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A equipe da vigilancia genomica do SARS-CoV-2 do Instituto Aggeu Magalhaes
(Rede Gendmica Fiocruz), em parceria com o Nucleo de Inovagdo Terapéutica da UFPE
e a Secretaria Municipal de Saude de Caruaru, desenvolveu um estudo em que avaliou a
performance do teste rapido de antigeno TR DPP® COVID-19 AG Biomanguinhos
(também disponivel como DPP® SARS-CoV-2 Antigen — Chembio) frente a variante
Omicron (BA.1 e sublinhagens). Este relatorio técnico tem como objetivo reportar os

achados do estudo, de forma que maiores detalhes podem ser encontrados na versao
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preprint do trabalho cientifico completo [1], atualmente submetida a avaliagdo pelos
pares em revista cientifica.

A maioria dos testes de antigeno hoje utilizados no diagnéstico da COVID-19
foram desenhados e validados de acordo com as linhagens iniciais de SARS-CoV-2 que
predominavam o cenario epidemioldgico da pandemia em 2020. Tendo em vista que a
variante Omicron acumula pelo menos quatro mutagdes no gene codificante do
nucleocapsideo (alvo utilizado pelos testes de captura de antigeno), nosso estudo visou
re-acessar a sensibilidade e especificidade do teste frente essa variante, em um contexto
de vida real.

Para que os resultados fossem representativos do contexto epidemioldgico
brasileiro, o desenho do estudo trouxe algumas caracteristicas importantes, tais
como: 1) carater prospectivo, onde os pacientes foram convidados a participar do estudo
antes da realizacao do diagnostico e o teste rapido foi avaliado no momento da coleta
(amostras frescas), i1) nao foram aplicados critérios de selecdo de pacientes (por
exemplo: tempo de inicio ou presenca de sintomas, estudo “Real-Life”) e iii) afim de
proporcionar uma alta confiabilidade na analise, o0 método de referéncia empregado para
comparagdo consistiu na combinacdo de dois métodos de diagnostico por RT-qPCR
distintos (kit E/RP Biomanguinhos e protocolo CDC). Ademais, para confirmar a
linhagem das amostras que testaram positivas no estudo, as mesmas foram submetidas
ao sequenciamento do genoma por NGS, ou quando ndo possivel o sequenciamento,
foram avaliadas pelo protocolo de inferéncia por RT-qPCR multiplex. O fluxo de
trabalho do estudo e as caracteristicas demograficas dos pacientes avaliados estdao
demonstrados na Figuras 1 e 2. E importante mencionar ainda que por ter sido
realizado em 2022, o presente estudo avalia o teste rapido em uma populagdo com alta
cobertura vacinal (o que pode influenciar na carga viral e na duragdo do periodo

infectante), sendo mais representativo do cenario atual.
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Figura 1. Desenho do estudo e fluxo de trabalho. O organograma apresenta a quantidade de amostras

avaliadas e sua distribui¢do de acordo com critérios de inclusdo e exclusdo, resultados de exames

diagnosticos e sequenciamento.
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Figura 2. Caracterizacdo epidemioldgica, clinica e demogrifica da coorte. (A) Incidéncia de
COVID-19 na cidade de Caruaru durante o surto pela variante Omicron (eixo esquerdo, barras cinza) e
indice de positividade dos testes realizados no centro de testagem da cidade (eixo direito, linha vermelha).
(B) Em cinza, a prevaléncia de cada sintoma autorreferido pelos pacientes analisados no estudo e em
vermelho, a porcentagem de testes de PCR positivos para cada sintoma relatado. (C) caracteristicas

demograficas dos pacientes incluidos no estudo.



Mﬂ;Rede

“GGenomicda

Fiocruz

No total 347 pacientes foram incluidos no estudo. No entanto, desses, 15 foram
excluidos por apresentarem resultados divergentes nos dois protocolos de qPCR. Dos
332 pacientes remanescentes, 67 testaram positivo e 265 testaram negativo por PCR.
Dos 67 pacientes que testaram positivo na PCR, 54 também testaram positivo no teste
de antigeno (sensibilidade geral = 80,6%; 1C95% = 69,11 - 89,24%) e 2 dos 265
pacientes PCR negativos foram falso-positivos na teste de antigeno (especificidade:
99,2%; 1C95% = 97,3 — 99,1%) (Tabela 1). Além disso, valores preditivos positivos e
negativos foram de 96,4% e 95,3% respectivamente, considerando a prevaléncia de

20,2% em nossa amostragem.
b

Tabela 1. Performance do teste rapido de antigeno

Valor 95% IC

Sensibilidade geral 80.60% 69.11 - 89.24
E/RP Ct<3l1 93.75% 82.80 - 98.69

Ct>31 47.4% 24.45-171.14
N1/CDC Ct<31 90.2% 78.59 - 96.74

Ct>31 27.3% 6.02 - 60.97
Especificidade 99.25% 97.30-99.91
Prevaléncia da doenca 20.20% -
Valor preditivo positivo 96.43% 87.12 - 99.08
Valor preditivo negativo 95.28% 92.54 - 97.05
Acuracia 95.48% 92.65-97.45

O estudo evidenciou uma redugdo gradual na sensibilidade do teste em valores
de Ct mais elevados (ou seja, amostras com menor carga viral). Utilizando um valor de
Ct de 31 como ponto de corte, a sensibilidade do teste caiu de 93,7% para 47,4%
considerando como referéncia na PCR o alvo N1 e de 90,2% para 27,3% considerando

o alvo E. Corroborando esse achado, as médias de Ct (N1) para verdadeiros positivos e
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falsos negativos foram 24,1 (IC95% = 23-25,1) e 31 (IC95% = 28,1-34),
respectivamente, e para o alvo E foram de 28,2 (IC95% = 27,1 -29,3) e 34,1 (IC95% =
31,2-36,4), respectivamente (Figura 3). Das 67 positivas, foi possivel caracterizar 40
amostras por NGS e outras 17 amostras pelo protocolo de inferéncia qPCR, somando 57

(85%) de amostras caracterizadas. Dessas, todas foram da linhagem Omicron BA.1 ou

BA.1.1 (Figura 4).
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Figura 3. Comparacio dos resultados da PCR e do teste rapido de antigeno. (A) correlagdo entre os
valores de Ct dos dois métodos de PCR que foram usados de forma combinada como método de
referéncia. (B) Distribui¢do dos valores de Ct e a propor¢ao de amostras positivas no teste rapido. (C)
Valores de Ct agrupados de acordo com o resultado do teste rapido: As amostras Ag-positivas
apresentaram valores de Ct mais baixos (maior carga viral) do que as amostras Ag-negativas. (D)
Probabilidade de teste Ag positivo de acordo com os valores de Ct (alvo N1) em grupos de 3 (por

exemplo, 16-18, 19-21).
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Figura 4: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca focada na linhagem Omicron. Suporte de
ramifica¢do representado por ultrafast bootstrap. Os genomas do presente estudo estdo marcados com

estrelas vermelhas.

A sensibilidade e especificidade geral do teste (80,6 ¢ 99,2%, respectivamente)
ficaram dentro da faixa recomendada pela Organiza¢do Mundial da Saude e Comissao
Europeia [2, 3]. A queda na sensibilidade do teste rapido em relagdo a PCR em amostras
com baixa carga viral ja vem sendo amplamente descrita em testes de antigeno de forma
geral, independentemente da variante viral em questio. E importante ressaltar que a
sensibilidade geral observada no presente estudo foi ligeiramente inferior a relatada na
bula do produto (sensibilidade: 90,3 e especificidade: 98,8%) [4]. No entanto, essa
divergéncia na sensibilidade do teste muito provavelmente se deve as diferengas no
desenho do estudo, que avaliam grupos de pacientes com perfis distintos, sob a optica
de carga viral e de epidemiologia. A validacao descrita pelo fabricante incluiu apenas

individuos sintomaticos com até nove dias do inicio dos sintomas € 79% das amostras
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positivas apresentaram valor de Ct inferior a 25 (carga viral alta), enquanto em nosso
estudo apenas 48% dos casos positivos estavam dentro deste grupo. No entanto, ao
analisar de forma equiparada, amostras com valor de Ct < 25, foi observada no presente
estudo uma sensibilidade do teste semelhante a relatada pelo fabricante (96,6% no
estudo e 98% na bula).

Em suma, os dados obtidos aqui apoiam a manuten¢ao da sensibilidade do teste
rapido de antigeno para a linhagem BA.l1 e BA.l.l1 Omicron e ressaltam a
confiabilidade do teste para diagnéstico de COVID-19 em cendrios epidemioldgicos de
alta transmissdo. Entretanto, devido ao rapido surgimento de novas variantes, outros
estudos serdo necessarios para avaliar a performance do teste frente as linhagens BA.4 e

BA.5, mais recentemente identificadas.
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