homem ¢ o tinico hospedeiro capaz
de apresentar as formas clinicas da doenga (GUBLER, 2002).

Figura 1. Mosquito Aedes aegypti.

. s W (TS
% et o =)

~ =

Fonte: https://saude.rs.gov.br/aedes. <Acesso em 21/07/2021>.

Devido a uma combinag¢do de fatores favoraveis que promovem o crescimento
populacional e a disseminagdo geografica do mosquito Aedes, a incidéncia dessa doenga

infecciosa tropical cresceu rapidamente, aumentando mais de 30 vezes em menos de meio
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século. Cumpre salientar que existem cerca de 100 milhdes de casos clinicos relatados a
cada ano (SUBEDI; TAYLOR-ROBINSON, 2015). Conforme boletim epidemiologico
divulgado pela Secretaria de Vigilancia em Saude, no periodo analisado (30/12/2018 a
24/08/2019), foram registrados 1.439.471 casos provaveis de dengue no Brasil, sendo
confirmados 1.111 casos de dengue grave (DG) e 15.179 casos de dengue com sinais de
alarme (DSA). Dentre estes, confirmaram-se 591 oObitos e 486 ainda estdo sob
investigagio (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Como nao ha tratamento especifico para a dengue, os pacientes sdo tratados
apenas por terapia de suporte. Além disso, a prevengao € um desafio para as autoridades
de saude, apesar dos esfor¢os exaustivos realizados em alguns paises endémicos
(SUBEDI; TAYLOR-ROBINSON, 2015). Em dezembro de 2015, foi aprovada no Brasil
a primeira vacina para preven¢do da dengue (Dengvaxia®) desenvolvida pela Sanofi
Pasteur. No entanto, a vacina ndo ¢ oferecida pelo Programa Nacional de Imunizagdes
(PNI) do Sistema Unico de Satide (SUS) (GODOI et al., 2017). Logo, as estratégias de
controle de vetores sdo o principal mecanismo de prevencdo da doenga (ZARA et al.,
2016).

A infecgdo pelo virus da dengue ¢ clinicamente semelhante a muitas outras
doencas febris agudas, nas quais os testes laboratoriais desempenham um papel
fundamental no diagnostico. Um dos fatores mais relevantes e necessarios para o
diagnostico e para a vigilancia epidemiologica da dengue ¢ a disponibilidade de métodos
rapidos, sensiveis e especificos para identificar a infeccdo viral (POTTS; ROTHMAN,
2009).

Considerando a falta de sinais e sintomas especificos para o diagndstico clinico
da dengue, os testes laboratoriais se tornam essenciais, principalmente na fase aguda da
infeccdo, pois ndo s6 aprimora o monitoramento clinico durante a fase inicial da doenga,
reduzindo o risco de complicagdes, como também contribui para notificacdes precisas as
autoridades, permitindo a execu¢do de medidas imediatas de controle da dengue nas areas
afetadas. Em varias regides endémicas o diagnoéstico laboratorial ainda continua sendo
precario. Essas dificuldades estdo, na grande maioria, associadas a poucos recursos
oferecidos aos laboratorios, a auséncia de insumos necessarios para a realizacdo dos
exames e a utilizagdo de metodologias diagnosticas complexas. Uma abordagem
apropriada para a reducdo das dificuldades relacionadas ao diagnostico laboratorial da
dengue seria a obtencdo de testes rapidos, financeiramente acessiveis € com acuracia

adequada para um diagndstico preciso.
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O exame sorologico capaz de detectar anticorpos Anti-DENV ¢ o mais solicitado
para diagnosticar a dengue (BIASSOTI; ORTIZ, 2017; SAITO et al.,, 2017).
Os anticorpos, também denominados de imunoglobulinas (Ig), sdo glicoproteinas
produzidas por nosso sistema imunologico, a partir da diferenciagao dos linfocitos B, em
resposta a uma infecg¢do. Trata-se de moléculas que exercem suas fungdes com
especificidade, ou seja, cada anticorpo atua apenas contra determinado antigeno
(moléculas estranhas ao organismo que desencadeiam a producao de anticorpos).

Suas principais fungdes efetoras compreendem o reconhecimento de antigenos,
neutralizacao e eliminagdo de patogenos e de suas toxinas. Existem cinco classes distintas

de anticorpos: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE (Figura 2)

Figura 2. Representacdo das cinco classes de anticorpos.
IgG IgE IgD

@ ‘?7 ,.«.\_\J &

IgM

IgA

Fonte: Shutterstock - Imagens de antibody, 2021. Disponivel em:
https://www.shutterstock.com/pt/search/antibody. Acesso em: 31/07/21

Dentre elas, duas merecem destaque: a I[gM e a IgG. Anticorpos de classe [gM sao
decorrentes de resposta primdria, correspondendo os primeiros anticorpos a se formarem
em resposta a patogenos complexos. Possuem estrutura pentamérica com cinco cadeias
ligadas entre si por pontes dissulfeto e por uma cadeia polipeptidica inferior chamada de
cadeia J. A IgM ¢ encontrada principalmente no ambiente intravascular, sendo uma classe
de anticorpos de fase aguda nas doencas que desencadeiam resposta humoral. IgG ¢ a
classe de anticorpos encontrada em maior quantidade no nosso corpo. Possui uma
estrutura monomeérica simples e capaz de atravessar a placenta. Encontra-se igualmente
distribuida nos compartimentos extracelulares. E o anticorpo principal nas respostas
imunes secundarias e ¢ considerado o marcador classico de memoria imunoldgica

(CARDOSO, 2012).
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Nos casos de dengue, os anticorpos IgM especificos podem ser detectados a partir
do quarto dia ap6s o surgimento dos primeiros sintomas, alcangando niveis mais elevados
por volta do oitavo dia de infecgdo, e se tornando indetectaveis alguns meses apos a cura
da doenca. Os anticorpos IgG, elevam-se gradualmente a partir do quarto dia ap6s o inicio
dos sintomas, atingindo altos valores em duas semanas. Permanecem detectaveis por
diversos anos, atribuindo ao individuo imunidade permanente contra o sorotipo infectante
(FIGUEIREDO; FONSECA, 1996).

Como muitos procuram atendimento médico apos cinco dias de febre, o anti-
DENV IgM / IgG tornou-se o marcador utilizado com frequéncia para identificar uma
infec¢do recente em muitos paises endémicos. Além disso, detectar a IgG anti-DENV em
conjunto ajudaria a diferenciar infecgdes primarias e secunddrias por DENV
(BLACKSELL et al., 2012).

Além da deteccao de anticorpos, a evolugao de testes para deteccdo do antigeno
NS1 do DENV no soro humano representou uma nova abordagem para o diagnostico das
infecgdes agudas por dengue (DUSSART et al., 2008). Trata-se de uma glicoproteina ndo
estrutural altamente conservada que parece ser essencial para a viabilidade do virus, mas
ndo possui atividade bioldgica bem estabelecida. E encontrada juntamente com o
endotélio, livre ou soluvel no soro dos pacientes um dia antes do inicio dos sintomas e
pode ser detectado pelo menos até cinco dias apds o inicio dos sintomas, permitindo um
diagnostico precoce (SHU et al., 2009). A Figura 3 ilustra a concentracao de marcadores
em decorréncia do tempo.

O ELISA (do inglés: Enzime Linked Immuno Sorbent Assay) é um teste sorologico
imunoenzimatico amplamente difundido, que se baseia em reagdes antigeno-anticorpo
detectaveis através de reagoes enzimaticas. Nos casos de dengue, o ELISA ¢ capaz de
detectar os anticorpos IgM e IgG, além do antigeno NS1 (DE PAULA; FONSECA,
2004).
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Figura 3. Demonstracao da concentragdo dos marcadores diagnodsticos para dengue em
decorréncia dos dias de infec¢ao.
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Fonte: Newslab, 2020. Disponivel em: https://newslab.com.br/dengue-determinacao-de-igg-igm-anti-
virus-por-metodo-imunocromatografico/. Acesso em 29/07/2021.

Os testes imunocromatograficos rapidos (RDTs do inglés: Rapid Diagnostic
Tests) sao frequentemente utilizados para detectar [gM e/ou IgG anti-DENV devido a sua
rapidez e simplicidade. Outra vantagem dos RDTs ¢ o fato de serem executados em
ambientes que nao necessitam de recursos tecnologicos complexos (BLACKSELL et al.,
2012). Existe uma enorme variedade de RDTs no mercado, os quais se diferenciam pelo
tipo de marcadores bioldgicos detectados. Alguns tem capacidade para detectar apenas
IgM, outros podem detectar IgM e IgG, ou até¢ mesmo IgM, NS1 e IgG, como mostra a
Figura 4 (BLACKSELL et al., 2011).



21

Figura 4. Teste Rapido para Dengue com capacidade para detectar NS1, IgM e IgG.
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Fonte: Teste Rapido OnSite Duo Dengue Ag-IgG/IgM., 2020. Disponivel em:
https://www.sanarmed.com/esta-disponivel-no-brasil-teste-que-identifica-dengue-em-10-minutos-
colunistas. Acesso em: 01/08/2021.

Com o aumento na comercializagdo de RDTs, um grande desafio enfrentado pelo
sistema de saude ¢ a verificagdo da acuracia desses testes para amparar a tomada de
decisdo sobre a sua utilizagcdo em larga escala.

De maneira geral, os testes e exames diagndsticos (TED) tém sido pouco avaliados
no contexto da Avaliagdo de Tecnologias em Saude (ATS), embora tenham
inquestiondvel importancia na historia natural de inimeras doencas. Ha nitida escassez
de estudos que avaliam os TED, sob a perspectiva clinica, econdmica e de seguranga para
o paciente. O diagnostico correto e precoce, principalmente das enfermidades graves,
intervém de forma decisiva na historia natural da doenga, definindo condutas adequadas
e maiores chances de desfechos favoraveis com menores custos financeiros e sociais
(NUNES et al., 2015).

O diagndstico preciso e precoce da dengue tem um papel extremamente
importante no manejo clinico do paciente ¢ no impedimento da evolugdo para casos
graves, principalmente em criangas (XAVIER et al., 2014)

Dada a importancia do diagndstico laboratorial da dengue, principalmente em sua
fase inicial, este trabalho justifica-se pela necessidade em saber quais testes rapidos sdo

mais confiaveis, ou seja, tem maior sensibilidade e especificidade.
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Ademais, os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo dos testes avaliados sdo calculados através das formulas:
S=VP/(VP+FN)
E = VN/(VN + FP)
VPP =VP/ (VP + FP)
VPN = VN/ (VN + FN)

Onde: S= sensibilidade, VP= verdadeiros positivos, FN= Falso negativos, E=
especificidade, VN= verdadeiros negativos, FP= falso positivos, VPP= valor preditivo
positivo e VPN= valor preditivo negativo (KAWAMURA, 2002).

Portanto, a partir do exposto, a pergunta da revisdo sistematica foi construida
utilizando a estratégia PICO, que representa um acronimo para Paciente, Intervencao,
Comparagao e “Outcomes” (desfecho).

Para avaliar a qualidade dos artigos selecionados, risco de viés e aplicabilidade,
foi utilizada a ferramenta Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies 2
(QUADAS 2). Trata-se de uma ferramenta que contempla 14 itens distribuidos em quatro
dominios que avaliam a selecdo do paciente, teste de indice, teste de referéncia, fluxo e
tempo. O Sistema GRADE (Grading of Recommendations Assessment, Development and
Evaluation) foi utilizado para graduar a qualidade das evidéncias e a forca da

recomendacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a acurdcia de testes rdpidos comerciais para diagnostico de pacientes

infectados pelo virus da dengue

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a acurécia dos testes rapidos comparados com métodos diagndsticos de

referéncia para o diagnodstico da dengue;

e Fornecer subsidios para auxiliar os gestores do SUS na escolha de testes rapidos

mais eficientes para as redes de atengdo a saude.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

Os relatos iniciais de grandes epidemias de doenga que possivelmente tratava-se
de dengue ocorreram na Asia, Africa e América do Norte, por volta de 1780. Entretanto,
existem registros desde o século III na China, durante os anos de 265 a 420 d.C., quando
foram descritos sintomas de uma doenga que os chineses chamaram de “veneno da dgua”,
relacionando insetos voadores e dgua. Portanto, ¢ provavel que a dengue ja apresentasse
uma vasta distribuicdo geografica desde os primeiros séculos (NOGUEIRA, 1999;
SCHATZMAYR, 2008).

Contudo, o isolamento do virus ocorreu pela primeira vez no Japao, de soldados
japoneses portadores de doencga febril (KIMURA, R.; HOTTA, 1944). Posteriormente,
foi isolado outro sorotipo proveniente de Nova Guiné (SABIN, A. B.; SCHLESINGER,
1945). Os isolamentos foram realizados por meio da inoculagcdo de amostras de sangue
em camundongos. Os primeiros virus isolados foram designados DENV-1, e o isolado de
Nova Guiné foi designado DENV-2. O DENV-3 ¢ o DENV-4 foram isolados nas
Filipinas, em 1956 (HAMMON et al., 1960).

A primeira epidemia historicamente bem documentada, que ficou conhecida como
febre hemorragica, aconteceu em Manila entre os anos 1953 e 1954, seguida por outra de
maior propor¢cao em Bangkok, em 1958 (HOLMES; TWIDDY, 2003). Apesar da alta
transmissao epidémica e da circulagdo simultanea de multiplos sorotipos do virus, a
epidemia de febre hemorragica da dengue conteve-se no Sudeste da Asia, devido
principalmente aos programas de erradicagdo do Aedes aegypti nas Américas que
almejavam o controle da febre amarela urbana nas décadas de 50 e 70. O programa era
coordenado pela Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e foi finalizado no inicio
dos anos 70. Entretanto, ao final dessa década, o Aedes aegypti se disseminou na maioria
dos paises americanos (GUBLER, 2002).

Apenas 0 DENV-2 e o DENV-3 circulavam nas Américas, até¢ 1975. Estes virus
causaram epidemias nas Ilhas do Caribe (1969), Jamaica e em Porto Rico (1963),
respectivamente. Em 1977, o DENV-1 foi o causador das epidemias de dengue ocorridas
na Jamaica e Cuba, e em 1978, na Venezuela e Porto Rico, propagando-se nos anos
seguintes pelo Caribe, México, Estados Unidos (Texas), América Central e norte da
América do Sul. Até entdo, as epidemias apresentavam as caracteristicas clinicas de

dengue classica (SCHATZMAYR, 2000). A primeira e mais grave epidemia de dengue
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hemorragica das Américas aconteceu em Cuba, em 1981. Foi causada pelo DENV-2 e
teve mais de 10 mil casos graves e 158 mortes, destas 101 eram criancas (GUZMAN,
2003). No Brasil, provaveis surtos de dengue datam de 1864 na cidade do Rio de Janeiro,
e ao longo do século XIX nas regides Sul, Sudeste e Nordeste. Uma campanha iniciada
por Oswaldo Cruz em 1904 para combater a febre amarela resultou na erradicacao do
mosquito Aedes aegypti no pais em 1955. Provavelmente esta foi a justificativa para a
auséncia de surtos de dengue entre 1923 e 1981 (FIGUEIREDO, 2000). No final da
década de 1940 e em 1950, programas eficientes de combate ao vetor foram
implementados em todos os paises da América Latina (LOWY, 1999). Entretanto, o
ressurgimento do mosquito acabou acontecendo em 1970, decorrente da descontinuidade
das campanhas de erradicacdo (SCHATZMAYR, 2000).

A primeira epidemia de dengue documentada no Brasil, clinica e
laboratorialmente, ocorreu em meados de 1981/1982 em Boa Vista (Roraima) e foi
causada por DENV-1 e DENV-4. Posteriormente ocorreram epidemias no Rio de Janeiro
e algumas capitais do Nordeste. Desde entdo, casos de dengue vém ocorrendo de forma
endémica em todo territorio brasileiro intercalando-se com periodos de epidemias
(NOGUEIRA; MIAGOSTOVICH; SCHATZMAYR, 2000). Em 1990 houve um
significativo aumento na incidéncia de dengue, resultado da ampla dispersdo do Aedes
aegypti no territorio nacional. A existéncia do vetor associada a mobilidade da populagao
proporcionou a disseminacao de todos os sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢
DENV-4) para 20 estados do Brasil.

Virias epidemias foram registradas entre os anos de 1990 e 2000, principalmente
nas grandes areas urbanas do Sudeste e Nordeste do Brasil, sendo estes os responsaveis
pela maioria dos casos notificados. Em dezembro de 2000 o DENV-3 foi identificado
pela primeira vez no Rio de Janeiro e, posteriormente, em Roraima. Em decorréncia da
introducdo deste sorotipo em 2002 a incidéncia da doenga aumentou significativamente,
sendo confirmados cerca de 697.000 casos no pais. O DENV-4 foi reintroduzido no Brasil
no final de 2009, nos estados do Amazonas € Roraima. Posteriormente se disseminou
para os demais estados do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

Nas ultimas décadas o Brasil vivenciou quatro grandes epidemias, relacionadas a
alternancia do sorotipo viral predominante: DENV-1, DENV-3, DENV-2 e DENV-4 nos
anos de 1998, 2002, 2008 e 2010, respectivamente. Nos ultimos anos observou-se que as
epidemias de dengue foram ocasionadas por mais de um sorotipo circulante (ARAUJO et

al., 2017)



26

Segundo (FERREIRA; CHIARAVALLOTI NETO; MONDINI, 2018), 390
milhdes de pessoas sdo infectadas por ano, ocasionando cerca de 500 mil internagdes e
20 mil obitos. Em 2015, no Brasil, especificamente no estado de Pernambuco, foi
notificado o maior numero de casos de dengue na historia. Foram cerca de 102.721 casos,
26 casos graves, 74 casos com sinal de alarme, e 23 obitos. TEIXEIRA et al., (2013)
constatou que na década de 2000 houve um aumento significativo na distribuicdo e
gravidade dos casos de dengue no Brasil, em relacdo a década passada. A alta
endemicidade e a co-circulagdo de varios sorotipos de DENV, podem ser responsaveis
pelo aumento do niimero de hospitalizagdes e da ocorréncia de formas graves de dengue.

Em 2020, até a semana 52, foram registrados 987.173 casos provaveis de dengue
no Brasil. E notavel a diminuigdo de casos provaveis a partir da semana 12, comparando-
se ao ano anterior. Esta reducdo pode ser explicada pela mobilizagdo das equipes de
vigilancia epidemiolédgica diante do enfrentamento da pandemia do novo coronavirus
(covid-19), o que pode estar originando atraso ou subnotificacdo das arboviroses. Outro
fator relevante que pode estar associado ao contexto da pandemia ¢ o receio da populagdo
em procurar atendimento nas unidades de satde. No periodo de janeiro a junho (semanas
1 a 26), ocorreram 89,8% dos casos provaveis de dengue (886.654), com uma taxa de
incidéncia de 421,9 casos/100 mil habitantes. Neste cenario, destacam-se os estados do
Parana, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Mato Grosso, Espirito Santo e Goias
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

O cenario brasileiro da dengue passou por mudancas representativas ao longo
do tempo, destacando-se o aumento alarmante do nimero de pessoas acometidas em uma
série de epidemias relacionadas a circulagdo de um ou mais sorotipos do agente etiologico

e o crescente nimero de formas graves da doenga (CAMPOS et al., 2015).

3.2.VETOR E TRANSMISSAO

A ocorréncia mundial dos casos de dengue estd relacionada a densidade e
disposi¢ao geografica dos mosquitos vetores pertencentes ao género Aedes. Por se tratar
de uma doenga transmitida por um vetor artrépode, ¢ classificada como uma arbovirose
(“arbo” do inglés “arthropod borne”) (FONSECA; FONSECA, 2002). Trata-se de um
mosquito antropofilico, doméstico, com atividade hematofagica diurna e utiliza-se

preferencialmente de depositos artificiais de 4gua limpa para colocar os seus ovos. Estes
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possuem uma elevada resisténcia a dessecagao, mantendo-se vidveis na escassez de agua
por até 450 dias. O Aedes aegypti tem mostrado ao longo do tempo uma grande
capacidade de adaptagdo a diversas situacdes ambientais consideradas desfavoraveis,
tanto o mosquito adulto quanto as larvas. Os mesmos ja foram encontrados em lugares
com elevada altitude e em dguas poluidas (TAUIL, 2002).

A principal forma de transmissdo da dengue ocorre através das fémeas de
mosquitos pertencentes ao género Aedes, sendo a espécie Aedes aegypti a mais prevalente
nas Américas. Fémeas hematofagas infectadas transmitem o virus durante o repasto
sanguineo para o amadurecimento de seus ovos (RAMOS et al., 2008). A infeccdo do
mosquito ocorre quando este ingere sangue de um individuo que se encontra no periodo
de viremia (cerca de 5 dias) e pode transmitir o virus para um individuo susceptivel depois
de um periodo de incubagdo extrinseca de 8 a 12 dias. Uma vez infectado, o mosquito ¢
capaz de transmitir o virus pelo resto de sua vida (em torno de 45 dias) (VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015). Uma outra espécie de Aedes capaz de transmitir a dengue ¢
0 Aedes albopictus. Entretanto, ndo ¢ encontrado naturalmente no brasil, sendo comum
no sudeste asiatico. E considerado um vetor secundario (TAUIL, 2002). Ambas as
espécies apresentam ciclo de vida semelhante: ovo, quatro estadios larvais, pupa e adulto
(Figura 5).

As fémeas gravidas pdem seus ovos fora da 4dgua, fixando-os individualmente a
parede interna e umida do recipiente, proximo a superficie da dgua parada. Apds a
embriogénese, as larvas podem nascer rapidamente apds o contato com a agua, no entanto
0s ovos podem permanecer viadveis por varias semanas ou meses se ndo estiverem dentro
da 4gua. Portanto, a transmissdo do virus da dengue (DENV) compreende dois ciclos: o
intrinseco (epidémico), que ocorre no organismo humano, e o extrinseco (silvestre), que
ocorre no mosquito (figura 6) (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

Raramente pode haver transmissdo através de 6rgaos transplantados ou transfusao
sanguinea proveniente de doador infectado (RAMOS, 2008). A transmissdo vertical
transplacentaria estabelece um fator de risco para o desenvolvimento de formas graves
em criangas em decorréncia de anticorpos maternos de uma infec¢ao primaria. O contato
de um doente ou de suas secregdes com uma pessoa saudavel ndo transmite a doenca, da

mesma forma as fontes de dgua ou alimentos (HUBERT; HALSTEAD, 2009).
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Figura 5. Ciclo evolutivo do mosquito Aedes aegypti.
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yellow fever mosquite”. Acesso em: 01/08/2021.

Figura 6. Ciclos de transmissdo da dengue.
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A principal forma de prevencao da dengue ¢ o controle do vetor. Entretanto esta
¢ uma tarefa complexa, multifatorial e multissetorial. Existem varios fatores que
ultrapassam as agdes do setor saude, dentre eles: condi¢cdes de habitacdo inadequadas,

desenvolvimento de aglomerados urbanos, abastecimento improprio de dgua, alocagdo
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indevida de residuos, aumento na circulagdo de pessoas e cargas entre paises e alteragdes

climaticas em decorréncia do aquecimento global (MINISTERIO DA SAUDE, 2009b)
3.3. 0 VIRUS DA DENGUE

Os DENV sdo virus esféricos, com cerca 50 nanometros de didmetro, ¢ RNA
(Acido Ribonucleico) de fita simples e polaridade positiva. Sao pertencentes a familia
Flaviviridae, género Flavivirus. Este género compreende também o virus da Febre
Amarela, ¢ uma série de outros virus relacionados a encefalites transmitidas por
artropodes (FAUQUET; FARGETTE, 2005). Existem quatro sorotipos virais em
circulagdo: DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4, todos eles com potencial para
causar dengue de qualquer gravidade (MURREL; WU, 2011).

O genoma destes virus possui cerca de 11.000 pares de base que sao traduzidos
em uma unica e longa poliproteina de aproximadamente 3.000 aminoacidos. Proteases
celulares e virais atuam em combinacdo para clivar essa poliproteina e produzir trés
proteinas estruturais e sete ndo estruturais (GUBLER; KUNO, 2007). A figura 7

representa o genoma do DENV.

Figura 7. Disposi¢ao do genoma do DENV.
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Fonte: (GUZMAN et al., 2010)

As proteinas estruturais sdo: proteina capsidica (C), proteina de membrana (M)
e proteina de Envelope (E), como mostra a figura 8. A principal proteina de superficie do
virus é a do envelope. E responsavel pela ligagdo aos receptores da célula e fusdo da
membrana. Possui cerca de 53kDa e ¢ considerada o maior determinante antigénico nas
particulas virais. A proteina de membrana tem como principal fung¢do impedir que a
proteina E sofra algum rearranjo na conversao de particulas virais imaturas para virions
maduros. A proteina do capsideo ¢ a primeira a ser sintetizada, com aproximadamente

11kDa. E uma proteina extremamente basica, por isso ¢ capaz de interagir com RNA
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viral. Varias copias da proteina C encapsulam o Genoma, formando o nucleocapsideo
viral.

A interagdo entre as proteinas C, M e E forma a conformacao estrutural do virus,
com uma organizagao do envelope icosaédrico e um nucleo de nucleocapsideo esférico.
Considerando ainda que a superficie viral contenha grande parte de proteinas M e E
entrelacadas, estes antigenos conseguem induzir resposta imunologica por anticorpos

neutralizantes (CHANG, 1997; FALCONAR, 1999; VAZQUEZ et al., 2002).

Figura 8. Estrutura do virus da dengue.

Fonte: Adaptado de (ALVES, 2021)

Além das proteinas estruturais, o genoma viral produz sete proteinas ndo
estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Um importante alvo dos
anticorpos contra os DENV ¢ a proteina nado estrutural 1 (NS1). Com aproximadamente
50kDa, a proteina NS1 parece ter papel fundamental na replicagido do virus. E expressa
por células de mamiferos infectadas, sob a forma secretada (sNS1) ou sob a forma
associada @ membrana (mNS1), e ¢ considerada um alvo importante dos anticorpos anti-
DENV (FLAMAND et al., 1999). Apesar de ndo ter sua fungao bem estabelecida, alguns
estudos demonstraram uma correlagdo entre a quantidade desse antigeno no soro e a
gravidade da doenga. Além disso, como sua presenga, em altas concentragdes, pode ser
detectada no soro de pacientes no inicio da infec¢do, a NSI se torna uma importante
ferramenta para diagnostico da doenga em sua fase aguda (LIBRATY et al., 2002;
YOUNG et al., 2000).
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A proteina NS2A possui aproximadamente 22kDa, ¢ hidrofobica e atua
possivelmente na replicacdo do RNA e na montagem viral. A NS2B possui um tamanho
menor (14kDa) estd associada a membrana e produz um complexo estavel com NS3, que
interage como cofator da serino proteinase NS2B-NS3.

A NS3 ¢ relativamente grande (em torno de 70kDa) possui fungdes de protease
e helicase, fundamentais para a replicagdo do RNA e processamento da poliproteina
(CHANG, 1997; CLYDE et al., 2006). A NS4A (16kDa) tem sido associada a alteracdes
na membrana da célula infectada, embora este mecanismo ainda seja desconhecido
(MILLER et al., 2007).

A NS4B (27kDa) atua na replicacdo do virus bloqueando os sinais os sinais
mediados por interferon (IFN), o que sugere uma importante participacdo na patogénese
da doenga. A NS4A e NS2A também estao relacionadas no bloqueio de sinalizagdo de
IFN (CLYDE et al., 2006; MUNOZ-JORDAN et al., 2003).

A NS5 ¢ a maior proteina dos Flavivirus, com 105kDa. Possui atividades
metiltransferase (MTase) e RNA polimerase RNA-dependente. Outras fungdes tém sido
levantadas, como a indu¢ao da produgao de Interleucina 8 (IL-8), que proporciona a
disseminagdo viral por meio do recrutamento de células inflamatodrias para o local da
infeccdo (CHANG, 1997; MEDIN et al., 2005).

Ap6s sua inoculagdo, acredita-se que o virus faga sua primeira replicagdo em
linfonodos locais, em células musculares e fibroblastos. Apos a replicacao inicial, ocorre
a disseminagdo e viremia. Os DENV passam a ser encontrados livres no plasma ou no
interior de mondcitos e macrofagos, células as quais possuem tropismo, sendo
importantes sitios de replicacdo (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

A resposta imunoldgica humoral tem um importante papel no processo de cura
e prevencao de infecgdes secundarias. Os anticorpos ligam-se principalmente a epitopos
da proteina E, no envelope, e promovem a lise viral ou bloqueio dos receptores,
proporcionando a neutralizagdo do virus. Anticorpos contra a proteina NS1 provocam a
lise viral através da fixacao do complemento. A resposta imunolédgica celular também ¢
estimulada pelos anticorpos, os quais atuam como mediadores de fendmenos de
citotoxicidade por linfocitos TCDS, que lisam células infectadas. As respostas citotoxicas
por linfécitos T também sdo estimuladas pelas proteinas NS1, NS3 e E dos DENV.
Linfocitos TCD4 lisam células infectadas e produzem uma série de linfocinas, de agdo
imunomoduladora pouco conhecida. Logo, as células T participam ativamente na resposta

imune, reduzindo o numero de células infectadas com o virus. A febre e o mal-estar
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presentes nos quadros de dengue estdo relacionados com os niveis elevados das citocinas
séricas: fator de necrose tumoral (TNF), IL-6 e interferon (IFN). Enquanto a mialgia se
relaciona com a multiplicagdo viral no proprio tecido muscular (ESTUTI, 2002;

FIGUEIREDO, 1999).

3.4. MANIFESTACOES CLINICAS

A dengue ¢ uma doenga dindmica e sistémica que pode se apresentar nas formas
assintomatica ou sintomatica, com sintomas com ou sem gravidade. Apos a picada do
mosquito, o periodo de incubacdo normalmente ¢ de quatro a sete dias, embora possa
variar de dois até 15 dias. O percentual de infec¢des assintomaticas esta relacionado a
fatores individuais, ambientais, do vetor e do proprio virus. Na chamada dengue cléssica
(DC) os pacientes apresentam: Febre alta (>38.5°C), dores musculares intensas, dor ao
movimentar os olhos, nduseas, falta de apetite, cefaleia e manchas vermelhas no corpo.
A queixa principal € a cefaleia de localizagao retro-orbitaria. Manifestagdes hemorragicas
podem ocorrer em 5% a 30% dos casos. Caracterizam-se principalmente por epistaxe,
gengivorragia e petéquias, que normalmente aparecem entre o terceiro ou quarto dia, e
costumam surgir na regido dos pés, pernas e axilas. Podem ser identificadas pela prova
do lago (MINISTERIO DA SAUDE, 2020; XAVIER et al., 2014).

A febre hemorragica da Dengue (FHD) apresenta-se com febre de inicio subito,
associada a vérios sintomas similares aos da dengue cléssica. Entre o terceiro e o oitavo
dia de evolucdo, surgem a hemoconcentragdo (extravasamento plasmatico),
plaquetopenia (abaixo de 100.000 plaquetas/mm?®) e presenca de sangramentos
espontaneos, principalmente digestivo e urindrio. Esses pacientes precisam ser
monitorados rigorosamente a partir do terceiro dia, pois podem apresentar sinais e
sintomas que precedem a gravidade da doenga, como dor abdominal continua, vomitos
persistentes, hepatomegalia dolorosa, derrames cavitarios, sangramento de mucosas ou
outra hemorragia. Tém sido registrados, cada vez com mais frequéncia, casos de
comprometimento do sistema nervoso central (SNC), sistema hepatico, esplénico e
miocardiopatia. Os transtornos hepaticos apresentam-se como hepatomegalia, elevagdo
das enzimas hepaticas e hepatite fulminante. Ja foram descritos tanto em casos de DC

como em casos de FHD (XAVIER et al., 2014).
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A primeira infecg¢do, por qualquer sorotipo, proporciona imunidade prolongada
contra o proprio sorotipo infectante e imunidade cruzada temporaria contra os outros
sorotipos, durante cerca de seis meses. Apds esse periodo, o individuo torna-se
susceptivel novamente aos demais sorotipos virais (MURREL; WU, 2011). Muitos casos
graves de dengue ocorrem na primeira infecgao, o que caracteriza as diferentes viruléncias
dos DENV. Além disso, alguns fatores do hospedeiro, como idade, estado nutricional e
fatores genéticos, podem influenciar na gravidade da doenca. Alguns pesquisadores
acreditam que haja uma relagdo entre os casos de maior gravidade e a infecg¢ao pelo
DENV-2, embora todos os sorotipos virais possam levar a casos graves de dengue
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; GUZMAN et al., 2002). Possivelmente,
a ocorréncia de casos graves numa segunda infec¢do ocorre porque anticorpos especificos
para determinado sorotipo sdo capazes de se ligar as proteinas de outro, mas sem
conseguir neutraliza-los. No lugar de uma imunidade cruzada, a entrada do virus nas
células seria facilitada, aumentando entdo o niimero de células infectadas e a quantidade
de virus circulantes (DEJNIRATTISAI et al., 2013).

A OMS (Organizacao Mundial da Saude) estabeleceu critérios para confirmar
casos graves de dengue, classificando-os de acordo com a gravidade em graus de [ a IV:
e (Grau I - febre associada a dois ou mais dos seguintes sintomas: artralgia, mialgia,
dor de cabega, dor retro-orbital, prova do lago positiva, contagem de plaquetas
inferior a 100.000/mm3 e aumento de hematdcrito.
e (Grau II - os mesmos sinais e sintomas do grau I, associados a sangramentos
espontaneos.
e (Grau IIl - os mesmos sinais e sintomas do grau II, associados a problemas
circulatorios (pulso fraco, hipotensdo e agitagao).
e Grau IV - 0os mesmos sinais e sintomas, associados a choque profundo com pulso

e pressao indetectaveis.

A FHD de grau IlI e IV ¢ também chamada de Sindrome do Choque de Dengue
(SCD). Apesar desses critérios, muitas alteracdes epidemiolédgicas relacionadas a dengue
levaram a problemas com o uso dessa classificacdo, como por exemplo, a dificuldade em
aplicar os critérios em diversas condigdes clinicas € o avango de casos graves que ndo
atendiam os critérios para FHD. Por isso, em 2009, a OMS alterou a classificacdao para

dengue, dengue com sinais de alarme e dengue grave, substituindo a classificagcdo anterior
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de DC, FHD e SCD (Figura 9). No ano de 2014 o Brasil adotou a nova classificagao
orientada pela OMS.

Nao ha um tratamento especifico para dengue. Os pacientes recebem terapia de
suporte, incluindo hidratacao, repouso, analgésicos, antipiréticos e antieméticos. Em

casos mais graves € necessaria a reposicao de fluidos e eletrélitos para correcao de percas

de fluidos e acidose (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Figura 9. Esquema de classificagdo dos casos de dengue em 2009.
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Fonte: Adaptado de (VALLE et al., 2015)

3.5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A rapidez e especificidade na detecg¢do do virus da dengue durante a fase aguda
da doenca, ¢ um dos principais desafios associados ao tratamento adequado em individuos
infectados. O diagndstico da dengue em sua fase inicial permite um tratamento eficaz, o
mais brevemente possivel, prevenindo a evolug@o para casos de maior gravidade. Além
disso, como seus sinais e sintomas sdo inespecificos e semelhantes a uma série de outras
doengas virais, nao permitindo um diagnoéstico clinico preciso, o diagnostico laboratorial

se faz imprescindivel.
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Até a década de 1970 os testes diagnosticos empregados para diagnosticar a
dengue consistiam em: teste de neutralizagdo, inibi¢ao da hemaglutinacao (HI) e fixagao
do complemento (FC) (HALSTEAD, 1965). Desde entdo, o desenvolvimento da técnica
de ELISA (ENGVALL; PERIMANN, 1971) e o posterior advento da biologia molecular
na década de 1980, trouxeram grande avango no diagnostico laboratorial da dengue e de
outras doengas infecciosas (MULLIS et al., 1986).

Atualmente, o desenvolvimento de técnicas para deteccdo de anticorpos,
identificacdao do virus ou de suas particulas, estdo sendo frequentemente aprimoradas e
modernizadas para tornar o diagnodstico da dengue cada vez mais répido e preciso.
Atualmente, existem varias técnicas disponiveis para diagnosticar a dengue, as mais
difundidas incluem: Isolamento e identificagdo viral, detec¢do da proteina viral NS1, ou
de anticorpos IgM e IgG anti-dengue através de ELISA e a deteccdo do RNA viral através
de PCR (Polymerase Chain Reaction) (SOUZA, 2012). Todas as metodologias citadas
necessitam de uma série de equipamentos e reagentes para serem executadas, além de
infraestrutura adequada. Por isso, os testes rapidos imunocromatograficos sao
frequentemente utilizados, principalmente em regides menos desenvolvidas. Devido a sua
facilidade de execucao, baixo custo e agilidade no resultado, os RDTs estao se tornando
cada vez mais a op¢ao de escolha para diagnosticar varias doengas infecciosas, ainda que

muitas vezes se associem a outras técnicas de diagnostico (ROZAND, 2014).

3.5.1. Isolamento Viral

A inoculagdo de amostras clinicas em linhagens celulares de mosquitos seguido
de uma reacdao de imunofluorescéncia indireta com anticorpos especificos, ¢ o método
mais utilizado para o isolamento dos DENV. O estabelecimento da cultura de células de
mosquito na técnica de isolamento viral determinou um grande avango aos métodos
viroldgicos empregados no diagnostico da dengue. O clone C6/36 de células de mosquito
Aedes albopictus, tem sido o mais utilizado nas tltimas décadas (GUBLER et al., 1984).
A técnica pode ser feita com amostras de sangue, soro, plasma, fragmentos de visceras e
liquido cefalorraquidiano (LCR). A coleta da amostra de sangue precisa ser feita no

periodo de viremia da doenga, até o 5° dia do inicio dos sintomas.
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A presenca viral pode ser determinada através do efeito citopatico na
monocamada de células ou por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta, que se
baseia na reacdo de anticorpos monoclonais especificos para os quatro sorotipos virais,
marcados com um fluorocromo (anticorpos fluorescentes) (GUBLER et al., 1984;
SOUZA, 2012)

O isolamento viral em cultura de células tem grande importancia no
monitoramento viral e na detec¢do precoce de sorotipos circulantes em uma determinada
area, sendo de essencial importancia para vigilancia da dengue. Entretanto, existem
algumas limita¢des em seu uso: o curto periodo de viremia no qual o virus pode ser
detectado, os procedimentos de coleta, transporte € armazenamento que devem considerar
a termolabilidade do virus, e o alto custo envolvido na manutencao do laboratorio e da

equipe devidamente capacitada (SOUZA, 2012).

3.5.2. Imunoensaio Enzimatico (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Os imunoensaios sdao técnicas capazes de detectar e quantificar antigenos e
anticorpos. Apresentam um alto nivel de sensibilidade e estabilidade, além de serem
replicaveis e precisos (VAZ, 2012). Para isso ¢ fundamental que os reagentes e todos os
parametros de dosagens e analises estejam bem padronizados e validados na rotina
laboratorial (CROWTHER, 2001).

O ELISA refere-se a uma técnica heterogénea, com multiplas fases, que detecta
até mesmo quantidades minimas de antigenos ou anticorpos. E realizada em amostras de
soro ou plasma, por isso ¢ também conhecido como teste sorologico.

Seu principio basico ¢ a formagao de uma reacdo antigeno-anticorpo, com um
anticorpo de revelacdo conjugado a uma enzima. Quando ocorre a formagao do complexo
antigeno-anticorpo, o substrato cromogénico ¢ adicionado e reage com a enzima do
conjugado, dando origem a produtos soluveis coloridos, cuja medida da densidade otica
¢ feita no espectrofotdmetro. Inicialmente, um dos reagentes ¢ fixado em uma fase sélida,
enquanto outro reagente pode ser ligado a uma enzima, de maneira que tanto a atividade
enzimatica como as propriedades imunolédgicas do anticorpo sejam preservadas (AYDIN,

2015; VAZ, 2012)
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A fase solida pode ser constituida por placas, tubos ou esferas de poliestireno,
polivinil ou polipropileno Placas plasticas sdo as mais difundidas, pois permitirem a

automacao e a realizagdo de multiplos ensaios (Figura 10) (CROWTHER, 2001).

Figura 10. Placa de 96 pocos utilizada para o teste de ELISA.
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Fonte: https://www.euroimmun.com.br/tecnicas/2/elisa#conteudo. Euroimmun - Técnicas. Acesso em:
25/08/2021.

Ao término de cada etapa da técnica, como sensibilizacdo, incubag¢dao com a
amostra e com o conjugado, as cavidades das placas sdo lavadas para a exclusdo do

material ndo ligado a fase solida, como mostra a Figura 11.

Figura 11. Etapas da técnica de ELISA para pesquisa de anticorpo. Cada etapa ¢
seguida por um processo de lavagem.

lavagem lavagem lavagem
antigeno anticonpo anicorpos igados substrato é adicionado
adsomado no aspacifico aenzima & converido pela enama
poco higa-se ao hgam-se aos & uma determinada cor
antigeno anticorpos humanos A coloragdo & proporcional

& quantidade de anticorpo
Fonte: Adaptado de (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000).

As enzimas utilizadas nos imunoensaios devem preencher requisitos como
estabilidade, facilidade na obtencdo na forma purificada e capacidade de se conjugar a
varios antigenos e anticorpos sem perda de sua atividade. A enzima empregada com mais
frequéncia ¢ a peroxidase. Além de possuir os requisitos citados, pode ser conjugada por

varios processos e utilizar varios substratos cromogénicos.
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E extremamente importante levar em consideragdo o grau de pureza do antigeno
ou anticorpo utilizado na fase solida, pois qualquer material semelhante competira pelo
espaco na placa. Nos testes de ELISAs que pesquisam antigenos, o anticorpo utilizado na
fase solida deve ter alta afinidade com o antigeno pesquisado, podendo ser monoclonal
ou policlonal. J& na pesquisa de anticorpos, o antigeno deve estar livre de impurezas,
podendo-se empregar antigenos purificados, peptideos sintéticos ou adquiridos a partir de
tecnologia recombinante (ELSHAL; MCCOY, 2006; CROWTHER, 2001).

Tém-se varios tipos de ELISA, a depender da metodologia aplicada. A Figura 12
demonstra trés tipos frequentemente utilizados na rotina laboratorial.

No ELISA direto, a fase solida ¢ sensibilizada com antigenos e anticorpos
quimicamente marcados por uma enzima sao inseridos diretamente sobre o alvo. Apos a
adicdo de um substrato cromogénico, a reacao de cor ¢ lida em espectrofotometro de
placa. Anticorpos nao ligados e outras proteinas sdo removidos por lavagens
(JANEWAY; WALPORT; SHLOMCHIK, 2005). Ja no ELISA indireto os anticorpos
inseridos sobre o alvo na fase solida ndo estdo marcados, ao invés disso, anticorpos
secundarios, que reagem especificamente com os anticorpos da amostra previamente
capturados, sdo marcados por enzimas e promovem a reagdo de cor apds adicao do
substrato. Esse ensaio permite identificar os diversos isotipos de imunoglobulinas (IgM,
IgG, IgA e IgE). O método direto ¢ considerado o mais simples e utiliza apenas um
anticorpo primario que marca diretamente o antigeno. Enquanto o método indireto utiliza
anticorpos secundarios na técnica, conferindo maior especificidade (BENDER; VON
MUHLEN, 2018).

Um outro método, chamado ELISA sanduiche, ou de captura, ¢ utilizado na
deteccao de antigenos. Anticorpos contra o antigeno a ser pesquisado sao aderidos a fase
solida. Os antigenos, caso presentes na amostra teste, se ligardo aos anticorpos. Em
seguida, anticorpos secundarios, também especificos ao antigeno ¢ marcados com uma
enzima, sdo adicionados. A enzima reage com o substrato, quando este ¢ inserido ¢ a
presenca de cor indica a presenga do antigeno investigado. O fato de existirem dois tipos
de anticorpos direcionados ao antigeno, assemelha-se a um sanduiche do anticorpo
unindo o antigeno no meio (NUNES, 2005).

Além dos métodos descritos, ha ainda o método por competi¢ao, desenvolvido por
Yorde et al (1976) para quantificar gonadotrofina coridnica humana em amostras de soro

e urina. A técnica pode ser aplicada na pesquisa de antigenos ou anticorpos. Entretanto,



de ligacdo com o anticorpo (YORDE et al., 1976).

Figura 12. Demonstragao ilustrativa de alguns tipos de ELISA.
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Fonte: Fonte: Adaptado de (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000).
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¢ normalmente aplicada na pesquisa de antigenos pequenos e que possuem poucos pontos

Nestes casos, anticorpos sdo fixados a fase solida e antigenos marcados sio

adicionados para competir com o alvo. Os antigenos marcados vao se ligar menos quanto

maior for a quantidade de antigenos nao marcados (da amostra) ligados aos anticorpos

(Figura 13). Dessa forma, a cor ficard menos intensa quando houver muito antigeno na

amostra. Existe, portanto, uma relacdo inversamente proporcional entre a presenca dos

antigenos e a intensidade da cor (AYDIN, 2015).

Figura 13. Demonstra¢do do ELISA competitivo na deteccdo de antigenos.
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Fonte: Adaptado de (BARALDI, 2017).

O ELISA ¢ o método mais frequente de escolha para diagnosticar a dengue.

Consegue detectar infec¢des atuais ou recentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2009c;
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TIMERMAN; NUNES; LUZ, 2012). Anticorpos IgM especificos, surgem na fase aguda
da doencga. Podem ser detectados a partir do quarto dia apds o surgimento dos sintomas,
elevando os niveis por volta do oitavo dia de infecgdo. Os anticorpos IgG, aumentam
gradativamente a partir do quarto dia de surgimento dos sintomas e atingem altos valores
em duas semanas. Permanecem detectaveis por diversos anos, determinando infecgdes
anteriores (FIGUEIREDO; FONSECA, 1996, DANTAS; PASSONI, 2003). No ano
2000, alguns pesquisadores relataram o desenvolvimento do ELISA para detectar a
proteina NS1 do virus da dengue. Como a proteina estd presente em altos niveis no soro
de pacientes na fase inicial da doenca, sua utilizag¢do para o diagnostico precoce da dengue
parecia favoravel. Atualmente, existem disponiveis no mercado diversos kits de ELISA
que utilizam esse principio, por exemplo: Panbio Dengue Early ELISA (4bbott), Dengue
NS1 Ag ELISA Kit (Standard Diagnostic), Platelia Dengue NS1 Ag (BioRad) (ZHANG
etal., 2015; SILVA et al., 2011a).

Tabela 1. Acuricia dos testes ELISA para deteccao de NS1, IgM e IgG.

Autor/Ano Teste Marca Sensi(l;/i:;dade Espec(ioi/":)c)idade
Chong et al., 2020 ELISA NS1 Standard Diagnostics 66.5 95.4
InBios Internetional 100 99.2
ELISA NS1 Euroimmun 100 99.2
InBios Internetional 90.5 97.3
ELISA IgM Abcam 81.0 98.7
Euroimmun 38.1 100
InBios Internetional 97.1 97.7
Lee et al., 2019 ELISA IgG Abcam 100 89.7
Euroimmun 943 98.5
InBios Internetional 95.6 97.1
ELISA NS1 + IgM
Euroimmun 47.1 100
InBios Internetional 100 95.2
ELISA NS1 + IgM + IgG Abcam 94.7 88.9
Euroimmun 98.7 98.4
ELISA IgM 83.6 86.7
Pal et al., 2015 Alere
ELISA IgG 46.7 87.6
Shukla et al., 2016 ELISA NS1 Alere 92 92.7
ELISA NS1 84 100
Kulkarni et al., 2020 ELISA IgM Alere 99 86
ELISA NS1 + IgM 97 87

Fonte: Elaboragao propria (2021).
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3.5.3. Diagnostico Molecular — RT-PCR

A necessidade de métodos diagnosticos mais rapidos e precisos vem se
intensificando com o surgimento de doengas infecciosas emergentes e reemergentes.
Propondo superar as dificuldades encontradas nos métodos convencionais, varios
métodos moleculares foram desenvolvidos para deteccao de patogenos infecciosos. A alta
sensibilidade e especificidade tornam essa metodologia uma importante ferramenta na
confirmacao do diagndstico da dengue. Se comparada ao isolamento viral, a sensibilidade
do PCR varia entre 93 a 100% entre os sorotipos (MIAGOSTOVICH et al., 1997,
LANCIOTTTI et al., 1992).

A PCR, cuja sigla em portugués quer dizer Reacdo em Cadeia da Polimerase,
consiste em uma técnica de amplificagcdo extremamente sensivel e capaz de detectar uma
unica molécula de DNA, desde que esteja presente na amostra analisada (MOLINA;
TOBO, 2004). A técnica promove, através de etapas de variagdo de temperatura, a
duplicacdo de fragmentos de DNA in vitro. O método envolve a utilizacdo dos quatro
nucleotideos (dNTPs) do DNA (A-T-C-G), sequéncias de iniciadores especificos
(primers), uma enzima faqg DNA polimerase, o DNA molde (extraido da amostra clinica
analisada), cloreto de magnésio (MgCl) que atua como cofator para a atividade
enzimatica, uma solugdo tampao, para manter o pH da reacdo adequado e dgua ultrapura,
como diluente. O processo ocorre em trés etapas: desnaturacdo, anelamento e extensao.
Na primeira, a temperatura € elevada (95°C) para que ocorra a separagao da dupla fita de
DNA. No anelamento, ou hibridizagdo, primers especificos se ligam as suas sequéncias
complementares de DNA naregido a qual se pretende amplificar. Os primers atuam como
iniciadores para a enzima DNA faqg polimerase. Esta etapa ocorre entre 60° ¢ 64°C
(ERLICH, 1995; MULLIS et al., 1986). Os primers sdo fitas de DNA contendo
normalmente 18-22 nucleotideos sintetizados in vitro, tendo como base sequéncias
complementares as que delimitam o fragmento de DNA a ser amplificado
(GONCALVES, 2006).

Na pesquisa de microrganismos, por exemplo, os iniciadores geralmente sao
delineados para amplificar parte de um gene considerado essencial ao ciclo de vida da
espécie (PETTL; POLAGE, C.R SCHRECKENBERGER, 2005).

Apos a identificacao do ponto de partida, a enzima DNA tag polimerase completa
a sequéncia que sera replicada, sintetizando uma nova fita de DNA. Esta ultima etapa

trata-se da extensdo, ocorre em uma temperatura de 72°C. Todo o ciclo descrito ¢
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reiniciado, os produtos do primeiro ciclo sdo entdo desnaturados, hibridizados e
novamente replicados. As etapas sdo exemplificadas na Figura 14. Ap6s cerca de 25 a 45
ciclos, tem-se amplificada a regido especifica de DNA a qual se pretende analisar

(PASSAGLIA; ZAHA, 2001).

Figura 14. Demonstragdo das etapas de um ciclo de PCR.
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Fonte: Adaptado de https://www.biomedicinapadrao.com.br. Acesso em 10/08/2021.

A principio, o material genético amplificado era detectado através de eletroforese
em gel de agarose e coloragdo com brometo de etidio. Atualmente a PCR em tempo real
(qPCR) permite que a amplificacdo e detec¢do acontecam ao mesmo tempo. O resultado
¢ visto em tempo real, durante a amplificacdo da sequéncia de interesse, através da
emissdo de fluorescéncia. Dessa maneira, ¢ possivel detectar quantidades minimas de
acido nucleico do patogeno investigado e quantificar o produto final com precisao e
agilidade (ANTHONY et al., 2007). A RT-PCR (Transcri¢ao reversa seguida de reagao
em cadeia da polimerase) utiliza uma enzima, a transcriptase reversa, para converter
moléculas de RNA em DNA complementar. Este, por sua vez, sdo amplificados através
dos mesmos procedimentos descritos anteriormente.

Desde a década de 1990 que diversos protocolos de RT-PCR em tempo real t€ém
sido desenvolvidos e utilizados para o diagndstico da dengue. (LANCIOTT]I et al., 1992).
Devido a maior agilidade, capacidade de quantificacio do RNA viral e maior
sensibilidade, esta metodologia vem gradativamente substituindo a PCR convencional
para diagnosticar a dengue em fase aguda (SHU; HUANG, 2004). Além disso € um ensaio
realizado em etapa Unica e que utiliza primers e sondas fluorescentes especificas para

cada sorotipo viral (WHO, 2009).
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O diagnostico da dengue através da biologia molecular ¢ uma estratégia essencial
para a vigilancia da doenga, quando ¢ necessario determinar o sorotipo circulante o mais
rapidamente possivel. Tem grande importancia também na identificacdo imediata de uma
eventual introdu¢ao de um novo sorotipo circulante no pais. A amostra deve ser coletada
preferencialmente durante os cinco primeiros dias de sintomas, correspondente ao
periodo de viremia em individuos infectados. Apds esse periodo, existe grandes chances
de resultados falso-negativos devido a diminui¢do da carga viral circulante no organismo

(SANTIAGO et al., 2013; WHO, 2009).

3.5.4. Testes Rapidos Imunocromatograficos

O desafio na realizacdo de exames laboratoriais, principalmente devido ao custo
e demora nos resultados, proporcionou o desenvolvimento de dispositivos e métodos
rapidos, portateis e de facil manejo. Assim surgiram os testes rapidos, também chamados
de Point of Care Testing (POCT). Estes podem ser realizados em consultdrios médicos,
pronto atendimento, home care, hospitais e laboratorios, facilitando a escolha ou
prosseguimento de tratamentos adequados e a reducdo do sofrimento dos pacientes
(NICHOLS, 2020). Devido a sua rapida execug¢do, gerando resultados em até 30 minutos,
sdo comumente chamados de testes rapidos ou, ainda, RDT (do inglés: Rapid Diagnostic
Test) (WERSOM et al., 2013; BLACKSELL et al., 2012).

Foram firmemente estabelecidos no final da década de 1980. Desde entdo, a
tecnologia utilizada, suas aplicagdes e a industria continuaram a progredir, chegando a
registrar mais de 500 patentes. Atualmente, existe uma ampla variedade nos formatos de
RDTs disponiveis comercialmente. A imunocromatografia de fluxo lateral ¢ a
metodologia mais utilizada, e que sera abordada nesta revisdo (O’FARRELL, 2009).

O imunoensaio de fluxo lateral possui formato semelhante ao ensaio
imunoenzimatico, embora ndo o substitua. Seus estudos iniciais utilizavam os mesmos
elementos, porém os testes de imunocromatografia possuem uma fase solida, composta
por uma tira de papel para cromatografia, com a finalidade de imobilizar o anticorpo ou
antigeno. Com 1sso0, ocorre a associacao entre o principio cromatografico e o sistema de
reconhecimento imunoldgico (GEERTRUIDA et al., 2008)

A producdo desses testes emprega principios de quimica, fisica, biologia e

engenharia que permitem a deteccdo de anticorpos e/ou antigenos. Possuem em sua
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composi¢ao o filtro da amostra, suporte do conjugado, membrana de nitrocelulose e filtro
de adsor¢do, conforme representa a Figura 15 (JAPOLLA et al., 2015).

O filtro da amostra proporciona a distribui¢do controlada e uniforme do material
a ser analisado, impedindo o alongamento do dispositivo até que a amostra chegue ao
suporte conjugado. Materiais como fibras de celulose, fibras de vidro e malhas de
algoddo, podem ser utilizados para esta fungdo (O’FARRELL, 2009; MILLIPORE,
2013). As fibras de celulose sdo utilizadas com maior frequéncia, pois t€ém menor custo e
sdo capazes de receber volumes maiores de amostras sem que a uniformidade da dispersao
seja prejudicada. A escolha do filtro de amostra ¢ um importante parametro a ser
considerado. Fibras compostas por material muito grosso podem reduzir a absor¢ao de
liquido. Do contrario, materiais muito finos podem inundar o filtro e modificar a dinamica

de fluxo da tira de teste.

Figura 15. Representacao esquematica de um teste imunocromatografico de fluxo lateral.

Amostra

O Linha Teste Linha Controle Filtro de Adsorgdo

/

-

||
[T 1 7

/

Filtrode Amostra  Suporte do Conjugado

\
hY
\

Membrana de Nitrocelulose

Fonte: JAPOLLA etal., 2015.

No suporte do conjugado, anticorpos ou antigenos sdo ligados a nanoparticulas de
ouro coloidal, ou outras moléculas, e fixadas no suporte o qual ird transferir
uniformemente a amostra sobre a membrana do teste. A regido analitica ¢ composta por
uma membrana, na maioria das vezes de nitrocelulose, que devera conter reagentes de
captura nas linhas teste e controle. A capilaridade da membrana de nitrocelulose ¢
fundamental para a adequabilidade do teste. A linha T (teste) € marcada com os antigenos
ou anticorpos que atuarao na captura do analito desejado. A linha C (controle) ¢ marcada
com anti-anticorpos e atua como controle do teste. O ouro coloidal, corante insoltvel
empregado na maioria dos testes imunocromatograficos, revela a interacdo antigeno-
anticorpo. Antes da montagem final do teste, a membrana ¢ processada e seca em
temperatura elevada (O’FARRELL, 2009).

Os dispositivos sdo armazenados em uma embalagem de aluminio selada e junto

a um dessecante. Podem ser conservados a qualquer temperatura compreendida entre 15
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e 30°C, nao sendo recomendavel armazenamento em refrigerador. As principais
recomendacdes dos fabricantes para um desempenho adequado do teste incluem:
utilizagdo imediata do dispositivo ao retird-lo da embalagem, a ndo reutilizacdo do teste
com mais de uma amostra, 0 manuseio das amostras em temperatura ambiente € o uso de
componentes do kit do mesmo lote de fabricagao.

Na execuc¢ao do teste a amostra ¢ inserida no campo indicado, junto a uma solucao
tampao. Dali, a amostra migra por agdo da capilaridade através do dispositivo, interagindo
com os marcadores da linha C e T (PRADO, 2015).

Quando aplicado ao diagnostico da dengue, os testes imunocromatograficos
rapidos podem detectar tanto o antigeno NS1 como os anticorpos IgM e IgG anti-DENV.
Existem varios testes disponiveis no mercado que apresentam ambas as formas de
deteccao (CHONG et al., 2020; LEE et al., 2019; MATA et al., 2020).

No teste para detec¢ao do antigeno NS1, o dispositivo ¢ marcado com anticorpos
anti-NS1, conjugados com ouro coloidal. Esses anticorpos capturam o antigeno € migram
ao longo da membrana cromatografica até a area T, onde o teste se torna visivel ao se

formar o complexo anticorpo-antigeno-anticorpo, como mostra a Figura 16.

Figura 16. Esquema de teste imunocromatografico de fluxo lateral para detec¢ao do
antigeno NS1 do virus da dengue.
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Fonte:
28/08/2021.

https://www.biomedicinapadrao.com.br/2012/06/imunocromatografia.html.
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Para a detecc¢do de anticorpos, o principio baseia-se na reacao dos anticorpos anti-
DENV (IgM ou IgG) presente nas amostras, com proteinas virais recombinantes
conjugadas com ouro coloidal, presentes no dispositivo do teste. O complexo antigeno-
anticorpo move-se ao longo da membrana cromatografica até a regiao T, reagindo com
os anti-anticorpos IgG e/ou IgM gerando a coloragdo na linha-teste (PRADO, 2015). A

interpretacdo final do teste pode ser vista na Figura 17.

Figura 17. Interpretagdo dos RDTs. Nas amostras positivas, as linhas T e C tornam-se
visiveis. Qualquer intensidade de cor na linha T deve ser considerada. As amostras
negativas apresentam a coloracdo apenas da linha C. Resultados invalidos ocorrem
quando a linha C ndo esté visivel.

Positivo Negativo Invalido
e T e T s c C
— T T T — T T
Fonte: https://www.biomedicinapadrao.com.br/2012/06/imunocromatografia.html. Acesso em
28/08/2021.

As vantagens na utilizacdo desses testes sdao varias: custo de fabricagdo
relativamente baixo, agilidade no resultado, necessidade de pequenos volumes de
amostra, vida de prateleira longa, facilidade de producao em larga escala e independéncia
de equipamentos ou equipe altamente especializada (JAPOLLA et al., 2015). Entretanto,
existem relatos de limitagdes de desempenho relacionadas a sensibilidade e
reprodutibilidade. Avalia¢des de desempenho desses produtos tém demonstrado valores
de sensibilidade e especificidade discordantes dos declarados pelos fabricantes
(HUNSPERGER et al., 2014).

Com o aumento do numero de RDTs comercializados, um dos maiores desafios
enfrentados pelo sistema de saude ¢ a verificacao da acuracia desses testes para instruir a

tomada de decisdo sobre o seu uso em larga escala.
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4. METODOLOGIA

4.1. DESENHO DE ESTUDO

O presente estudo consiste em uma revisdo sistematica da literatura. A revisao
serd conduzida de acordo com o Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analysis (PRISMA). Foram selecionados estudos publicados que tenham avaliado
a acurdcia (sensibilidade e especificidade) de testes rapidos comerciais utilizados para o
diagnéstico laboratorial da dengue, comparando-os com testes soroldgicos de referéncia
(ELISA). A seguinte pergunta foi realizada: Os festes rapidos imunocromatograficos

apresentam acurdcia para o diagnostico da Dengue?

4.2. FONTES DE INFORMACAO

A busca eletronica utilizou as seguintes bases de dados: LILACS, Medline
(Pubmed), Center for Reviews and Dissemination (CRD), The Cochrane Library, Trip
Medical Database e Google Scholar, utilizando palavras-chaves relacionadas aos termos
“dengue”, "immunochromatographic tests" e “ELISA”. Maiores detalhes sobre as

estratégias de busca utilizadas estdo descritos no APENDICE L.

4.3. CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Foram incluidos na revisdo sistematica, estudos que atendiam os critérios do
acronimo PICO (P = paciente/problema, I = intervencao, C = comparador e O = outcome
/desfechos). Foram incluidos estudos como artigos cientificos. Foram considerados
estudos nos idiomas inglés, espanhol e portugués. Os autores optaram pela utilizacao de
dados mais recentes considerando a inovagdo tecnoldgica associada a detec¢do da
proteina NS1 nos testes analisados, por isso foram selecionados estudos publicados nos

ultimos 5 anos. Nao houve restri¢gdo em relagao ao pais.
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Quadro 1. Elaboragdo da pergunta estruturada.

Populacio: Pacientes diagnosticados ou com suspeita de Dengue.

Intervenciao: Testes rapidos com caracteristica de ensaio imunocromatografico.

Comparador: ELISA IgM e/ou IgG. e/ou proteina NS1

Outcomes: Para analise de acuracia, os desfechos avaliados incluiram
(Desfechos) sensibilidade e especificidade.

Os artigos cientificos encontrados nas bases de dados, através das estratégias de
busca desenvolvidas, tiveram seus titulos e resumos avaliados por dois revisores
(J.V.LM. e LA.M.F.) de forma independente. Posteriormente estes estudos foram lidos e

analisados por completo. Trabalhos duplicados foram removidos.

4.4. CRITERIO DE SELECAO DOS ESTUDOS

Os resultados da pesquisa dos diferentes bancos de dados foram importados e
incorporados na ferramenta da Cochrane - Covidence e as duplicatas foram removidos
automaticamente ou excluidos manualmente. Dois revisores avaliaram de forma
independente os titulos e resumos recuperados para identificar os potenciais artigos para
inclusdo nas analises. Em seguida, ambos os revisores analisaram os demais documentos
completos de forma independente. Todo o desacordo foi resolvido através de discussoes

até obter o consenso.

4.5. EXTRACAO DOS DADOS

Para a extragdo de dados, foi desenvolvido um formulario padrio (APENDICE
A) com campos referentes a caracteristicas do estudo selecionado: a marca do teste rapido
utilizado, o método diagnostico empregado como comparador, populagdo do estudo,
autor, ano, € os dados numéricos das analises (TP: Total de positivos, FP: Falso Positivos,
TN: Total de Negativos e FN: Falso Negativos) que foram utilizados para calcular:

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.
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Como o diagndstico da dengue através dos testes rapidos se da através da
detecgdo de anticorpos (IgM e/ou IgG) e/ou da proteina NS1, o formulario foi aplicado
para andlise de acuracia de cada analito avaliado no estudo:

e IgM anti-dengue;

IgG anti-dengue;

IgM associado ao IgG anti-dengue;

IgM anti-dengue associado a proteina NS1;

IgM e IgG anti-dengue associados a proteina NS1

4.6. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para cada parametro analisado (NS1, IgM e IgG) foram gerados graficos Forest
Plot para a sensibilidade, especificidade e razdo de probabilidade de diagndstico (odds
ratio), através do Meta-DiSc. Também foram geradas curvas ROC com a acuracia de cada
parametro, utilizando o mesmo programa.

As estimativas de resultados foram agrupadas em uma meta-andlise, usando
modelo de efeito randomizado com base no método DerSimonian-Laird. A
heterogeneidade estatistica sera avaliada e quantificada usando o Q de Cochran e I°.
Todas as andlises serdo realizadas usando o Software MetaDiSc 1.4. A andlise de
sensibilidade e especificidade dos diferentes métodos de diagndstico analisados foi

avaliada pela receiver operating characteristic (ROC).

4.7. AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS E RISCO DE VIES

Utilizamos a ferramenta Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies 2
(QUADAS-2) para avaliar a qualidade dos artigos selecionados, risco de viés e
aplicabilidade. A qualidade da evidéncia e a forca da recomendagdo foram avaliadas

usando a abordagem GRADE.
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5. RESULTADOS

5.1. SELECAO DOS ESTUDOS

Foram identificados 649 estudos nas bases pesquisadas, sendo 465 eliminados
pela leitura do titulo e resumo. Apds a remoc¢do das duplicatas, 148 estudos foram
selecionados para leitura completa. Nao foram selecionados estudos que avaliaram testes
indisponiveis comercialmente, estudos com dados de acurdcia incompletos ou contendo
acuracia de apenas um tipo de teste (interveng¢ao ou comparador). Também nao foram
incluidos trabalhos de dissertagcdo ou tese. Foram excluidos os estudos publicados ha mais
de cinco anos. Por fim, foram incluidos na pesquisa 17 artigos cientificos. Todas as
justificativas da exclusdo de estudos selecionadas se encontram no Diagrama de fluxo

(Figura 18).

5.2. CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS E PARTICIPANTES

Um total de 6.837 individuos participaram dos estudos selecionados. A faixa
etaria da populagdo variou entre 0 a 82 anos. Oito estudos foram transversais prospectivos
(CHONG et al., 2020; GARG et al., 2019; JANG et al., 2019; MATA et al., 2017; MATA
et al., 2020; SHARMA et al., 2017; SHUKLA et al., 2017; HASSAN et al., 2020) quatro
foram transversais retrospectivos (BLESSMANN et al., 2020; KULKARNI et al., 2020;
VICKERS et al., 2015; VICKERS et al., 2017), quatro caso-controles (KIKUTI et al.,
2019; KRISHNANANTHASIVAM et al., 2015; LEE et al., 2019; MAT JUSOH,;
SHUEB, 2017) e um estudo multicéntrico (PAL et al., 2015), envolvendo cinco paises:
Peru, Venezuela, Camboja, Estados Unidos e Tailandia. Os estudos utilizaram amostras
de soro, sangue ou plasma para as andlises. Os 17 estudos foram realizados
principalmente no continente asiatico (12; 70,6%), sendo cinco deles realizados na India,
e nas Américas (05; 29,4%).

Os estudos incluidos analisaram 14 marcas de RDTs, utilizando como testes de
referéncia a deteccao imunoenzimatica de NS1, IgM e/ou IgG através do ELISA. Alguns
também utilizaram RT-PCR, PCR em tempo real e isolamento viral, associados aos testes
de ELISA. A maioria dos estudos avaliou mais de um tipo de analito, e alguns ainda

avaliaram mais de uma marca de RDT (Tabela 2).
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Figura 18. Fluxograma de sele¢ao dos estudos da revisao sistematica
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Tabela 2. Caracteristicas dos estudos avaliados
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Acuracia da Proteina NS1

Teste Teste de N Sensibilidade | Especificidade
Rapido Referéncia Autor, ano Pais (populacio (%) (%) VPP | VPN
Avaliado (comparador) do estudo) (IC 95%) (IC 95%)
SD
BIOLINE ELISA Vickers, etal. | . 139 90.0 (81.9- 992971 | o1 | 65
Dengue NS1/1gM/1gG 2015 95.3) 99.9) ’ ’
puo®
SD Bioline
Dengue Duo RT-PCR Krishnananth
('Standar.d ELISA IgM, | asivam, etal. | Sri Lanka 143 57.0 (48.0- 86.7 (39.5- 97.3 19.1
Diagnostic, 1eG 2015 65.7) 98.3)
Coreia) g
Dengue
Eden Test
ELISA NSI1, Mata, et al. . 85.0 (77.3— 97.6 (87.4-
NSI RT-PCR 2017 Brasil 144 90.9) 99.9) 99.1 69.4
(Bioeasy,
China)
OneStep
NS1 Rapi-
DIP Insta
Test
(Diagnostic Vickers, et al. . 90.0 (81.9— 96.9 (94.0-
Automation/C ELISA NS1 2017 Jamaica 339 95.3) 98.6) 91.0 | 96.5
ortez
Diagnostics,
Inc., CA,
USA)
ProDetect 94.4 (313
Dengue Duo 4813~ 96.0(86.3-99.5) | 94.4 | 96.0
(Mediven) 99.3)
Jusoh & , .
D ELISA NS1 Shueb, 2017 Malasia 86
BIOLINE 88.9 (73.9-
100 (92.9-100 100 92.6
Dengue 96.9) ( )
puo®
SD Bioline
Dengue Duo
(Standard IEBI/}}I%; Shar;r:)a;,;t al. India 720 100.100(095.6— 100.1005)88.4— 1000 | 1000
Diagnostic, g ) )
Coreia)
Dengue day
1 Test Shukla, et al. . 96.8 (92.0-
(J. Mitra and ELISA NS1 2017 India 249 100 (97.2-100) 99.1) 96.9 100

Co., India)
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Dengue day
1 Test ELISA Hassan, et al. . 92.3 (84.0- 98.1 (94.5-
(. Mitraand | [gM/NSI 2018 India 225 97.1) 99.6) 96.0 | 962
Co., India)
Asan Easy 42.9(17.7
Test e 1( N "~ 199.2(95.6-100) | 85.7 | 93.9
(Asan Pharm) 1)
SD Bioline
Dengue Duo | p priga | Lee, etal 57.1(28.9
(Standard ’ ’ ' Coréia 138 ) o 100 (97.1-100) | 100 95.4
Diagnostic, NS1/1gM/1gG 2019 82.3)
Coreia)
Ichroma
Dengue 64‘5’7(32'5 100 (97.1-100) | 100 | 96.1
(Boditech 2)
Med)
CareUS 79.8 (71.1
(WellsBio, S (1L1- 100 (94.3-100) | 100 74.1
Corel 86.9)
oreia)
SD Bioline
Dengue Duo 48.6 (38.9-
RT-PCR Jang, et al. 58(4 100 (94.3-100) | 100 52.9
(Standard ’ Myanmar 172 4)
DI . ELISA IgM/IgG 2019
1agnostic,
Coreia)
Humasis
(Humasis, 63.3 (33.5- 100 (94.3-100) | 100 61.2
Coreia) 72.3)
SD Bioline
Dengue Duo RT-PCR, o
(Abbott, USA; | ELISA Kikuti, etal. | p 1 500 3 8‘25(32'5 - 98‘919(983'5 97.9 | 412
former Alere NS1/IgM 2019 -0) -8)
Inc, EUA)
SD Bioline
Dengue Duo
(SD 100 (95.0-100) | 100 (95.5-100) | 100 100
Diagnostics,
Coreia)
RT-PCR
Dengucheck ; Garg, et al. .
Zypher | ELISANSU 2019 India 1521100 (95.0-100) | 100 (95.5-100) | 100 | 100
(Tulip). India IgM/IgG
Dengue day
1 94.4 (86.4-
(. Mitra and 98.5) 100 (95.5-100) | 100 95.2
Co., India)
SD Bioline Blessmann, et 59.5 (47.4-
Dengue Duo ELISA NS1 al. 2020 Laos 770 70.7) 100 (97.9-100) | 100 85.2

(Alere/Abott)
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Dengue day
1 87.0 (80.0- 95.6 (92.4-
(J. Mitra and 92.3) 97.7) 904 | 93.9
Co., India)
ELISA NS1/ Kulkarni, et .
SD Bioline 1gM al.2020 | [ndia 809
Dengue Duo
(Standard 99.1 (94.7-100) | 99.6 (98.0-100) | 99.1 99.6
Diagnostics,
Inc., Coreia)
SD Bioline
Dengue Duo RT-PCR,
(Standard | ELISA NSI Cho;gégt al | Maldsia 494 s 2‘49(‘15 7 97‘979(35 A= 952 | 703
Diagnostic, IgM/IgG 59.1) 2)
Coreia)
Dengue
NSI1- 45.4 (37.3- 98.3 (95.0-
(Biocasy, 53.7) 99.6) 96.0 752
China)
Dengue NS1
Ag Strip 17.8 (12.0-
(Bio-Rad, 24.8) 99.4 (96.8-100) | 96.6 70.3
Franga)
PCR, ELISA Mata, et al. .
NS1 2020 Brasil 324
IVB Dengue
Ag NS1 14.7 (09.4- 97.7 (94.1-
(Orangelife, 21.4) 99.4) 86.6 69.9
Brasil)
Dengue
NS1-K130 21.1 (14.9- 95.9 (91.8-
(Bioclin, 28.4) 98.3) 84.7 | 703
Brasil)
Acuracia do Anticorpo IgM
Teste Teste de N Sensibilidade | Especificidade
Rapido Referéncia Autor, ano Pais (populacio (%) (%) VPP | VPN
Avaliado (comparador) do estudo) (IC 95%) (IC 95%)
SD
BIOLINE ELISA Vickers, et al. . 49.0 (40.6- 96.4 (92.7-
Dengue | NSI/IgM/IgG 2015 Jamaica 339 57.4) 98.5) o101 716
puo®
SD Bioline
Dengue Duo Krishnananth
(Standard I;T_PCR’ G asivam, et al. | Sri Lanka 143 50.§0(410.8- 84‘; 4(67'2_ 91.8 32.9
Diagnostic, ELISA IgM Ig 2015 1) )

Coreia)
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SD Bioline
Dengue Duo ELISA Sharma, et al 89.7 (72.6-
(Standard ctal India 780 ) ' 100 (88.4-100) | 100.0 | 90.9
Diagnostic, IgM/NSI 2017 97.8)
Coreia)
Dengue day
1 Test ELISA Hassan, et al. . 90.0 (73.5-
(I. Mitra and IgM/NSI 2018 India 225 97.9) 100 (98.2-100) | 100.0 | 98.5
Co., India)
SD Bioline
Dengue Duo RT-PCR, .
(Abbott, USA; | ELISA Klkgg’lgt - Brasil 500 13 .f8(2.09- 96';’ 9(%0'8' 89.4 | 329
former Alere NS1/IgM -8) -0)
Inc, EUA)
SD Bioline
Dengue Duo
(SD 44406270 (95.5-100) | 100 | 66.7
Diagnostics, 56.6)
Coreia)
D heck
engucnec 77.8 (66.4- 50.0 (38.6-
Zypher 58.3 71.4
(Tulip). India | RT-PCR, o | 86.7) 61.4)
ELISA NS1 e Sl | India 152
Dengue day IgM/1gG
1 27.8(17.9- 65.0 (53.3-
(J. Mitra and 39.6) 75.3) 41.6 50.0
Co., India)
Dengue
Cassette 61.1 (48.9- 95.0 (87.7-
(Panbio, 72.4) 98.6) o7 731
Australia)
Asan Easy 413 (290
Test 3@90- 149 (95.2-100) | 100 | 66.9
(Asan Pharm) 54.5)
SD Bioline
Dengue Duo | nop priga | Lee, ctal 49.2 (36.4
(Standard ’ ’ ' Coréia 138 ) T 198.7(92.8-100) | 96.9 | 69.8
Diagnostic, NS1/1gM/IgG 2019 62.1)
Coreia)
Ichroma
Dengue 85'973(;4'6_ 92'87(?)3'4_ 90.0 | 88.5
(Boditech 3) -0)
Med)
CareUS 89,9 (82.7
(WellsBio, '94(9 o 100 (94.3-100) | 100 85.1
Coreia) qRT-PCR, | Jangetal | . 7 9)
ELISA IgM/IgG 2019 4
SD Bioline 60'669(2())'7_ 100 (94.3-100) | 100 59.4

Dengue Duo
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(Standard
Diagnostic,
Coreia)
Humasis
(Humasis, 314 (41.6- 98.4 (91.6-100) | 99.1 543
Coreia) 61.1)
Dengue day
1 34.4(27.7- 89.6 (85.8-
(1. Mitra and 41.6) 92.6) 64.7 | 711
Co., India)
ELISA NS1/ Kulkarni, et .
SD Bioline IgM al.2020 | ndia 375
Dengue Duo
(Standard 39.6 (32.6- 72.0 (67.5- 396 | 721
Diagnostics, 46.9) 76.3)
Inc., Coreia)
SD Bioline
Dengue Duo RT-PCR,
(Standard | ELISA NSI Cho;gégt ) Malssia 494 5 '42(3]8'8' 98.506.1- 1 953 | 675
Diagnostic, IgM/IgG 52.1) 99.6)
Coreia)
SD Bioline | o\ o\ aptura | BI t 203 (11.8 97.7 (94.3
Dengue Duo captura esl“;ggg’ 1 Laos 74 p ( . ‘99( o | 789 | 745
(Alere/Abott) IgM al. 1.2) 4)
Acuracia do Anticorpo IgG
Teste Teste de N Sensibilidade | Especificidade
Rapido Referéncia Autor, ano Pais (populacio (%) (%) VPP | VPN
Avaliado (comparador) do estudo) (IC 95%) (IC 95%)
SD Bioline
Dengue Duo i
gue BUo | prpcg, | Krishnananth | 388 (30.1- | 95.5(77.2-
(Standard S G | asivam, et al. | Sri Lanka 143 4381 99.9 97.9 22.1
Diagnostic, ELISA IgM Ig 2015 D 9)
Coreia)
s oy
BIOLINE ELISA Vickers, et al. . 39.1 (33.0- -~
Dengue | NSI1/IgM/IgG 2015 Jamaica 339 45.3) 100 (95.7-100) | 100} 49 )
pUo®
SD Bioline
Dengue Duo | o iox | Sharma, etal 81.3 (54.4
(Standard ama, Stal- | dia 780 3441160 (88.4-100) | 100.0 | 90.9
Diagnostic, IgM/NSI 2017 96.0)

Coreia)
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OneStep
NS1 Rapi-
DIP Insta
Test .
(Diagnostic |  ELISA IgG V‘Ck;r)sl’;t a1 Jamaica 339 44‘3 23 & 195.1(957-100)| 96.6 | 353
Automation/C S
ortez
Diagnostics,
Inc., CA, USA)
CareUS
(WellsBio, 82.6 (74.1- 100 (94.3-100) | 100 76.8
Corei 89.2)
oreia)
SD Bioline
Dengue Duo qRT-PCR Jang, et al 78.0 (69.0
S d d 9 9 . . U= _
D(. tan an ELISA IeM/IgG 2019 Myanmar 172 85.4) 100 (94.3-100) | 100 72.4
lagnostic,
Coreia)
Humasis
(Humasis, 72.5(63.1- 95.5 (87.3- 96.3 677
Coreia) 80.6) 99.1)
Asan Easy 65.7 (53.4
Test 7334 100 (94.7-100) | 100 73.9
(Asan Pharm) 76.7)
SD Bioline
Dengue Duo
71.4 (59.4-
(Standard PCR, ELISA Lee, et al. Coréia 138 316 100 (94.7-100) 100 77.3
Diagnostic, | NS1/IgM/IgG 2019 -6)
Coreia)
Ichroma
Dengue 94.3 (86.0-
(Boditech 98.4) 98.5(92.1-100) | 98.5 94.3
Med)
SD Bioline
Dengue Duo | RT-PCR,
(Standard | ELISA NSI Chong, etal. | \p i4sia | 494 27.8 (22.0- 889845 | g5 | 587
Diagnostic, | 1gM/IaG 2020 34.1) 92.5)
Coreia)
Acuracia do anticorpo IgM associado a proteina NS1
Teste Teste de N Sensibilidade | Especificidade
Rapido Referéncia Autor, ano Pais (populacio (%) (%) VPP | VPN
Avaliado (comparador) do estudo) (IC 95%) (IC 95%)
SD NS IE/ILISA‘?I G VICk;gsl’ Set al-| Jamaica 339 96‘979(911'8' 100 (97.7-100) | 100 | 97.5
BIOLINE gM/ig 1)
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Dengue
puo®
Asan Easy 44.1 (32.1
Test ) 6( " 98.6 (92.3-100) | 96.8 64.5
(Asan Pharm) 56.7)
SD Bioline
Dengue Duo 51.5 (39.0-
(Standard PCR, ELISA Lee, et al. Coréia 138 .63 3 ' 98.6 (92.3-100) | 97.2 67.6
Diagnostic, | NS1/IgM/IgG 2019 )
Coreia)
Ichroma
Dengue 88.2 (78.1- 92.9 (84.1-
Med)
CareUS 96.3 (90.9
(WellsBio, 3 (90.9- 100 (94.3-100) | 100 94.1
Corel 99.0)
oreia)
SD Bioline
Dengue Duo
qRT-PCR, Jang, et al. 80.7 (72.1-
(Standard Myanmar 172 100 (94.3-100) | 100 | 75.0
Diagnostic, ELISA IgM/IgG 2019 87.7)
Coreia)
Humasis
(Humasis, 81.7(73.1- 98.4 (91.6-100) | 98.8 75.9
Coreia) 88.4)
SD Bioline
Dengue Duo RT-PCR, —
(Abbott, USA; | ELISA Klk‘z‘g’lgt Al Brasil 500 46‘573(;0'4' 94‘;‘7(28'3 95.1 | 43.8
former Alere NS1/IgM 2) 9)
Inc, EUA)
Dengue day
1 63.7 (57.2- 72.3 (66.9-
(J. Mitra and 69.8) 77.2) 63.7 72.2
Co., India)
ELISA NS1/ Kulkarni, et .
SD Bioline IgM al. 2020 India 375
Dengue Duo
(Standard 603 (338- 1 TL2(659- | (5 | 71
Diagnostics, 66.6) 76.0)
Inc., Coreia)
SD Bioline
Dengue Duo | RT-PCR,
(Standard | ELISA NSI Chong, etal. 1\ 14sia | 494 73 ‘881(39'7' 96‘968(33'6 95.0 | 82.1
Diagnostic, | [gM/IgG 2020 2) 4
Coreia)

Acuracia dos anticorpos IgM e IgG associados a proteina NS1
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Teste Teste de N Sensibilidade | Especificidade
Rapido Referéncia Autor, ano Pais (populacio (%) (%) VPP | VPN
Avaliado (comparador) do estudo) (IC 95%) (IC 95%)
SD
BIOLINE ELISA Vickers, et al. . 98.9 (96.1-
Dengue NS1/IgM/1gG 2015 Jamaica 339 99.9) 100 (88.1-100) | 100 93.6
pUo®
- Isolamento
SD Bioline . Pal, et al. s 93.5(88.7- 79.5 (71.0-
Dengue Duo viral, ELISA 2015 Tailandia 1.156 96.7) 86.4) 86.9 89.4
(Alere) IgM/1gG
SD Bioline
Dengue Duo RT-PCR,
(tandard | ELISA NSI Cho;gé ctal | \faldsia 494 82.4 (716'8' 87‘41(32'8' 85.0 | 85.1
Diagnostic, IgM/1gG 020 87.1) 91.2)
Coreia)
Asan Easy 773 (6.2
Test ‘86(2 - 98.4 (91.5-100) | 98.3 78.5
(Asan Pharm) 2)
SD Bioline
Dengue Duo 827 (722
(Standard PCR, ELISA Lee, et al. Coréia 138 9 0( N "~ 1 100(94.3-100) | 100 | 82.9
Diagnostic, | NSI/IgM/IgG 2019 4
Coreia)
Ichroma
Dengue 90.5 (80.4-
(Boditech 98.7 (92.8-100) 96.4) 92.5 98.3
Med)

Fonte: Elaboragao da autora (2021)
VPP: Valor Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo; IC: Intervalo de Confianca

5.3. DETECCAO DA PROTEINA NS1

Os estudos de Mata et al. (2017), Mata et al. (2020), Jusoh & Shueb (2017) e

Shukla et al. (2017), avaliaram exclusivamente a acuracia da proteina NS1. Os dois
primeiros foram realizados no Brasil, os demais na Malasia e India, respectivamente. Os
demais estudos avaliaram a acuracia da NS1 em associagdo com o anticorpo IgM e/ou
IgG. Foram avaliadas 13 marcas distintas de RDTs, embora algumas delas tenham sido
avaliadas mais de uma vez por estudos diferentes.

O RDT que apresentou a menor sensibilidade foi o IVB Dengue Ag NSI-
Orangelife, com 14,7% apenas, no estudo publicado por Mata et al. (2020). No estudo de
Krishnananthasivam et al. (2015) o SD Bioline Dengue Duo, da Standard Diagnostic
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(Coreia), obteve a menor especificidade (86.7%) em comparacdo com os demais.
Entretanto, a mesma marca avaliada por Garg et al. (2019) e Sharma et al. (2017) obteve
100% de sensibilidade e especificidade. A marca Dengucheck, também avaliada por Garg
et al. (2019), apresentou resultados semelhantes, obtendo 100% de sensibilidade e
especificidade. O Dengue Day One obteve 100% de sensibilidade, com especificidade de
96.8%, de acordo com Shukla et al. (2017). Além destes resultados, muitos estudos
avaliaram marcas com 100% de especificidade: SD Bioline Dengue Duo (Blessmann et
al. 2020), Dengue Day One (Garg et al. 2019), CareUS, SD Bioline Dengue Duo e
Humasis (Jang et al. 2019), Ichroma Dengue- Boditech Med, SD Bioline Dengue Duo
(Lee et al. 2019) e SD Bioline Dengue Duo (Jusoh & Shueb, 2017).

A meta-analise dos estudos foi representada por meio do forest plot. O Grafico la
apresenta a sensibilidade do NS1 nos estudos avaliados. Cada circulo vermelho representa
o resultado de uma analise, com circunferéncia proporcional ao peso do estudo na meta-
analise. As linhas horizontais expressdo o intervalo de confianca de cada analise. Com
isso € possivel observar a heterogeneidade da sensibilidade nos RDTs avaliados para a
deteccao do NSI1. As andlises feitas por Lee et al (2019) apresentaram extensa variagao
no intervalo de confianga comparada aos demais. Em adigado, Lee et al (2019) e Jusoh &
Shueb (2017) foram os estudos de menor peso devido ao tamanho da amostra estudada.
A estimativa do efeito combinado foi de 64% (IC 62-66), representada pelo losango, ou
diamante. O grafico 1b representa a especificidade do NS1 nos estudos avaliados.
Diferente da analise anterior, o grafico 1b mostra a maioria dos resultados semelhantes
por volta de 100%. O estudo de Krishnananthasivam et al (2015) se destacou pela
variabilidade e peso diferentes dos demais. A estimativa do efeito combinado foi de 98%
(98-99), evidenciando alta especificidade para o NS1.

O grafico 1c traz a razao de probabilidade de diagndstico (odds ratio - OR) para
NSI1. Esta analise representa a probabilidade de se obter um resultado de teste positivo
em um individuo doente, em comparacao a um individuo nao doente. No grafico 1c a OR

variou de 7,18 a 23.345,0 com uma estimativa combinada de 217,78 (IC 100,54 a 471,74).

Grifico 1. Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a analise da
proteina NS1

a) Sensibilidade do NS1
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¢) Razio de probabilidade de diagndstico para NS1
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5.4. DETECCAO DOS ANTICORPOS IgM E IgG SEPARADAMENTE

Quanto a analise do IgM, Kikuti et al. (2019) avaliou o SD Bioline Dengue Duo
(Abbott, EUA) com 13,8% de sensibilidade, o menor valor encontrado em todos os testes
e parametros avaliados. Cinco marcas apresentaram sensibilidade abaixo de 50%. O SD
Bioline Dengue Duo (Standard Diagnostic) foi avaliado nos estudos de Garg et al. (2019),
Kulkarni et al. (2020), Chong et al. (2020) e Lee et al. (2019), apresentando sensibilidade
de 44,4%, 39,6%, 45,4% e 49,2% respectivamente. Blessmann et al. (2020) avaliou o SD
Bioline Dengue Duo da Abbott, e obteve 20,3% de sensibilidade. O SD Bioline Dengue
Duo avaliado no estudo de Vickers et al. (2015) nao mencionou o nome da marca
comercial, e obteve 48,9% de sensibilidade. O Asan Easy Test (Asan Pharm) avaliado
por Lee et al. (2019) apresentou 41,3% de sensibilidade. O teste Dengue Day One (J.
Mitra & Co) foi avaliado por Garg et al. (2019) e Kulkarni et al. (2020) obtendo 27,8% e
34,3% de sensibilidade, respectivamente. Entretanto, quando avaliado por Hassan et al.
(2018) o Dengue Day One demonstrou a melhor sensibilidade (90%) em comparagdo as

outras marcas. O mesmo teste obteve 100% de especificidade, correspondendo a melhor
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acuracia encontrada quanto a andlise de IgM. Além deste, outras cinco marcas
apresentaram 100% de especificidade: SD Bioline Dengue Duo (Garg et al. 2019),
CareUS, SD Bioline Dengue Duo (Jang et al. 2019), SD Bioline Dengue Duo (Sharma et
al. 2017) e Asan Easy Test (Lee et al. 2019). A menor especificidade encontrada foi a do
Dengucheck (50%) no estudo de Garg et al. 2019.

Quanto a analise do IgG, Chong et al. 2020 avaliou a marca SD Bioline Dengue
Duo (Standard Diagnostic - Coreia) com os valores mais baixos de sensibilidade e
especificidade, 27,8% e 88,9%, respectivamente. Trés marcas apresentaram sensibilidade
abaixo de 50%, em estudos distintos: Krishnananthasivam, et al. 2015 — SD Bioline
Dengue Duo (38,8%); Vickers et al. 2017 - OneStep NS1 Rapi-DIP Insta Test (34,4%);
Vickers et al. 2015 — SD Bioline Dengue Duo (39,1%). A especificidade foi de 100% na
maioria das marcas avaliadas. A analise da acuracia dos anticorpos IgM e IgG associados,
so foi encontrada em um estudo (PAL et al. 2015) por isso nao foi feita analise estatistica
deste parametro.

E possivel observar no Grafico 2a que, assim como na analise da sensibilidade do
NS, a detecgao da [gM também apresentou resultados heterogéneos. O peso dos estudos
foi semelhante, bem como seus intervalos de confianga. A estimativa combinada foi de
47% (IC 0,45-0,49). Quanto a especificidade, a maioria das andlises obteve resultados de
~ 100% (Grafico 2b). As especificidades obtidas por Garg et al (2019) (avaliando as
marcas Dengucheck e Dengue Day One) e Kulkarni et al (2020) (avaliando SD Bioline
Dengue Duo) foram as inicas que se distanciaram das demais. A dispersao dos resultados
no grafico evidencia baixa sensibilidade na maioria dos resultados. A estimativa do efeito
combinado foi de 90% (IC 88,0-91,0).

O Grafico 3a traz o forest plot da sensibilidade do IgG nos estudos analisados.
Evidenciamos quatro estudos que se destacam a esquerda do grafico: Chong et al (2020),
Krishnananthasivam et al (2015) e Vickers et al (2015), ambos avaliando SD Bioline
Dengue Duo, e Vickers et al (2017) avaliando RapiCard InstaTest. A dispersdo dos
resultados no grafico demonstra que a maioria dos resultados nao apresentou alta
sensibilidade. A estimativa do efeito combinado foi de 53% (IC 51,0-56,0). O Gréfico 3b
representa os resultados de especificidade para o IgG, com resultados semelhantes e
préoximos a 100%. Chong et al (2020) (avaliando SD Bioline Dengue Duo) destacou-se
por apresentar o estudo de maior peso no grafico. A estimativa do efeito combinado foi

de 96% (IC 94,0-97,0), demonstrando alta especificidade para o IgG.



Grifico 2. Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a analise do IgM

a) Sensibilidade do IgM

Kikuti etal. 2019 (SD Bioline Dengue Duo)

Sensitivity (25% Cl)

| 0,14 (0,10 - 0,19)

Kulkarni et al. 2020 (Dengue Day One) A o 0,34 (0,28 - 0,42)
Kulkarni etal. 2020 (SD Bioline Dengue Duo) 9 0,40 (0,33 - 0,47)
Jang etal. 2019 (CareUS) ¢ | 0.80(0,83-10,95)
Jang etal. 2019 (SD Bioline Dengue Duo) - 0,61 (0,51 -0,70)
Jang etal. 2019 (Humasis) —9 0,51 (0,42 - 0,61)
Hassan etal. 2018 (Dengue Day One) ¢ 0,90(0,73 - 0,98)
Sharma et al. 2017 {SD Bioline Dengue Duo) @ 0,50(0,73 - 0,98)
Chong etal. 2020 {SD Bioline Dengue Duo) ] 0,35 (0,38 - 0,52)
Lee etal. 2019 {Asan Easy Test) - — 0,41 (0,29 - 0,54)
Lee etal. 2019 (5D Bioline Dengue Duo) —T¥ 0,49 (0,36 - 0,62)
Lee etal. 2019 {Ichroma Dengue Bodytech) o 0,86 (0,75 - 0,33)
Krishnananthasivam et al. 2015 (SD Bioline D. Duo) e 0,50 (0,41 - 0,60)
Vickers etal. 2015 (SD Bioline Dengue Duo) T 0,49 (0,41 - 0,57)
Blessmann et al. 2020 (SD Bioline Dengue Duo) Wy 0,20 (0,12 - 0,31)
Garg etal. 2019 (Dengue Day One) = 0,28 (0,18 - 0,40)
Garg et al. 2019 (Panbio Dengue Duo) e 2 0,61 (0,49 - 0,72)
Garg etal. 2019 (SD Bioline Dengue Duo) ” 0,44 (0,33 - 0,57)
Garg et al. 2019 (Dengucheck) 0,78 (0,66 - 0,87)
& LIEwe
Pooled Sensitivity= 0,47 (0,45 to 0,49)
L 1 N | Chi-square= 399,94; df= 18 (p= 0,0000)
0 0.2 04 06 08 1 Inconsistency (l-square)= 95,5%
Sensitivity
b) Especificidade do IgM
Specificity (95% Cl1)
Kikuti etal. 2019 (SD Bioline Dengue Duo) | 0,96 (0,91 — 0,99)
Kulkarni et al. 2020 (Dengue Day One) | 0,30 (0,86 — 0,93)
Kulkarni etal. 2020 (SD Bioline Dengue Duo) | 0,72 [0,67 — 0,76)
Jang et al. 2019 (CareUs) | 1,00 {0,94 — 1,00)
lang et al. 2019 (SD Bioline Dengue Duo) | 1,00 (0,94 — 1,00)
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Sharma etal. 2017 (SD Bioline Dengue Duo) | 1,00 {0,88 — 1,00)
Chong etal. 2020 (SD Bioline Dengue Duo) | 0,98 [0,96 — 1,00)
Leeetal. 2019 (Asan Easy Test) | 1,00 {0,35 — 1,00)
Lee etal. 2019 (SD Bioline Dengue Duo) | 0,99 (0,93 — 1,00)
Lee etal. 2019 (ichroma Dengue Bodytech) | 0,92 (0,83 — 0,97)
Krishnananthasivam etal. 2015 (5D Bioline D. Duo) | 0,84 (0,67 — 0,95)
Vickers etal. 2015 (SD Bioline Dengue Duo) | 0,96 (0,93 — 0,99)
Blessmann etal. 2020 (SD Bioline Dengue Duo) | 0,98 (0,94 — 0,99)
Garg etal. 2019 (Dengue Day One) | 0,65 (0,54 — 0,75)
Garg etal. 2013 (Panbio Dengue Duo) | 0,95 (0,88 — 0,99)
Garg etal. 2019 (SD Bioline Dengue Duo) | 1,00 {0,95 — 1,00)
Garg etal. 2019 [Denguncheck) | —- 0,50 (0,39 - 0,61)

Pooled Specificity= 0,90 (0,88 to 0,91)
& Chi-square= 417,33; df= 18 (p=0,0000)
Inconsistency (l-sguare)= 95,7%
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Diagnostic OR (95% CIl)
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1.087,78 (62,99 - 18.785,57)
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11,00 (3,51 - 34 44)
0,71 (0,36-143)

(9,83 -90,73)

(7,71 - 2.164,20)

(1,72-7,10)

129,20
3,50

Random Effects Model

Pooled Diagnostic Odds Ratio = 23,44 (10,24 to 53,64)
Cochran-Q = 228,31, df = 18 (p = 0,0000)
Inconsistency (I-square) = 92,1 %

Tau-squared = 2 6669

Grifico 3. Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a analise do 1gG.
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Pooled Specificity=0,96 (0,94 to 0,97)
¢ Chi-square=55,45; df=10 (p=0,0000)
Inconsistency (I-square)=82,0%
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5.5. DETECCAO ASSOCIADA DE IgM E NS1
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Seis autores avaliaram a acuracia da proteina NS1 associada com o anticorpo IgM,
ambos marcadores de fase aguda da dengue. O Asan Easy Test apresentou a menor
sensibilidade (44,1%) comparada as outras marcas testadas para este pardmetro (LEE et
al. 2019). Nenhum teste atingiu 100% de sensibilidade, o SD Bioline Dengue Duo
apresentou 96,7% no estudo de Vickers et al. (2015), sendo avaliado com 100% de
especificidade e representando o teste de melhor desempenho. O CareUS e o SD Bioline
Dengue Duo também apresentaram 100% de especificidade no estudo de Jang et al.
(2019).

A sensibilidade da combinagdo do NSI com o IgM apresentou estimativa
combinada de 69% (IC 67,0-71,0) (Grafico 4a). O forest plot demonstra a dispersao dos
resultados, onde Kulkarni (2020) (avaliando SD Bioline Dengue Duo e Dengue Day One)
obteve as menores sensibilidades em seu estudo, apresentando também as maiores linhas
de intervalo de confianga e menor peso. Quanto a especificidade, o Grafico 4b demonstra
dispersdo homogénea dos resultados, a maioria alinhado a direita (com resultados
préoximos de 100%) com destaque apenas para o estudo de Kulkarni et al (2020) que se
distanciou em comparagdo aos outros, evidenciando resultados de especificidade

inferiores aos demais. A estimativa do efeito combinado foi de 87% (85,0-89,0).

Grifico 4. Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a anélise do NS1
associado com o IgM.

a) Sensibilidade do NS1 + IgM
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Specificity (35% Cl)
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5.6. DETECCAO ASSOCIADA DE IgM, IgG E NSI
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Apenas quatro autores avaliaram a acuracia combinada dos anticorpos IgM e IgG,

e da proteina NS1. Somente trés marcas distintas foram analisadas (SD Bioline Dengue

Duo, Boditech Med e Asan Easy Test). Os resultados, de maneira geral, apresentaram

acuracia superior a analise dos outros parametros. A maior sensibilidade foi apresentada

pelo SD Bioline Dengue Duo (98,9%) no estudo de Vickers et al. (2015). Neste mesmo

estudo, a especificidade foi de 100%. A mesma marca foi avaliada por Lee et al. 2019 e

também apresentou 100% de especificidade.

A sensibilidade dos anticorpos IgM e IgG associados a proteina NS1 ¢ observada

no Gréafico 5a. Embora tenha tido um niimero menor de estudos que avaliaram a acuracia

dos trés analitos associados, todos apresentaram sensibilidade acima de 70% (entre 77%

e 99%). A dispersao dos resultados no grafico foi homogénea e com estudos de peso

semelhante. A estimativa combinada foi de 90% (IC 87,0-92,0). A especificidade,

representada no Grafico 5b, apresentou distribuicdo dos resultados semelhantes a

sensibilidade, com estimativa combinada de 89% (IC 87,0-92,0).

Grifico S. Forest plot para a meta-analise dos RDTs de acordo com a anélise do NS1

associado com o IgM e IgG.
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Specificity (95% C1)

Chong et al. 2020 {SD Bioline Dengue Duo) '.' 0,87 (0.83 —0.91)
Lee et al. 2019 (Asan Easy Test) —@ 0.98(0,91-1.00)

Lee et al. 2019 (SD Bioline Dengue Dua) —§ 1,00 (0,94 - 1,00}
Lee et al. 2013 (lchroma Dengue Bodytech) @ 0,90(0,80 — 0,96)
. Pal et al. 2015 (5D jB_ip]_i!_‘ltE_ Dengue Duo) . 0,73 (0,71 — 0,86)
Vickers et al. 2015 {5D Bioline Dengue Duo) -9 1,00 (0,88 — 1,00}

& Pooled Specificity = 0,83 (0,37 Eoﬁ_ﬂ,ﬂi]
Chi-sgquare= 29,67; df= 5 (p=0.0000)
frEasictent o)~ ITAR
0 02 04 06 08 i
Specificity

¢) Razio de probabilidade de diagnostico para NS1 + IgM + IgG

5.7. CURVAS ROC

As curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) sao utilizadas para fazer uma
avaliagdo global do valor de um teste diagnostico através do célculo da area sob a curva
(AUC do inglés area under the curve), que pode variar de 0 a 1. A curva ROC representa
graficamente a sensibilidade contra “l1-especificidade” para todos os valores de corte
possiveis de um novo teste. Com isso, quanto mais preciso um determinado teste for,
maior serd a AUC (FERREIRA; PATINO, 2018). O Grafico 6a representa a curva ROC
para a acuracia do antigeno NS1. Houve pouca variag@o nos resultados de especificidade,
enquanto € possivel verificar a variedade nos resultados de sensibilidade na linha vertical
a esquerda. Ainda assim, a extensa area abaixo da curva representou uma AUC de 0,9944,
determinando uma boa precisdo do NS1 nos RDTs avaliados. Os Graficos 6b e 6¢ trazem
as curvas ROC com a acuracia dos anticorpos IgM e IgG, respectivamente. A curva ROC

com acuracia do IgM representa resultados mais dispersos se comparados a curva

Diagnostic OR {95% Ci}
Chong et al. 2020 (SD Bioline Dengue Duo) & 32,44 (19,68 —53.47)
Lee et al. 2019 (Asan Easy Test) ~ 1 211,53 (27,28 - 1.640,39)
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Pal et al. 2015 [SD Bioline Dengue Duc) ' | 56,01 (26,24 —119,54)
Vickers et al. 2015 (5D Bioline Dengue Duo) ' 4.236,20 (198,38 - 90.455,72)

Random Effects Model
Pooled Diaenostic Odds Ratio= 166,93 (50,81 to 548,83)
Cochran-0= 23,01; df= 5 (p= 0,0000)
00 1 100.0 Ta U-E_q!“J-_\;_?éE: 1,3610
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anterior, tanto na sensibilidade como na especificidade. O valor da AUC foi de 0,7855.
Os RDTs avaliados quanto a deteccdo de IgG apresentaram melhor precisao (AUC =
0,9722), comparado com IgM. A curva ROC com acuricia da analise combinada do NS1
com IgM (Gréfico 6d) demonstrou boa precisao (AUC = 0,9002), maior do que a analise
isolada do IgM, porém menor que a andlise isolada do NS1. Apenas seis estudos
avaliaram a acurécia combinada do NS1 com os anticorpos IgM e IgG, um quantitativo
bem menor se comparado as analises anteriores. A curva ROC obteve AUC de 0.9787

(Grafico 6¢), demonstrando precisdo muito boa.

Grafico 6. Curvas ROC.
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5.8. AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS

De acordo com a avaliagdo da qualidade metodoldgica realizada com a ferramenta
QUADAS 2, dos 17 estudos incluidos, 08 ndo apresentaram nenhum risco de viés e 04
apresentaram alto risco de viés na selecdo dos pacientes, principalmente devido ao
desenho caso-controle. Cinco estudos apresentaram incerteza quanto a metodologia de
selecdo dos pacientes. (Tabela 3). Nao foi evidenciado nenhum estudo de alto risco quanto
ao fluxo e tempo. Nao foram encontrados conflitos importantes que pudessem
comprometer a qualidade da revisao. O grafico 7 representa os parametros avaliados para

a analise de risco de viés e aplicabilidade dos estudos incluidos nesta revisao.

Tabela 3. Relacgdo dos estudos de acordo com o risco de viés.

Mata et al., 2017
Garg et al., 2019
Chong et al., 2020
Vickers et al., 2017
Vickers et al., 2015
Shukla et al., 2017
Blessmann et al., 2020
Sharma et al., 2017
Lee et al., 2019

Estudos com alto risco de viés na selecao Kikuti et al., 2019
dos pacientes Krishnananthasivam et al., 2015

Jusoh & Shueb, 2017
Kulkarni et al., 2020

Jang et al., 2019
Risco incerto na selecdo dos pacientes Hassan et al., 2018
Mata et al., 2020

Pal et al., 2015

Estudos que ndo apresentaram risco de viés

Fonte: Elaboragdo propria (2021).
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Grafico 7. Avaliacao da qualidade e risco de viés dos estudos selecionados usando a
Avaliagdo da Qualidade de Estudos de Precisdo de Diagnodstico (QUADAS 2).

a) Risco de Viés

Fluxo e tempo

Modelo aplicado
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[}

m Baixo Risco ®Alto Risco ™ Incerto

b) Riscos Referentes a Aplicabilidade

Fluxo e tempo

Modelo aplicado

2 4 6 8 10 12 14 16 18

(]

® Baixo Risco ®Alto Risco ¥ Incerto

O quadro 2 demonstra a qualidade das evidéncias e a for¢a da recomendagdo
através do GRADE. Trata-se de um instrumento desenvolvido para a pratica da satde

baseada em evidéncias com o objetivo de informar a confianga nas evidéncias
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apresentadas e a énfase para que seja adotada ou rejeitada uma determinada conduta

(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Quadro 2. Qualidade das evidéncias ¢ for¢a da recomendagao através do GRADE.

Pergunta: Deve-se usar teste rdpido para diagnosticar dengue em pacientes com suspeita de dengue?

Sensibilidade 0,13 para 1,00 Prevaléncia | 70% | 0% | 0% |
Especificidade 0,71 para 1,00
Desfecho N° dos Delineamento Fatores que podem diminuir a certeza de evidéncia
estudos do estudo - — — — — Acuracia do
(N° de Risco E.V|d.enC|a Inconsisténcia | Imprecisao Vle.s de teste CoE
pacientes) de indireta publicagdo
viés
Verdadeiros-
positivos
(pacientes com 17 Estudos de @@@O
dengue) estudos coorte e caso- Nao Grave
Falsos-negativos 5769 controle grave N3o grave N3o grave Nenhum | MODERADA
(pacientes pacientes
incorretamente
classificados
como nado tendo
dengue)
Verdadeiros-
negativos
(pacientes sem 17 Estudos de @@@O
dengue) estudos coorte e caso- Nao
Falsos-positivos 5836 controle grave Grave @ N3o grave N3o grave Nenhum | MODERADA
(pacientes com pacientes
dengue
incorretamente
classificados)

Fonte: Elaboragdo propria (2021).
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6. DISCUSSAO

Esta revisdo sistematica abordou os métodos de detec¢do do virus da dengue em
RDTs disponiveis comercialmente, através da busca em seis grandes bases de dados, com
17 estudos incluidos. Os estudos que avaliaram a acuracia da NS1 apresentaram grande
heterogeneidade nos resultados, com a sensibilidade variando de 14,7% a 100%. Nao foi
incluido nenhum estudo que tenha avaliado a acurécia de IgM e IgG em associa¢do nos
RDTs.

Trés estudos avaliaram a acuracia de todos os analitos em um mesmo grupo de
amostras (LEE et al., 2019; CHONG et al., 2020; VICKERS et al., 2015). Todos eles
demonstraram melhor desempenho quando combinaram os trés analitos (NSI1, IgM e
IgG). O mesmo foi observado na revisao sistematica de Mata et al (2020) em que os testes
analisados mostraram altas estimativas quando combinaram a detec¢do dos analitos nos
RDTs. Os autores incluiram ainda a acuricia da imunoglobulina IgA na pesquisa. Nos
RDTs avaliados pelos autores, aqueles com detecgdo de IgA destacaram-se como tendo
a melhor precisao, com alta sensibilidade e especificidade combinadas na fase aguda em
comparacao com IgM/IgG.

As revisdes sistematicas de Zhang et al (2019) e Mata et al (2020) demonstraram
desempenho semelhante para NS1 em testes imunocromatograficos, com sensibilidade
de 71% e especificidade de 99%. Ambos analisaram o desempenho da NS1 em cendrios
com 25%, 50% e 75% de prevaléncia da dengue. Contudo, recomendaram que a detecg¢ao
de NS1 nos RDTs, quando utilizada em triagem, deve ser associada a um
algoritmo/esquema de diagnostico para otimizar seu desempenho (ZHANG et al., 2015;
MATA et al., 2020).

Dos estudos incluidos nesta revisdo, sete avaliaram a sensibilidade e
especificidade de IgG anti-DENV nos RDTs, variando de 27,2% a 94,3%. O estudo de
Luo et al (2019) relatou a importancia da confirmagao de infecgdes anteriores, através da
detec¢do de IgG, como estratégia para vacinagdo com a CYD-TDV (Dengvaxia®), a qual
¢ recomendada apenas para individuos soropositivos para dengue (WILDER-SMITHA et
al., 2019; LUO et al., 2019). Como os testes feitos por ELISA sao demorados e exigem
infraestrutura laboratorial complexa, incluindo instrumentagdo, equipe treinada e
refrigeracdo para reagentes, o atraso na liberagdo dos resultados e os custos envolvidos

no processo, dificultariam as campanhas de vacinacdo. Ao contrario, a metodologia
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simples e rapida dos RDTs forneceria resultados no ponto de atendimento, garantindo a
administracdo segura da vacina. Quando usado no contexto de todas as amostras sendo
testadas para infeccdo por DENV, a sensibilidade do IgG variou entre 30% e 60%. Em
infec¢des secundarias agudas por DENV e amostras de convalescenga apos infecgao
recente, a sensibilidade e especificidade do IgG nos RDTs estava acima de 75% e 80%,
respectivamente, quando comparada com a deteccdo de IgG por teste ELISA em
laboratério. No entanto, nenhum estudo avaliou precisamente o desempenho dos RDTs
para determinar o status sorologico da dengue no contexto de infeccdo anterior. Esta
mesma limitacdo ocorreu nesta revisdo sistematica, em que os estudos incluidos
utilizaram apenas amostras de convalescenga precoce ou amostras de infec¢do aguda
primaria ou secundaria presumida.

Dentre as marcas comerciais que avaliaram a acurécia dos trés analitos juntos, a
que demosntrou melhor desempenho foi o SD Bioline Dengue Duo, com sensibilidade de
98,9% e especificidade de 100% (VICKERS et al., 2015)

Quanto a deteccdo de IgM, apesar de resultados heterogéneos, a maioria
apresentou baixa sensibilidade. De dezenove marcas avaliadas para este parametro,
apenas cinco apresentaram sensibilidade acima de 70%. A revisdo sistemdtica de
Blacksell et al (2006) avaliou a deteccdo de IgM em RDTs fabricados pela Panbio.
Utilizando estudos publicados entre 1998 e 2003, os resultados apresentaram
sensibilidade variando de 45% a 100% e especificidade entre 57% e 100%. A precisdao do
diagnostico foi maior para amostras de infec¢ao aguda tardia do que em amostras agudas
iniciais. Os autores relataram que a utilizagdo dos RDTs nos primeiros 5 dias de sintomas
pode ser muito cedo para a detec¢do de anticorpos IgM especificos da dengue.

Nos ultimos anos alguns autores questionaram o uso da sorologia para detec¢ao
de anticorpos IgM/IgG para diagnosticar a dengue devido a reagdo cruzada comprovada
nos casos de zika, febre amarela e chikungunya, limitando seu uso em locais com co-
circulagdo desses virus (BLACKSELL et al., 2006). Sendo assim, a detec¢ao do antigeno
NSI tornou-se uma ferramenta diagnostica promissora nos ultimos anos. Embora nao
determine o sorotipo do DENV, tem alta especificidade e permite um diagndstico rapido,
ainda nos primeiros dias de sintomas, diminuindo, consequentemente, a mortalidade
devido a complicagdes da doenca (SILVA et al., 2011b).

A revisdo sistematica de Lim et al (2017) analisou o impacto econdmico dos testes
rapidos para dengue. Apenas dois estudos foram incluidos e ambos chegaram a

conclusdes diferentes. Um deles relatou que a utilizacdo dos RDTs para dengue seria
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custo-efetiva em ambientes endémicos. Os autores concluiram que apesar do uso
crescente dos testes rapidos em pesquisas e ambientes clinicos, havia dados limitados para
demonstrar seu impacto econdmico. A evidéncia de tal impacto exigiria mais estudos
econOmicos quantitativos (LIM; ALEXANDER; DI TANNA, 2017).

As limitagdes da revisao incluem a baixa qualidade metodolégica em alguns
estudos incluidos, a incapacidade de avaliar fatores como infecgdo por outros flavivirus
e a alta heterogeneidade presente entre os tipos de RDTs avaliados, possivelmente devido
as diferencas entre as caracteristicas das amostras incluidas nos estudos. Diferencgas
relacionados com a idade dos pacientes incluidos, tipo de infeccdo predominante
(priméria ou secunddria), sorotipos avaliados e fase da doenca avaliada pelos testes

(aguda / convalescente).
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta revisdo trazem subsidios extremamente
importantes para os gestores da saude, os auxiliando na tomada de decisdes quando se
tratar da aquisi¢gdo de RDTs para o diagnostico da dengue em sua fase aguda.
Conseguimos observar que a possibilidade de detec¢ao da proteina NS1 nos testes rapidos
para dengue, associada com a deteccio dos anticorpos IgM e IgG, aumenta
consideravelmente a sensibilidade e especificidade dos testes, tornando sua aplica¢do
mais segura e confiavel.

Os testes rapidos imunocromatograficos representam um grande avango
tecnoldgico na area da satide. Apresentam uma série de vantagens, como agilidade no
resultado e facilidade na execucgdo. Entretanto, com a grande variedade de fabricantes e
métodos disponiveis no mercado, os testes precisam ser avaliados antes da inser¢ao em
larga escala. Dessa forma, € possivel proporcionar um diagnostico correto e precoce, além
de auxiliar na defini¢do de condutas adequadas que elevam as chances de desfechos
favoraveis e com menores custos financeiros e sociais.

Estudos que avaliem os RDTs sob o ponto de vista econdmico sao muito escassos.
Para que se tenha conhecimento quanto a relagdo custo-eficacia desses testes sao

necessarios estudos futuros que os analisem sob essa perspectiva.
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APENDICES

APENDICE A — ESTRATEGIAS DE BUSCA
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ESTRATEGIA DE BUSCA LILACS

Resultados

#1

Dengue

41.427

#2

"immunochromatographic tests"

192

#3

"ELISA"

256.046

#1 AND
#2 AND
#3

Dengue AND "immunochromatographic tests" AND "ELISA"

11

ESTRATEGIA DE BUSCA PUBMED

Resultados

#1

(("Dengue"[Mesh] OR “Breakbone Fever” OR “Fever, Breakbone” OR
“Classical Dengue Fever” OR “Classical Dengue Fevers” OR “Dengue
Fever, Classical” OR “Break-Bone Fever” OR “Break Bone Fever” OR
“Fever, Break-Bone” OR “Dengue Fever” OR “Fever, Dengue” OR
“Classical Dengue” OR “Classical Dengues” OR “Dengue, Classical”)

23.449

#2

("Enzyme-Linked Immunosorbent Assay"[Mesh] OR “Assay, Enzyme-
Linked Immunosorbent” OR “Assays, Enzyme-Linked Immunosorbent”
OR “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” OR “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays” OR “Immunosorbent Assay, Enzyme-Linked”
OR “Immunosorbent Assays, Enzyme-Linked” OR “ELISA”))

281.054

#3

("Reagent Kits, Diagnostic"[Mesh] OR “Diagnostic Reagent Kits” OR
“Diagnostic Reagents and Test Kits” OR “Diagnostic Test Kits” OR
“Diagnostic Test Kit” OR “Kit, Diagnostic Test” OR “Kits, Diagnostic
Test” OR “Test Kit, Diagnostic” OR “Test Kits, Diagnostic” OR “Kits,
Diagnostic Reagent” OR “Diagnostic Reagent Kit” OR “Kit, Diagnostic
Reagent” OR “Reagent Kit, Diagnostic” OR “In Vitro Diagnostic
Devices” OR “In Vitro Diagnostic Medical Devices” OR “In Vitro
Diagnostic Device” OR “In Vitro Diagnostic Medical Device”)

22.592
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(("Dengue"[Mesh] OR “Breakbone Fever” OR “Fever, Breakbone” OR
“Classical Dengue Fever” OR “Classical Dengue Fevers” OR “Dengue
Fever, Classical” OR “Break-Bone Fever” OR “Break Bone Fever” OR
“Fever, Break-Bone” OR “Dengue Fever” OR “Fever, Dengue” OR
“Classical Dengue” OR “Classical Dengues” OR “Dengue, Classical”)
AND ("Enzyme-Linked Immunosorbent Assay"[Mesh] OR “Assay,
Enzyme-Linked Immunosorbent” OR “Assays, Enzyme-Linked
Immunosorbent” OR “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” OR
“Enzyme-Linked Immunosorbent Assays” OR “Immunosorbent Assay,

1 AND ; .
zZ AND Enzyme-Linked” OR “Immunosorbent Assays, Enzyme-Linked” OR 112
43 “ELISA”)) AND ("Reagent Kits, Diagnostic"[Mesh] OR “Diagnostic
Reagent Kits” OR “Diagnostic Reagents and Test Kits” OR “Diagnostic
Test Kits” OR “Diagnostic Test Kit” OR “Kit, Diagnostic Test” OR
“Kits, Diagnostic Test” OR “Test Kit, Diagnostic” OR “Test Kits,
Diagnostic” OR “Kits, Diagnostic Reagent” OR “Diagnostic Reagent
Kit” OR “Kit, Diagnostic Reagent” OR “Reagent Kit, Diagnostic” OR
“In Vitro Diagnostic Devices” OR “In Vitro Diagnostic Medical
Devices” OR “In Vitro Diagnostic Device” OR “In Vitro Diagnostic
Medical Device™)
ESTRATEGIA DE BUSCA COCHRANE LIBRARY Resultados
#1 Dengue (buscado com MESH) 699
#2 "immunochromatographic" 84
#3 "ELISA" 8.237
#1 AND
#2 AND 3
#3 Dengue AND "immunochromatographic" AND "ELISA"
ESTRATEGIA DE BUSCA CRD Resultados
#1 “Dengue” 31
"immunochromatographic assay” (marcou erro "quest dont match"por
#2 colocar as aspas, tirei as aspas) 1
#3 "Enzyme-Linked Immunosorbent Assay" 166
#1 AND | “Dengue” AND "immunochromatographic assay” AND "Enzyme-
#2 AND | Linked Immunosorbent Assay" (usei anyfield na sele¢do e o termo 2 sem Zero
#3 aspas)
ESTRATEGIA DE BUSCA Google Scholar Resultados
#1 “Dengue” 63.000
#2 "immunochromatographic assay” 14.500
#3 "ELISA" 3.380.000
"accuracy"
#4 6.990.000
#1 AND | "Dengue" AND "immunochromatographic test" AND "ELISA" AND
#2 AND | "accuracy"
#3 AND 484
#4
ESTRATEGIA DE BUSCA TRIP DATABASE Resultados
("Dengue"[Mesh] OR “Breakbone Fever” OR “Fever, Breakbone” OR
“Classical Dengue Fever” OR “Classical Dengue Fevers” OR “Dengue
#1 Fever, Classical” OR “Break-Bone Fever” OR “Break Bone Fever” OR 6.206

“Fever, Break-Bone” OR “Dengue Fever” OR “Fever, Dengue” OR
“Classical Dengue” OR “Classical Dengues” OR “Dengue, Classical”)
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#2

(“immunochromatographic assay”’[Mesh] OR “Immunoassays” OR
“Immunochromatographic Assay” OR “Assay,
Immunochromatographic” OR “Assays, Immunochromatographic” OR
“Immunochromatographic Assays”)

11.540

#3

("Enzyme-Linked Immunosorbent Assay"[Mesh] OR “Assay, Enzyme-
Linked Immunosorbent” OR “Assays, Enzyme-Linked Immunosorbent”
OR “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” OR “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays” OR “Immunosorbent Assay, Enzyme-Linked”
OR “Immunosorbent Assays, Enzyme-Linked” OR “ELISA”)

44.184

#1 AND
#2 AND
#3

("Dengue"[Mesh] OR “Breakbone Fever” OR “Fever, Breakbone” OR
“Classical Dengue Fever” OR “Classical Dengue Fevers” OR “Dengue
Fever, Classical” OR “Break-Bone Fever” OR “Break Bone Fever” OR
“Fever, Break-Bone” OR “Dengue Fever” OR “Fever, Dengue” OR
“Classical Dengue” OR “Classical Dengues” OR “Dengue, Classical”)
AND (“immunochromatographic assay”[Mesh] OR “Immunoassays” OR
“Immunochromatographic Assay” OR “Assay,
Immunochromatographic” OR “Assays, Immunochromatographic” OR
“Immunochromatographic Assays”) AND ("Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay"[Mesh] OR “Assay, Enzyme-Linked
Immunosorbent” OR “Assays, Enzyme-Linked Immunosorbent” OR
“Enzyme Linked Immunosorbent Assay” OR “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays” OR “Immunosorbent Assay, Enzyme-Linked”
OR “Immunosorbent Assays, Enzyme-Linked” OR “ELISA”)

39




APENDICE B - FICHA DETALHADA DE EXTRACAO DE DADOS

ACURACIA DO ANTIGENO NS1
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Full Text
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Artigo avaliado

Avaliagao de risco de viés conforme o QUADAS-2 (Baixo risco, Alto risco, e Incerto)

Risco de Viés

Aplicabilidade

Selegdo de Pacientes
(Pergunta 1: Foi uma
amostra consecutiva

ou aleatdria de

Modelo Aplicado (Teste
Diagnostico) Pode haver
preocupagdo quanto a
aplicabilidade se os
pacientes incluidos no
estudo diferirem, em

Selegdo de
Pacientes
(Pergunta 1: Foi
uma amostra
consecutiva ou
aleatdria de

Modelo Aplicado (Teste
Diagndstico) Pergunta 1: O
threshold - limiar foi
determinado? Pergunta 2: Os
resultados do teste indice
foram interpretados sem o
conhecimento dos resultados
do padrdo de referéncia?
Este item é semelhante ao
"cegueira" em estudos de

Teste Referéncia
(Padrao Ouro)
Pergunta 1: O

padrdo de
referéncia é capaz
de classificar

corretamente a

Fluxo e Tempo -
Pergunta 1:
Houve um
intervalo
apropriado entre
o teste de indice
eo padrao de
referéncia?

acientes inscritos? | comparacio com aqueles Teste Seguimento pacientes intervengdo. A interpretagdao condigdo alvo? Pergunta 2:
Autor, Delineamento P . N parag q . / tempo de inscritos? dos resultados do teste indice Pergunta 2: Os Todos os
Pergunta 2: Foi visados pela pergunta de Referéncia . . . X .
ano do Estudo . . .~ - aplicagdo | Pergunta 2: Foi pode ser influenciada pelo resultados do pacientes
evitado um projeto revisdao, em termos de (Padrdo Ouro) 3 R - ~ b
R e do teste evitado um conhecimento do padrao de padrdo de receberam o
caso-controle? gravidade da condicdo R . X . drio d
L. projeto caso- referéncia. O potencial de referéncia foram | mesmo padrao de
Pergunta 3: O estudo alvo, caracteristicas .. . . . D
evitou exclusdes demograficas. presenca controle? viés esta relacionado com a interpretados sem reterencia:
; nograticas, p 5 Pergunta 3: O subjetividade da o conhecimento Pergunta 3:
inadequadas?) de diagndstico diferencial X . - d
ou co-morbidade e estudo evitou interpretagao do teste de dos resultados do Todos os
I — exclusoes indice e a ordem dos testes. teste de indice pacientes foram
P : inadequadas?) | Se o teste de indice é sempre (teste de incluidos na
conduzido e interpretado diagnéstico)? analise?
antes do padrdo de
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classificado como "sim".
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v prospectivo
Kulkarni Estudo
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2017 retrospectivo




113

Jusoh &
Shueb, Caso controle Alto risco Baixo risco Baixo risco Incerto Alto risco Incerto Incerto Baixo risco
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