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RESUMO

Introducdo: O aumento do nimero de casos de dengue no mundo estimulou o desenvolvimento
e a disponibilizacdo no mercado nacional e internacional de testes de execucéo rapida e simples
para o diagnéstico da doenca. Objetivo: Avaliar a sensibilidade e especificidade diagndstica de
Testes Rapidos (TR) imunocromatograficos para deteccéo de antigeno (Ag) NS1 e de anticorpos
(Ac) das classes G (IgG) e M (IgM) e deteccao combinada de Ag e Ac (NS1/ IgG/IgM) do virus da
dengue (DENV), encaminhados para analise prévia no INCQS/Fiocruz, no periodo de maio de 2016
a dezembro de 2018 para obtencéo de registro junto a Anvisa do Brasil. Método: A sensibilidade
e a especificidade foram avaliadas frente a painéis de amostras verdadeiramente positivas e
verdadeiramente negativas para Ag NS1, Ac IgM e IgG do DENV, painéis de desempenho e padrao
internacional do National Institute for Biological Standards and Control/Organizacao Mundial
da Salde (NIBSC/OMS). Os TR que apresentaram valores de sensibilidade e especificidade
superiores ou iguais aos declarados pelos fabricantes foram considerados satisfatorios e os com
valores inferiores, insatisfatorios. Resultados: Do total de 32 TR avaliados, 23 (71,9%) foram
satisfatorios para sensibilidade e especificidade, destes, nove (39,1%), para NS1, 11 (47,8%) para
1gG/IgM e trés (13,0%), para os testes combinados NS1/IgG/IgM. Dos nove TR insatisfatorios,
quatro (44,4%) foram para deteccdo de NS1; dois (22,2%), para IgG/IgM e trés (33,3%), para
NS1/1gG/IgM. Os TR considerados insatisfatorios nao foram registrados no Brasil. Conclusées: A
analise prévia como prevista na legislacao brasileira é de grande importancia para a manutencao
da qualidade dos TR ofertados ao mercado nacional.

PALAVRAS-CHAVE: Controle de Qualidade; Testes Rapidos; Diagndstico; Dengue

ABSTRACT

Introduction: The increasing number of dengue cases worldwide has stimulated the interest
to develop products for the diagnosis of this disease in national and international markets.
Objective: To evaluate the sensitivity and diagnostic specificity of immunochromatographic
Rapid Tests (RT) for the detection of NS1 antigen (Ag), antibodies (Ab) IgG and IgM of dengue
virus (DENV), and for the detection of combined AgNS1/AblgG/IgM received from May 2016
to December 2018 at the National Institute for Quality Control in Health from Oswaldo Cruz
Foundation for previous analysis and registration by the National Health Surveillance Agency
(Anvisa) from Brazil. Method: The evaluation was performed using true positive and true
negative samples for Ag NS1, Ab IgM and IgG to DENV, commercial performance panels and
international standard of the National Institute for Biological Standards and Control/ World
Health Organization (NIBSC/WHO). RT that presented sensitivity and/or specificity values
higher than or equal to those stated by the manufacturers were considered satisfactory
and those with lower values were unsatisfactory. Results: A total of 32 RT were evaluated,
23 (71.9%) were satisfactory for sensitivity and specificity, 9 (39.1%) for NS1, 11 (47.8%)
for 1gG/IgM and 3 (13.0%) for the combined detection NS1/IgG/IgM. From 9 RT considered
unsatisfactory, 4 (44.4%) were for the detection of NS1; 2 (22.2%) for I1gG/IgM and 3 (33.3%)
for NS1/1gG/IgM. Unsatisfactory RT were not registered by Anvisa in Brazil. Conclusions:
The previous analysis as foreseen in Brazilian regulation is important for the maintenance
of RT quality offered to the national market.
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INTRODUCAO

A dengue é uma grande preocupacédo em termos de saude publica
em todas as regioes tropicais e subtropicais do mundo. A doenca
é endémica em mais de 125 paises e se expandiu globalmente
impulsionada pelas mudancas climaticas, pelo aumento da cir-
culagao de pessoas e da urbanizacdo, somadas a insuficiéncia de
programas de controle de vetores'?23,

No Brasil, segundo dados do Ministério da Salde, foram regis-
trados, no periodo de 29/12/2019 a 27/06/2020, 873.093 casos
provaveis da doenca cuja transmissao se da através da picada do
mosquito do género Aedes infectado®. Aedes aegypti é o princi-
pal vetor, com distribuicao ampla em regides intertropicais no
mundo e no Brasil>¢. Outras formas de transmissao da doenca
foram descritas e incluem o transplante de tecidos e o6rgaos,
a transfusao sanguinea e o leite materno’2. O virus da dengue
(DENV) pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae
e possui quatro sorotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4) que podem circular concomitantemente nas regioes
onde a doenca é hiperendémica®. A infeccdo em humanos por
um sorotipo confere imunidade permanente contra reinfeccoes
subsequentes pelo mesmo sorotipo, mas apenas protecao parcial
e temporaria contra os outros sorotipos'®'.

A doenca possui espectro que varia desde a forma assintoma-
tica até a ocorréncia de quadros graves de hemorragia e choque,
podendo evoluir para o 6bito. O tratamento é baseado principal-
mente na sintomatologia, por nao existir medicamento antivi-
ral especifico, e se limita, portanto, ao uso de analgésicos e/ou
reposicdo de liquidos'>'.

0O diagnostico, quando baseado exclusivamente em sintomas
clinicos, pode ser comprometido pela presenca das infec-
¢Oes subclinicas ou assintomaticas, que variam de 0,7% a 87%
dependendo da populacao estudada' ™. Além disso, a den-
gue pode ser confundida com outras doencas, tanto na fase
febril quanto na fase critica, dentre elas, as doencas febris
acompanhadas ou nao de exantema, como as causadas pelo
virus Epstein-Barr, virus do herpes tipo 6, parvovirus B19,
rubéola, sarampo e infec¢cdes bacterianas' ou pelas doencas
de sazonalidade semelhante a dengue, como a leptospirose’®.
Ha descricdo de reagbes filogenéticas cruzadas nos testes
sorologicos, especialmente em areas endémicas onde pode ser
confundida com a malaria, febre amarela, mayaro, febre de
Oropouche, zika e chikungunya'®20:2',

0 diagnostico da infeccao pelo DENV envolve uma ou mais meto-
dologias que podem incluir o isolamento viral, testes molecula-
res e sorologicos. Estas permitem a deteccdo do virus, do RNA
viral, do antigeno (Ag) viral NS1 e de anticorpos (Ac) ao DENV,
imunoglobulinas (lg) das classes G (IgG) e M (IgM), cada qual com
aplicabilidade associada as diferentes fases da doenga? 2.

Atualmente, testes para deteccao do Ag NS1 sao amplamente
utilizados na fase inicial da doenca, que ocorre antes do surgi-
mento de Ac especificos. A proteina NS1 esta presente no soro de
individuos infectados desde o primeiro dia do aparecimento dos
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sintomas e permanece detectavel até o quinto ou sexto dia de
evolucao da infeccao? 2>,

Uma pequena porcentagem dos individuos apresenta niveis
detectaveis de IgM ja no primeiro dia da doenca (8%), que
aumentam rapidamente, atingindo seu pico por volta de duas
semanas, permanecendo detectdveis por dois a trés meses,
o que faz desses Ac indicadores de infeccao recente. Na resposta
secundaria, os niveis de IgM sdo consideravelmente mais baixos
do que na resposta primaria?’

Na infeccdo primaria, Ac IgG comecam a aparecer alguns dias
apos os Ac IgM, sendo detectaveis a partir do quinto dia de infec-
cdo. Os titulos de IgG aumentam lentamente a partir da primeira
semana de infeccao e permanecem detectaveis por toda a vida.
Individuos com imunidade prévia ao DENV ou mesmo a outro Fla-
vivirus desenvolvem uma resposta secundaria caracterizada pelo
rapido aumento no titulo de 1gG quase que imediatamente apos
o inicio dos sintomas'*?%,

A deteccao de Ac IgA presentes na saliva de individuos com infec-
cdo pelo DENV ja foi avaliada, entretanto nao sao marcadores
frequentemente utilizados no diagnostico da doenca. Os testes
de diagndstico combinados que detectam Ag e Ac, (NS1/1gG/IgM
e IgA) facilitam o diagnéstico de individuos com infeccao pelo
DENV em qualquer periodo do curso clinico da doenga??.

Com o crescimento da demanda por testes mais sensiveis e espe-
cificos para deteccao precoce, para o diagnostico e para o acom-
panhamento do estado clinico da dengue, foi disponibilizada no
mercado nacional e internacional uma grande variedade de tes-
tes para diagndstico de uso in vitro (kits de diagnostico)*®2. Den-
tre os métodos diagnosticos oferecidos, a utilizacdo dos ensaios
imunocromatograficos de fluxo lateral conhecidos como testes
rapidos (TR) merece destaque®'. Sao testes amplamente empre-
gados na deteccao do Ag NS1 e de Ac IgM e IgG em muitos ser-
vicos publicos e privados de salde. Caracterizam-se por serem
de simples execucao e necessitam, na grande maioria, de 15 a
20 min para obtencao do resultado. Possuem baixo custo com-
parativo quando utilizados em populacdes numerosas, além de
serem convenientes para distribuicao nos locais mais distantes
dos principais centros de salde. Entretanto, a sensibilidade e a
especificidade dos TR podem variar consideravelmente e depen-
dem do estagio e do tipo de infeccdo (primaria ou secundaria)
e do sorotipo infectante33.

Avaliacées de desempenho desses produtos tém demonstrado
valores de sensibilidade e especificidade discordantes dos decla-
rados pelos fabricantes®*, que, em alguns casos, sao realiza-
das frente a padrdes de referéncia inapropriados ou quantita-
tivo de amostras reduzido’®%*. Tal fato implica a possibilidade
da ocorréncia de resultados falso-negativos (FN). Em amostras
de individuos assintomaticos ou acometidos com a forma mais
severa da doenca, resultados FN podem acarretar a auséncia
de tratamento adequado e risco a satde. Por outro lado, resul-
tados falso-positivos (FP) implicam no tratamento incorreto,
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possivelmente devido a infeccdo por outro Flavivirus¥’. Testes
diagnosticos sensiveis e especificos sao necessarios para que os
individuos infectados recebam cuidados apropriados e para que
dados epidemiologicos sejam fidedignos na implementacéo efi-
ciente de politicas publicas de saude.

Registro de kits de diagnostico no Brasil

0 registro de kits de diagndstico no Brasil junto ao Ministério da
Salde é um ato legal que reconhece a adequacdo de um produto
a legislacdo sanitaria. O comércio desses produtos esta condi-
cionado ao registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanita-
ria (Anvisa), sendo regulamentado pela Lei n° 5.991, de 17 de
dezembro de 1973%, e seu Decreto n° 74.170, de 10 de junho de
1974%, Atualmente, esta em vigéncia, a Resolucao da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 36, de 26 de agosto de 2015%, que estabelece
a classificacao de risco, os regimes de controle de cadastro e
registro, além dos requisitos de rotulagem e instrucdes de uso de
kits de diagndstico produzidos no pais e dos importados. Os kits
de diagndstico pertencentes a classe de risco | (baixo risco ao
individuo e a salde publica) sdo sujeitos a notificacao e classe Il
(médio risco ao individuo e baixo risco a satde publica) a cadas-
tro. Estdo sujeitos a registro junto a Anvisa, os kits de diagnostico
da dengue (classe Ill) e os de deteccao de patologias transmitidas
pelo sangue transfundido (doencas sexualmente transmissiveis
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e pelo virus linfo-
tropico de células T humanas (HTLV), doenca de Chagas, sifilis e
hepatites B e C pertencentes a classe IV de risco* 4.

Na concessao do registro sao avaliadas as informacoes relativas
a fabricagdo, a composicao, ao desempenho, a funcionalidade,
a sensibilidade e a especificidade clinica ou diagnostica, além
da adequacao aos requisitos regulamentares da RDC n° 36/2015,
visando minimizar eventuais riscos associados aos produtos*'.

Neste contexto, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS), pertencente a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fio-
cruz) e tecnicamente subordinado a Anvisa, atua como referén-
cia para as questdes cientificas e tecnoldgicas relativas ao con-
trole da qualidade de produtos, ambientes e servicos vinculados
a vigilancia sanitaria (Visa). O INCQS avalia rotineiramente os
kits de diagnostico pertencentes a classe de risco IV emprega-
dos na deteccao das patologias transmitidas pelo sangue trans-
fundido, nas diferentes metodologias disponiveis, com vistas ao
registro na Anvisa como previsto na RDC n° 36/2015.

A partir de maio de 2016, como parte do processo de obtencao
ou revalidacao do registro, os produtos destinados ao diagnos-
tico da dengue passaram a ser submetidos a analise prévia pelo
INCQS, conforme disposto no inciso IV do Art. 16 da Lei n° 6.360,
de 23 de setembro de 1976*, e no item VIl do Art. 19 da RDC
n°® 36/2015*. O deferimento da peticao de registro depende do
laudo de andlise satisfatorio do INCQS e ao cumprimento dos
requisitos determinados na legislacao vigente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade e especi-
ficidade clinica ou diagnostica dos TR imunocromatograficos
empregados no diagnostico sorologico da dengue, como parte do
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processo de obtencao do registro junto a Anvisa. Os resultados
obtidos foram comparados aos declarados nas instrucdes de uso
dos produtos pelos fabricantes.

METODO

Em cumprimento a exigéncia para realizagdo de analise prévia
de produtos emitida pela Anvisa, no periodo de maio de 2016
a dezembro de 2018 foram encaminhadas ao INCQS pelos res-
pectivos solicitantes (fabricantes, importadores/distribuidores),
500 unidades de cada produto (TR) acompanhadas do dossié
de producdo e do controle da qualidade, além do certificado
de liberacao do lote. Trinta e dois TR de diferentes fabrican-
tes foram avaliados totalizando a execucdo de 16.000 analises.
De forma a eliminar os riscos a garantia da confidencialidade das
informacdes e resultados e a imparcialidade dos processos que
culminam nas conclusoes institucionais, todas as informacoes
referentes aos TR como nome comercial, fabricante, distribui-
dor/importador, procedéncia, bem como os valores individuais
de sensibilidade e especificidade diagnodstica constantes nas
embalagens e instrucoes de uso dos produtos, foram omitidas.

Painéis sorologicos

A sensibilidade dos TR foi avaliada frente a painéis sorologicos
constituidos por amostras clinicas de soro/plasma verdadeira-
mente positivas (VP) para Ag NS1 (n = 100), para Ac IgM (n = 100)
e para Ac IgG (n = 100). As amostras foram obtidas durante surtos
epidémicos da dengue no estado do Rio de Janeiro no periodo de
marco de 2010 a maio de 2013 e caracterizadas por duas ou mais
metodologias. Na deteccao de Ag NS1, de Ac IgM e IgG foi empre-
gado o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e TR. Areacdo em cadeia
da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) foi empregada
na determinacao do sorotipo das amostras que apresentaram
carga viral detectavel. A especificidade foi determinada frente a
um painel sorolégico constituido de 200 amostras de soro/plasma
verdadeiramente negativas (VN) coletadas em regides ndao endé-
micas de dengue (estados da regido sul do pais), no periodo
de 2013 a 2014, caracterizadas por duas ou mais metodologias
(ELISA, TR e RT-PCR). Além disso, foram incluidos na avaliacao,
painéis sorologicos de desempenho (PVD 201- Anti-Dengue Mixed
Titer Performance Panel (n = 21) e 0845-0051 Anti-Dengue Mixed
Titer Accuset Performance Panel Modified (n = 16), Sera Care
Life Science®) e o padrao internacional da Organizacao Mundial
da Salde (OMS), Anti-Dengue Virus Types 1+2+3+4 (Reference
Reagent 02/186)*.

Avaliacao da sensibilidade e especificidade dos testes rapidos

Os TR foram avaliados seguindo rigorosamente o procedimento
descrito nas instrucoes de uso de cada produto. Nos TR que
incluiram a utilizacdo de amostras de sangue total, um nimero
minimo de 25 amostras de sangue total positivas (spikes) e
25 de sangue total negativo foi avaliado. Para confeccao dos spi-
kes, amostras de sangue venoso coletadas com anticoagulante
foram centrifugadas por 10 min/4.200 g, o plasma foi retirado
e o concentrado de hemacias obtido diluido 1:2 em plasma/soro
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VP para os marcadores soroldgicos da dengue avaliados (NS1,
IgM e 1gG). Um quantitativo aproximado de 50 testes por lote foi
reservado para repeticao em caso de resultados discordantes.
Foram incluidas na avaliacdo da especificidade, duas amostras
interferentes reagentes para cada um dos seguintes agentes
etioldgicos: HIV-1/2, virus da hepatite C (HCV), virus da hepatite
B (HBV) e HTLV-1/2.

Os resultados dos testes foram interpretados de acordo com
as instrucoes dos fabricantes e os valores percentuais de sen-
sibilidade e especificidade foram calculados®. O valor de sen-
sibilidade de cada produto foi obtido com base no numero de
amostras VP analisadas e corretamente identificadas pelo teste
avaliado, pela razao das VP somadas ao nimero de amostras FN.
A especificidade foi determinada pelo nimero de amostras VN
corretamente identificadas, pela razao das VN somadas ao quan-
titativo de amostras FP para a infeccao pelo DENV. Os valores de
sensibilidade e especificidade diagnostica obtidos foram compa-
rados com os declarados nas instrucoes de uso dos TR avaliados.
Foram considerados satisfatorios, os TR que obtiveram valores
de sensibilidade e especificidade iguais ou superiores aos decla-
rados. Os TR com valores de sensibilidade e/ou especificidade
inferiores aos declarados pelo fabricante foram considerados
insatisfatorios. Apos conclusao das analises, como parte do pro-
cesso de registro de produto, os laudos de analise foram enca-
minhados a Anvisa, responsavel pela conclusao dos processos e
concessao dos registros.

Este estudo foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEP) do Instituto Oswaldo Cruz (I0C)/Fiocruz
(CAAE: 55365316.7.0000.5248) sob o parecer n° 1590251.

RESULTADOS

Do total de 32 TR encaminhados para analise prévia no INCQS,
31,3% (10/32) foi recebido em 2016, 53,1% (17/32) em 2017
e 15,6% (5/32) em 2018. Quanto a procedéncia dos produtos
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recebidos, 65,6% (21/32) eram nacionais e 34,4% (11/32) impor-
tados da Asia e Europa.

Um total de 40,6% (13/32) correspondeu aos TR para deteccao
de Ag NS1, sendo 53,8% (7/13) de procedéncia nacional e 46,2%
(6/13), importados. Dos 13 testes (40,6%) para deteccao de Ac
1gG/IgM, 84,6% (11/13) eram de fabricacao nacional e 15,4%
(2/13), importados. Os testes para deteccao de Ag/Ac NS1/
1gG/IgM corresponderam a 18,8% (6/32) dos produtos avaliados,
sendo 50,0% fabricados no pais e 50,0% de origem importada.

Apds avaliacao dos parametros de sensibilidade e especificidade
frente a amostras VP e VN, 71,9% (23/32) dos produtos foram
considerados satisfatorios e 28,1% (9/32) insatisfatorios para
um ou ambos parametros de desempenho. Dos TR satisfatorios,
65,2% (15/23) eram de procedéncia nacional e 34,8% (8/23)
importados. Dos testes considerados insatisfatorios, 66,7% (6/9)
eram nacionais e 33,3% (3/9) importados. Dos 23 produtos satis-
fatdrios, 39,1% (9/23) corresponderam a TR para deteccao do Ag
NS1, cuja maioria, 62,5% (5/8) era de produtos importados. Um
total de 47,8% (11/23) correspondeu aos testes para deteccao de
Ac IgG/IgM, destes 66,7% (10/15) eram nacionais e 12,5% (1/8)
importados. Testes para deteccao de Ag/Ac (NS1/1gG/IgM) cor-
responderam a 13,1% (3/23) dos produtos analisados dos quais,
6,7% (1/15) eram nacionais e 25,0% (2/8), importados.

Nos TR para deteccdo de Ag NS1 satisfatorios, os valores de
sensibilidade variaram de 88,3% a 100,0%, sendo superiores aos
82,0% a 99,1% declarados pelos fabricantes. Os TR para detec-
cao de Ac IgG/IgM mostraram valores de sensibilidade para Ac
IgG que variaram de 97,5% a 100,0%, iguais ou superiores aos
88,0% a 99,1% declarados. Para a deteccao de Ac IgM, a sensi-
bilidade variou de 99,0% a 100,0%, obtendo-se valores iguais
ou superiores aos 88,0% a 100,0% declarados pelos fabricantes
(Tabela 1).

Nos TR para deteccao de Ag/Ac combinados (NS1/1gG/IgM),
os valores de sensibilidade para NS1 foram de 85,7% a 100,0%,

Tabela 1. Valores de sensibilidade e especificidade (%) obtidos através da analise prévia e os valores declarados pelos fabricantes para os testes rapidos
satisfatorios para deteccdo de Ag (NS1), Ac (IgG/IgM) e Ag/Ac NS1/1gG/IgM da dengue.

Satisfatorios (n = 23)

Testes Rapidos Marcadores Sensibilidade Especificidade
Obtida Declarada Obtida Declarada
Ag NS1
9/23 NS1 88,3% - 100,0% 82,0% - 99,1% 99,0% - 100,0% 95,0% - 100,0%
(39,1%)
Ac 1gG/IgM 1gG 97,5% -100,0% 88,0% - 99,1% 96,7% - 100,0% 96,2% - 100,0%
11/23 IgM 99,0% -100,0% 88,0% - 100,0% 98,1% - 100,0% 96,2% - 100,0%
(47,8%)
Ag/Ac NS1/1gG/1gM NS1 85,7% -100,0% 82,0% - 99,1% 98,5% - 100,0% 81,0% - 100,0%
3/23 1gG 100,0% 88,0% - 99,1% 97,1% - 99,3% 96,2% - 100,0%
(13,1%) IgM 100,0% 88,0% - 99,1% 98,6% - 100,0% 98,6% - 100,0%

Fonte: Laboratério de Sangue e Hemoderivados, 2019.
Ag: antigeno; Ac: anticorpos; IgG: imunoglobulina G; IgM: imunoglobulina M.
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e de 100,0% para Ac IgG e IgM, sendo superiores ou iguais aos
valores esperados de 82,0% a 99,1% para NS1 e de 88,0% a 99,1%
para IgG/IgM considerados portanto, satisfatorios (Tabela 1).

Os valores de especificidade apresentados nos TR satisfatorios
para deteccao de Ag NS1 variaram de 99,0% a 100,0% e foram
superiores ou iguais aos declarados pelos fabricantes. Nos TR
para deteccao de Ac IgG/IgM, a especificidade para Ac IgG foi
de 96,7% a 100,0%, sendo igual ou superior aos 96,2% a 100,0%
declarados. Para a deteccao de Ac IgM, a sensibilidade variou de
98,1% a 100,0%, valor superior ou igual aos 96,2%-100,0% decla-
rados pelos fabricantes. Nos testes combinados AgNS1/AclgG/
IgM, os valores de sensibilidade obtidos para NS1 foram de 98,5%
a 100,0%, superiores aos declarados de 81,0% a 100,0%. A espe-
cificidade alcancada para Ac IgG foi de 97,1% a 99,3% e a decla-
rada, de 96,2% a 100,0%. A especificidade obtida para Ac IgM
variou de 98,6% a 100,0% (Tabela 1).

Do total de nove TR insatisfatorios, 44,0% (4/9) corresponderam
aos TR para deteccao de NS1, cuja sensibilidade obtida variou
de 62,9% a 82,0% frente aos 88,3%-99,5% declarados pelos fabri-
cantes e a especificidade de 97,8%-100,0% frente aos valores de
98,3% a > 99,9% declarados (Tabela 2).

Os TR insatisfatorios para deteccao de Ac 1gG/IgM corresponde-
ram a 22,2% (2/9), sendo 50,0% (1/2) insatisfatorio para sensibi-
lidade para Ac IgM e 50,0% (1/2), para sensibilidade e especifici-
dade para Ac IgM e 1gG (Tabela 2).

Os TR para deteccao de Ag/Ac NS1/1gG/IgM representaram 33,3%
(3/9) dos resultados insatisfatoérios, sendo 66,7% (2/3) insatisfa-
torios em sensibilidade para Ag NS1 e 33,3% (1/3) insatisfatorios
em sensibilidade e especificidade para NS1/1gM/1gG (Tabela 2).

Do total de 33,3% (3/9) que correspondiam aos TR insatisfatorios
para deteccao do Ag NS1 e Ac IgG/IgM, a sensibilidade para Ag NS1
variou de 80,6% a 99,0%, sendo inferior a declarada pelos fabri-
cantes de 90,8% a 100,0%. A sensibilidade para Ac IgG e IgM foi de
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99,0% a 100,0% e a declarada, de 99,5% a 100,0%. Os valores de
especificidade para os TR empregados na pesquisa de Ag e Ac NS1/
1gG/IgM da dengue foram inferiores aos declarados (Tabela 2).

Os produtos que apresentaram resultados de sensibilidade e/ou
especificidade clinica insatisfatorios nas analises realizadas pelo
INCQS, de acordo com as normas vigentes, nao obtiveram regis-
tro do produto junto a Anvisa e, consequentemente, nao foram
comercializados no pais.

DISCUSSAO

O diagnostico precoce dos casos de dengue é de vital impor-
tancia no tratamento e na implementacdo de acdes de saude
publica efetivas no combate a doenca. O aumento do nimero
de casos no mundo estimulou o interesse do setor privado no
desenvolvimento e lancamento de novos produtos no mercado
nacional e internacional. Sao caracteristicas ideais de um teste
diagnostico, definido pelos critérios Assurance, nas quais se
incluem os TR imunocromatograficos: a acessibilidade, a pro-
ducao de poucos resultados FN (sensibilidade) e resultados FP
(especificidade), a simplicidade na execucao e o requerimento
de treinamento minimo, ndo necessitando de refrigeracdo para
0 armazenamento e de equipamentos para execucdo, além de
facil distribuicdo a aqueles que necessitam de diagndstico em
areas de acesso restrito®.

Dentre os métodos disponiveis para o diagnostico da dengue,
os TR sao amplamente utilizados tanto para deteccao de Ag
NS1 quanto para a deteccao de Ac IgM e IgG individualmente
ou combinados (NS1/1gG/IgM). Sao testes de execugao sim-
ples, ndo necessitam de equipamento e podem ser realiza-
dos em tempo maximo de 20 min. Por sua aplicabilidade e
abrangéncia, os TR foram objeto de estudo, embora todas as
metodologias empregadas no diagndstico da dengue no pais
sejam rotineiramente avaliadas pelo INCQS. A analise pré-
via dos kits de diagndstico da dengue constitui uma etapa

Tabela 2. Valores de sensibilidade e especificidade (%) obtidos através da analise prévia e os valores declarados pelos fabricantes para os testes rapidos
insatisfatorios para deteccao de Ag (NS1), Ac (IgG/IgM) e Ag/Ac NS1/1gG/IgM da dengue.

Insatisfatorios (n = 9)

Testes Rapidos Marcadores Sensibilidade Especificidade
Obtida Declarada Obtida Declarada
Ag NS1
4/9 NS1 62,9%-82,0% 88,3%-99,5% 97,8%-100,0% 98,3 ->99,9%
(44,0%)
Ac 1gG/IgM 1gG 100,0% 98,6% - 100,0% 80,4% - 88,5% 97,76% - 99,0%
2/9 IgM 88,4% - 94,1% 97,4% - 97,9% 80,4% -96,8% 98,29% - 99,0%
(22,2%)
Ag/Ac NS1/1gG/IgM NS1 80,6% - 99,0% 90,8% -100,0% 91,5% - 98,7% 92,1% - 100,0%
3/9 1gG 99,0% -100,0% 99,5% -100,0% 91,5% - 98,7% 98,5% - 100,0%
(33,3%) IgsM 99,0% -100,0% 99,5% -100,0% 91,5% - 98,7% 98,5% - 100,0%

Fonte: Laboratorio de Sangue e Hemoderivados, 2019.
Ag: antigeno; Ac: anticorpos; IgG: imunoglobulina G; IgM: imunoglobulina M.
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importante no processo de registro e, consequentemente, na
disponibilizacdo no mercado nacional de produtos sensiveis
e especificos. Como verificado em avaliagcoes de desempenho
realizadas por organizacdes internacionais independentes,
como a OMS, na tentativa de determinar os melhores testes
diagnosticos comercialmente disponiveis, tem sido constatado
o baixo desempenho desses produtos*+4, Os estudos realiza-
dos demonstraram valores de sensibilidade e especificidade
abaixo dos declarados pelos produtores nas instrucoes de uso,
desafiando os fabricantes na busca de melhoria no desempe-
nho destes produtos?.

Segundo Blacksell®, até que as avaliacoes em grande escala
sejam realizadas, muitos produtos de diferentes continentes sao
comercializados no mundo com pouca ou nenhuma verificacao
independentemente do desempenho. A qualidade das valida-
¢coes muitas vezes é questionada pela realizacdo incorreta com
ocorréncia de falhas relacionadas ao quantitativo de amostras
avaliadas, inconsisténcias nas metodologias, erros de interpre-
tacao, falhas na execucdo dos ensaios ou ainda o titulo de Ac
empregados?>%. Cabe ressaltar que os valores de sensibilidade
e especificidade declarados pelos fabricantes, nas instrucoes de
uso até o presente, nortearam o mercado nacional e internacio-
nal para a aquisicao e a utilizacao destes produtos, o que reforca
a necessidade de avaliacao constante.

Objetivando controlar a qualidade dos produtos oferecidos no
mercado nacional, foram avaliados os parametros de sensibili-
dade diagndstica de TR para deteccao de Ag NS1, Ac IgG/IgM e
AgNS1/AclgG/IgM, frente a painéis sorologicos de amostras cli-
nicas coletadas no periodo de epidemia da doenca (2010 a 2013)
no Rio de Janeiro. A especificidade foi verificada frente a amos-
tras de soro/plasma nao reagentes caracterizadas como VN e a
painéis comerciais, padrao de referéncia da OMS para dengue e
amostras interferentes.

Em cumprimento a exigéncia de analise prévia emitida pela
Anvisa desde a sua implementacao, 32 diferentes TR foram ana-
lisados no periodo avaliado, sendo o maior quantitativo recebido
em 2017, ano subsequente a implementacao da analise prévia
realizada em maio de 2016. O quantitativo de TR disponibiliza-
dos no mercado nacional é reflexo dos surtos da doenca ocorridos
nas Gltimas décadas e nas quatro grandes epidemias ocorridas no
Brasil, associadas a alternancia do sorotipo viral predominante:
DENV-1, DENV-3, DENV-2, e DENV-4, atingindo um nimero total
acumulado de 12.171.009 casos provaveis da doenca nos anos de
1998, 2002, 2008 e 2010, 2013, 2014, 20174.

O maior percentual de TR considerados insatisfatérios corres-
pondeu aos produtos nacionais destinados a deteccao do Ag NS1.
No que diz respeito a procedéncia, se uma ou mais etapas cri-
ticas do processo de fabricacdo do produto forem realizadas no
Brasil, o produto é registrado como nacional, conforme legisla-
cao vigente, ainda que sejam utilizados na fabricacao Ag e/ou Ac
e componentes importados®.

A proteina NS1, identificada como um marcador precoce da den-
gue aguda, esta presente entre o primeiro e o nono dia apos o
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inicio da doenca, entretanto, apds a soroconversao, pode ser
dificil detecta-la no soro. Diferentes grupos em varios paises
relataram baixa sensibilidade nos ensaios NS1 em compara-
cdo com os métodos moleculares, principalmente em popula-
¢Oes que sofreram surtos sequenciais desta doenca. Como esse
achado ¢ definitivamente mais pronunciado em infecgdes secun-
darias, ja foi sugerido que o Ag NS1 poderia ser sequestrado em
imunocomplexos com IgG. Em estudo realizado na populacao
brasileira, pelo menos 68% dos pacientes tinham infeccao secun-
daria por dengue, o que poderia explicar um menor desempenho
(menos de 40% de positividade) do teste?:2:51,52,

O desempenho dos TR para deteccao do Ag NS1, isoladamente
ou combinado com a deteccao de Ac IgM ou IgG, tem sido ava-
liado?®28. Embora os resultados nem sempre sejam consistentes
entre diferentes coortes e testes, varios comentarios gerais
podem ser feitos. A sensibilidade é mais alta nas infeccoes pri-
marias, quando o teste ocorre logo apds o inicio dos sintomas
e quando a IgG nao é detectavel. Variacdoes na sensibilidade
dependem do sorotipo das amostras avaliadas e da sensibilizacao
por Ac ou Ag empregados nas tiras do teste utilizado.

Os TR para deteccao de Ac IgG/IgM apresentaram o melhor
desempenho de sensibilidade dentre os produtos avaliados.
Testes para deteccao de Ac IgM e IgG sao rotineiramente utili-
zados em laboratoérios clinicos e podem diferenciar entre infec-
coes primarias e secundarias. O uso combinado de IgM e IgG
mostrou aumentar a sensibilidade na deteccao da infeccao pelo
DENV. Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS),
80% de todos os casos de dengue tém Ac IgM detectaveis no
quinto dia e em 93% a 99% dos casos entre o sexto e o décimo
dias. Os niveis de IgM aumentam rapidamente e atingem seu
pico por volta de duas semanas, permanecendo detectaveis por
dois a trés meses, o que faz desses Ac indicadores de infeccoes
recentes?”*. Os Ac IgG comecam a ser detectados na resposta
primaria, alguns dias ap6s os Ac IgM, sendo detectaveis a partir
do quinto dia de doenca e permanecendo por toda a vida. Ares-
posta secundaria é caracterizada pelo rapido aumento de 1gG
quase que imediatamente apos o inicio dos sintomas®'. Os niveis
de IgM na resposta secundaria sao consideravelmente mais bai-
xos do que na resposta primaria. Sabe-se que os valores diver-
gentes de sensibilidade e especificidade obtidos podem estar
associados as diferentes populacdes analisadas, ao quantitativo
de amostras, estagio da infeccao ou ainda nas infeccoes prévias
por diferentes sorotipos®.

Nas Américas, a existéncia de transmissao local de multiplas
arboviroses e a reatividade cruzada entre flavoviroses, em parti-
cular a dengue e a zika, sao conhecidas, sendo um desafio a iden-
tificacao dos agentes infectantes. Embora a reatividade cruzada
entre os Flavivirus seja descrita, nao foram incluidas na avalia-
cdo amostras reagentes para zika (IgM ou IgG), pois, no periodo
de analise proposto (2016-2018), ainda ndo se encontravam
comercialmente disponiveis painéis soroldgicos de desempenho
ou padrdes internacionais para zika, sendo, portanto, uma limi-
tacao do estudo™.
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Atualmente, os TR usados no Brasil para o diagnéstico da dengue sao
empregados em ambientes de atenc&o primaria e laboratorios cli-
nicos. A utilizacao de testes com desempenho inferior ao esperado
ou mesmo sem validacdo adequada desafia o sistema de salde. A
utilizacdo de TR com desempenho insatisfatorio para a deteccéo
e gestao de casos de dengue pode levar ao aumento de resultados
FN ou FP e consequente aumento dos casos letais da doenca por
tratamento inadequado ou auséncia de tratamento®. Desta forma,
alertamos que a avaliacao frequente desses produtos se faz neces-
saria, nao s6 no momento do registro (analise prévia) mas através
da realizac&o de analise controle (pds-comercializacao).

A avaliacao da estabilidade dos produtos mediante as condicoes
de estocagem e transporte, embora nao tenha sido objeto deste
trabalho, deve ser levada em consideracao, pois o Brasil € um pais
de dimensdes continentais com temperaturas e umidades relati-
vas variadas. Em estudo realizado por Sengvilaipaseuth et al.*,
foi verificado que componentes (Ac) de um TR foram afetados
pela estocagem em temperatura elevada, reduzindo a sensibili-
dade do produto.

CONCLUSOES

Por sua aplicabilidade e abrangéncia, os TR sao ferramentas
amplamente utilizadas no diagndstico da dengue tanto para
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