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RESUMO

A dengue é atualmente um dos principais problemas de saude publica do mundo e
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é a doenca que mais acomete o
homem na atualidade. Sua incidéncia vem aumentando e estima-se que 50-100
milhdes de pessoas desenvolvam a doenca a cada ano no mundo. O diagndéstico
laboratorial da dengue € realizado por diferentes tipos de testes, entre eles estdo o
isolamento viral, 0 RT-PCR, e a deteccdo por ELISA ou por meio de testes rapidos do
antigeno viral NS1 e de anticorpos IgM especificos contra o virus. A fim de contribuir
para um melhor entendimento sobre a validade destes testes em diferentes
circunstancias, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a validade dos diferentes
métodos laboratoriais no diagnostico da dengue. A sensibilidade dos testes
diagnosticos, ELISA IgM, ELISA NS1 e RT-PCR, foi avaliada de forma individual e de
forma combinada utilizando amostras de soro de 623 pacientes incluidos em um estudo
prospectivo de vigilancia de base populacional entre fevereiro e julho de 2010. A
sensibilidade destes testes também foi avaliada de acordo com a duracdo dos
sintomas, com o tipo de infec¢do (primaria vs secundaria) e, por sorotipo infectante. A
especificidade de cada método foi avaliada em um grupo de amostras de pacientes
com diagnéstico laboratorial de leptospirose, hepatite, doadores de sangue e individuos
sadios. Os resultados encontrados mostraram que 240 (38%) dos pacientes com
doenca febril aguda apresentaram dengue no periodo do estudo sendo que 194 (81%)
dos pacientes com dengue representavam pacientes com infeccdes secundarias, o
sorotipo predominante foi o0 DENV-2 (70%). As sensibilidades do RT-PCR, do ELISA
NS1 e do ELISA IgM na amostra de fase aguda foram de 83,3%, 31,7% e 30%,
respectivamente. O uso combinado do teste RT-PCR e do teste ELISA IgM em uma
amostra de fase convalescente foi capaz de identificar 100% dos casos confirmados de
dengue. As especificidades encontradas variaram de 97% a 100% para o ELISA NS1 e
de 55% a 85% para o ELISA IgM. Os resultados indicam que na fase aguda da doenca
o0 RT-PCR é mais sensivel a deteccao de anticorpos IgM e do antigeno NS1 por ELISA,
entretanto, o uso de métodos diagnosticos adicionais pode ser necessario em pacientes
com uma suspeita da doenca e resultado negativo do RT-PCR.

Palavras-chaves: Diagnostico, Dengue, Sensibilidade, Especificidade, RT-PCR, ELISA
IgM e ELISA NS1.
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ABSTRACT

Dengue is currently one of the main problems of public health and the world according
to the World Health Organization (WHO) is the disease that affects more men today. Its
incidence is increasing and it is estimated 50-100 million people develop the disease
each year worldwide. Laboratory diagnosis of dengue is done by testing different types,
which include viral isolation, RT-PCR, and detection by ELISA or by rapid viral tests NS1
antigen and specific IgM antibodies against the virus. In order to contribute to a better
understanding of the validity of these tests in different circumstances, the aim of this
study was to evaluate the validity of different laboratory methods for diagnosis of
dengue. The sensitivity of diagnostic tests, IgM ELISA, ELISA NS1 and RT-PCR was
evaluated individually and in combination form using serum samples from 623 patients
enrolled in a prospective population-based study of surveillance between February and
July 2010. The sensitivity of these tests was also evaluated according to the duration of
symptoms of infection with the type (primary versus secondary), and the infecting
serotype. The specificity of each method was evaluated in a group of samples from
patients with laboratory diagnosis of leptospirosis, hepatitis, blood donors and healthy
individuals. The results showed that 240 (38%) of patients with acute febrile disease had
dengue during the study period of which 194 (81%) of patients with dengue represented
patients with secondary infections, the predominant serotype was DENV-2 (70% ). The
sensitivity of the RT-PCR of NS1 and IgM ELISA ELISA in the acute phase of the
sample were 83.3%, 31.7% and 30%, respectively. The combined use of RT-PCR and
ELISA IgM in a sample convalescent phase was able to identify 100% of confirmed
cases of dengue fever. The specificities found varied from 97% to 100% for ELISA NS1
and 55% to 85% for the IgM ELISA. The results indicate that the acute phase of the
disease the RT-PCR is more sensitive detection of IgM antibodies and NS1 antigen by
ELISA, however, the use of additional diagnostic methods may be necessary in patients
with a suspicion of disease and negative outcome of RT-PCR.

Keywords: Diagnosis, Dengue, Sensitivity, Specificity, RT-PCR, ELISA IgM and
ELISANSL.
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1. INTRODUCAO

A dengue é considerada um dos maiores problemas de saude publica no mundo e a
mais importante arbovirose que afeta o homem na atualidade (WHO, 2009). Os
programas de controle e prevencdo da doenca baseados na eliminacdo de focos
(criadouros) para a reproducgéo do vetor, bem como na eliminagéo do vetor adulto tem
fracassado no Brasil e em outros paises (LIMA et al., 2010). Como ainda ndo existem
vacinas nem drogas antivirais especificas, a principal estratégia de prevencdo das
complicagBes causadas pela dengue tem sido relacionada a deteccdo precoce da
doenca para seu adequado manejo clinico (BRASIL, 2008).

Com a disseminacdo da dengue pelo mundo, a demanda por testes diagndsticos
sensiveis, especificos e de facil execugdo € de fundamental importancia para o auxilio
na rotina da pratica clinica, para as a¢fes de vigilancia controle, que permitam atuar
preventivamente na expansao de surtos e epidemias. Entretanto, nenhum dos testes
existentes para o diagnostico da dengue apresenta uma performance excelente, o que
faz com que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Centro para Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC) e o Ministério da Saude do Brasil (MS) recomendem o

uso de diferentes testes laboratoriais como critério para o diagnostico da dengue.

Algumas das caracteristicas que tornam o diagnéstico laboratorial da dengue dificil
incluem o curto periodo de viremia, a possibilidade de resposta imune cruzada com
outros flavivirus, e o curto periodo de incubagdo da doencga, que faz com que anticorpos
especificos contra o virus da dengue sé sejam identificaveis tardiamente no curso da
doenca. A forma classica da doenca apresenta sintomatologia que se caracteriza por
manifestagdes inespecificas, podendo ser confundida com uma série de outras doencas
febris, o que ocasiona sub-registro de casos e uma subestimacdo da magnitude da
ocorréncia da doenca. Além disso, mesmo pacientes que procuram atendimento médico
no inicio dos sintomas e sao suspeitados de dengue, freqientemente nédo séo testados

para dengue ou porque 0s exames soroldgicos mais acessiveis e mais utilizado para o
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diagnostico da dengue s6 pode ser feito a partir do sexto dia de sintomas da doenca,
como recomendado pelo MS (CLARK, 1995; RIGAU-PEREZ et al., 1998).

No Brasil, poucos estudos foram conduzidos para avaliar o desempenho individual e em
conjunto destes testes diagndsticos na identificagdo de dengue em pacientes com
doenca febril aguda (DFAs). Além disso, a escolha por um dos diferentes testes
diagnoésticos deve ser baseada na duracdo dos sintomas no momento da coleta da
amostra de sangue e nas condi¢des laboratoriais fornecidas pelos servicos de saude
para que os métodos escolhidos sejam apropriados para a realidade em que serdo
utilizados. Diante da situacdo epidemiolégica da dengue no pais, com a co-circulacao
de quatro sorotipos e ocorréncia de sucessivas epidemias, o diagndstico precoce se
torna de grande importancia. Assim, s&80 necessarios estudos que avaliem a
sensibilidade destes testes usado isoladamente ou em conjunto, para determinar quais
as melhores abordagens diagnésticas na identificacdo da dengue em pacientes que se

apresentam em uma unidade de salude publica com doenca febril aguda.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.CARACTERISTICAS DO VIiRUS DA DENGUE

O virus da dengue (DENV) € o menor virus de RNA envelopado conhecido,
sendo membro da familia Flaviviridae e do género Flavivirus. Historicamente, esta
familia recebeu esse nome em referéncia ao virus da febre amarela, que faz parte da
mesma familia e género e cujo nome em latin “flavus” que significa “amarelo”. Esta
familia contem mais de 70 espécies de virus, na sua maioria patogénicos ao homem,
causando doencas que variam desde febre, encefalites até febres hemorragicas
(MACKENZIE; GUBLER; PETERSEN, 2004).

O virus da dengue pode ser distinguido em quatro sorotipos, denominados
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 e em cada sorotipo existem genoétipos diferentes
(WHO, 1997). Os diferentes sorotipos do virus da dengue sdo sorologicamente
relacionados, mas antigenicamente distintos. As infec¢cdes pelo virus da dengue
conferem uma imunidade homéloga permanente e heterdloga transitoria por dois ou
trés meses. Como consequéncia a imunidade de longo prazo ap6s uma infeccao pelo
virus é sorotipo especifica (CORDEIRO et al., 2009; WHO, 2009).

A estrutura do virus da dengue é relativamente simples. As particulas virais sao
esféricas. O genoma é constituido por RNA de fita simples, com aproximadamente 11
kilobases (KDa). Esse genoma codifica as proteinas estruturais, C (proteina do
capsideo), M (proteina associada a membrana) e E (proteina associada ao envelope).
A proteina E é considerada a principal proteina estrutural e esta diretamente
relacionada com a imunidade e provavel viruléncia do virus. O RNA viral ainda codifica
sete outras proteinas ndo estruturais que sao sintetizadas durante o processo de
infecc@o celular. Tais proteinas sdo denominadas de NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 (CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH; RICE, 2003; FAHEEM et al.,
2011). Nas extremidades 5 e 3’ do codigo genético existem regides nao codificadoras,

com sequéncias conservadas e estruturas secundarias de RNA que direcionam o
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processo de amplificacdo gendmica, traducdo e empacotamento viral (BURKE;
MONATH, 2001).

Segundo FLAMAND et al. (1999) ha duas formas de expressao da proteina NS1
pelas células infectadas: a primeira € a expressdo associada a membrana celular e a
segunda, é a secrecdo da primeira que pode ativar os fatores do sistema complemento,
sugerindo algum papel na progressdo da doenca (KUROSU et al.,, 2007). Alguns
estudos conduzidos por LIBRATY et al. (2002) e YOUNG et al. (2000) além de
avaliarem a deteccdo de NS1 como ferramenta para o diagndéstico da dengue,
identificou uma correlacdo entre a gravidade da doenca e a quantidade desse antigeno

Nno soro.

A proteina NS2A atua muito provavelmente na montagem viral e replicacdo do
RNA. Ja a NS2B, esta associada a membrana e ambas formam um complexo estavel
com a proteina NS3. Sua funcdo é fundamental para o processamento da poliproteina
viral, agindo como helicase e protease e para a replicacdo do RNA (HARRIS et al.,
2006). A funcdo da proteina NS4A ainda ndo € muito conhecida, entretanto, tem sido
relacionada a reorganizagcdo das membranas intercelulares (MILLER et al., 2007). A
proteina NS4B esta relacionada a replicacdo viral bloqueando a transducédo de sinal
mediada pelo interferon, sugerindo importancia na patogénese da doenca (MUNOZ-
JORDAN et al., 2003). A proteina NS5 € a proteina mais altamente conservada entre 0s
sorotipos do virus da dengue, caracterizada por atividades de metiltransferases e RNA
polimerase (MEDIN; FITZGERALD; ROTHMAN, 2005). Na regido 3’ encontra-se
associada a maioria das proteinas nao estruturais ndo traduzida dos genoma, formando
um complexo de sintese de RNA (FINK; GU; VASUDEVAN, 2006).

2.2. VETOR

A dengue é transmitida por mosquitos do género Aedes, sendo a espécie Aedes
aegypti o principal vetor associado a transmissdo urbana da doenca e de maior
importancia epidemioldgica no Brasil. No entanto, outras espécies do mesmo género,
como o Aedes albopictus, e muito raramente o Aedes scutellaris e o Aedes polyniensis,

também podem ser vetores de transmissdo do virus da dengue, principalmente na Asia
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e na Oceania. O A. aegypti € uma espécie de mosquito hematéfago de origem africana
gue se adaptou e se domesticou ao ambiente urbano. Acredita-se que o A. aegypti foi
trazido ao continente americano pelos navios negreiros na época da coloniza¢do, no
século XVI (BRASIL, 2008). O A. aegypti € também o vetor da febre amarela urbana
(SALUD; BUREAU; STAFF, 1995; CDC, 2012)

O A. aegypti esta distribuido principalmente em regifes tropicais e subtropicais
do mundo, onde fatores climaticos como chuva, umidade e temperatura propiciam
condi¢gbes para sua sobrevivéncia. Contudo, a expansédo e manutencéo da circulacao,
tanto do virus quanto do vetor da dengue, dependem da combina¢do de varios fatores
estruturais e conjunturais como uma inadequada infra-estrutura basica urbana, como
por exemplo, falta de estrutura de fornecimento de agua, esgoto ou coleta de lixo,
favorecendo assim a proliferacdo do vetor, parcialmente ocasionada pela migragcao
rural-urbana nas Ultimas décadas e por acdes de politicas publicas deficientes (TAUIL,
2001; FARRAR et al., 2007). Devido a adaptacao as habitacdes humanas, o A. aegypti
passou a ser um mosquito de habitos domésticos e predominantemente antropofilico.
Sua convivéncia com o homem ¢é favorecida pela utilizacdo de depdésitos artificiais de
dgua, onde encontra as condicdes necessarias para sua reproducdo e O
desenvolvimento de suas formas imaturas (RIGAU-PEREZ et al., 1998; TAUIL, 2001;
FORATTINI, 2002).

O A. aegypti possui habitos diurnos, com preferéncia de repasto pelas primeiras
horas da manha e ao entardecer. Os mosquitos adultos machos e fémeas se alimentam
de néctar de plantas; no entanto a doenca é transmitida ao homem através da picada
de mosquitos fémeas gravidas, que praticam hematofagia, necessitando de sangue
humano para o desenvolvimento dos ovos (ROZENDAAL, 1997). As fémeas realizam
oviposicdo, de preferéncia, em agua limpa e em lugares artificiais ou naturais, como
recipientes para armazenamento de agua, vaso de flores e plantas, pneus, baldes,
dentre outros, favorecendo condicOes para proliferacdo do mosquito dentro ou nas
proximidades de habitacdes (CDC, 2012).
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2.3. HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

Os primeiros registros clinicos de uma sindrome similar a da dengue séo datados
do ano de 992, em uma enciclopédia chinesa publicada durante a dinastia Chin (KYLE;
HARRIS, 2008) e epidemias de uma doenca até entdo desconhecida, com
manifestacdes clinicas semelhantes foram descritas na Indonésia, Egito e EUA no final
do século XVIII. No século seguinte, quatro grandes epidemias assolaram o Caribe e 0
sul dos Estados Unidos (GUBLER, 2006). Segundo PINHEIRO; CORBER (1997),
epidemias de dengue iniciaram no sudoeste asiatico durante e apés a Segunda Guerra

Mundial, nas décadas de 1940 e 1950, se expandindo para o resto do mundo.

Nas Américas, entre os anos 1844-1849, um quadro clinico semelhante a
dengue foi relatado em diversos paises, inclusive no Brasil (DE SOUZA, 2008). Ja na
década de 1950, o DENV-2 foi isolado pela primeira vez na ilha de Trinidad e somente
apos a década de 60 houve a intensificacdo da transmissdo do virus da dengue nas
Américas. A partir de 1963, houve confirmacdo laboratorialmente do sorotipo 3 na
Venezuela. Em 1977, o sorotipo 1 foi introduzido nas Ameéricas, inicialmente pela
Jamaica e a partir dai, paises da América do Sul livres da dengue foram acometidos por
epidemias causadas por este sorotipo. Foi entdo que, a partir de 1980, houve aumento
das epidemias pelo continente. Um surto ocorrido em Cuba no ano de 1981,
relacionado a presenca do sorotipo 2, foi responsavel pelo primeiro caso de febre
hemorragica da dengue ocorrida fora do continente asiatico. Foi também neste mesmo
ano que ocorreu a introducao do sorotipo 4, causando grandes epidemias no Caribe,
México e na América do Sul (SALUD; BUREAU; STAFF, 1995; SAN MARTIN et al.,
2010; CDC, 2011; 2012).

No Brasil, os primeiros relatos da ocorréncia de surtos de dengue ocorreram em
1846 acometendo os estados do Rio de Janeiro, S&do Paulo, Bahia e outras cidades
(PEDRO, 1923). No fim da primeira metade do século XX, devido a grande epidemia de
febre amarela vivida no Rio de Janeiro, campanhas para a erradicacdo do mosquito
coordenadas por Oswaldo Cruz, pela Superintendéncia de Campanhas de Saude

Publica (SUCAM) e pelo Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa) foram
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lancadas pelo governo brasileiro e, em 1955, o A. aegypti foi considerado erradicado do

Brasil, que recebeu certificacado internacional de pais livre do A. aegypti.

A erradicacdo do Aedes durou cerca de vinte anos (FRANCO, 1976; M. G.
TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999) e, devido a falhas ocorridas na vigilancia
epidemioldgica e a uma urbanizacdo acelerada, o mosquito foi reintroduzido no Brasil a
partir del976 (BRAGA; VALLE, 2007). A rapida disseminacdo do mosquito nos anos
seguintes fez com que a distribuicdo geografica do mosquito fosse similar a verificada
antes dos programas de erradicacédo (SALUD; BUREAU; STAFF, 1995; CDC, 2012).

A reemergéncia da dengue no Brasil ocorre com a documentacdo de casos
clinicos, com confirmacéo laboratorial em Boa Vista, Roraima, entre os anos de 1981 e
1982. Estes casos, causados pelos sorotipos 1 e 4 (OSANAI et al., 1983), ficaram
restritos a esta regido e periodo, ndo havendo registros de casos adicionais nos anos
gue se seguiram. Foi s6 a partir de 1986 que grandes epidemias, de escala nacional,
comecaram a ocorrer, inicialmente no Rio de Janeiro, com mais de 33.500 casos
notificados e, em algumas capitais nordestinas, com a disseminagéo do sorotipo 1 para
diversas cidades do pais (M. G. TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999; E. A.
TEIXEIRA, 2005). No ano de 1990, outra grande epidemia ocorreu também no Rio de
Janeiro, desta vez, causada pelo sorotipo 2, e se espalhou rapidamente para a regido
sudeste. Em 1998, a epidemia da dengue adquiriu proporcdes alarmantes, com o
ndmero de casos chegando a 500.000 notificagBes (TEIXEIRA, 2005).

A confirmacéo pela primeira vez no Brasil do isolamento do sorotipo 3 ocorreu no
final de 2000. Uma epidemia iniciou-se entdo no Rio de Janeiro no ano de 2001, e
disseminou-se por muitos estados, contribuindo para um aumento na incidéncia da
doenca em todo pais (CAMARA et al., 2007). Esta epidemia alastrou-se nos dois anos
seguintes, sendo o sorotipo 3 detectado em inimeras cidades e estados do Brasil
(TEIXEIRA, 2005). No ano de 2002, com aproximadamente 800 mil casos foram
notificados, e o Brasil foi responsavel por 80% das notificacbes de dengue do
continente americano (PAHO, 2009; SAN MARTIN et al., 2010). A reintrodugao do
sorotipo 4, que ndo circulava no pais desde o seu registro em Boa Vista, na década de
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80, ocorreu em julho de 2010, novamente em Boa Vista, Roraima (TEMPORAO et al.,

2011) sendo em pouco tempo detectado em todas as regides brasileiras.

O surgimento da primeira epidemia de dengue na Bahia ocorreu em fevereiro de
1987 no municipio de Ipupiara e foi provocada pelo DENV-1. Com a rapida adoc¢éo
medidas de controle, em 90 dias houve a erradicacdo do vetor no municipio e o virus
deixou de circular. Foi entdo que em 1994, um novo sorotipo, 0 DENV-2, foi introduzido
na Bahia pela cidade de Prado, extremo sul do estado, caracterizando-se pela
disseminacgdo rapida do virus para outros municipios baianos (VASCONCELOS et al.,
2000).

O Brasil viveu nos ultimos vinte anos, cinco grandes epidemias associadas a um
dos sorotipos virais predominantes: em 1998 (sorotipo 1), 2002 (sorotipo 3), 2008
(sorotipo 2), 2010 (sorotipo 1) e 2012 (sorotipo 3) (BRASIL, 2012).

Os casos de FHD notificados até o ano de 2006 atingiam principalmente
individuos da faixa etaria de 20 a 40 anos de idade. A partir de 2007, houve uma
mudanca na faixa etaria nos casos de FHD, onde 53% destes acometeram menores de
15 anos de idade. Esta mudanca nos padrbes de ocorréncia da FHD pode ser
explicada, em parte, pela imunidade aos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 na
populacdo adulta (SIQUEIRA JR et al.,, 2005; BARRETO; TEIXEIRA, 2008; ROCHA,
TAUIL, 2009; SAN MARTIN et al., 2010; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2011).

Segundo o Ministério da Saude, na ultima década foram registrados cerca de
cinco milhdes de casos de dengue no Brasil, um milhdo somente no ano de 2010 e 1,5

milhdes em 2013.

A reemergéncia da dengue néo foi restrita ao Brasil, a incidéncia da doencga no
mundo aumentou cerca de 30 vezes nos ultimos cinquenta anos e sao estimados 50
milhdes de casos anualmente com 250 a 500 mil casos de FHD por ano no mundo. A
letalidade da doenca em pacientes com manifestacdes graves variam de 1% a 10%
sendo maiores em paises onde 0 manejo clinico de pacientes com sintomas
hemorragicos graves é deficiente (HESSE, 2007; WHO, 2009). Atualmente, mais de
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100 paises j& notificaram a doenca, e cerca de 550 mil doentes necessitam de
hospitalizagdo a cada ano, ocorrendo cerca de 20 mil mortes em consequéncia da
doenca por ano (WHO, 2009).

Desde a década de 90, Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai,
representando o Cone Sul, sdo responsaveis por mais da metade das notificagbes da
doenca no mundo, sendo o Brasil responsavel por 60% dos casos do Cone Sul desde
2000 (SAN MARTIN et al., 2010). A figura 1 mostra a distribuicdo dos paises e areas
em risco de desenvolver a dengue retratando a gravidade do cenério epidemiologico

atual.

Dengue, Paises e areas de risco, 2010

Paises com risco de dengue em 2010

Figura 1: Mapa dos paises e areas em risco de desenvolver Dengue no ano de 2010. Adaptado de:
World Health Organization. Map Production: Public Health Information and Geographic
Information Systems.
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2.4. ASPETOS CLINICOS E PATOGENESE (CLASSIFICACOES)

A infeccdo por qualquer um dos sorotipos da dengue pode manifestar-se de
forma varidvel, de quadros leves até graves como a dengue hemorragica e a sindrome
do choque da dengue (VAUGHN et al., 2000). A dengue classica € a forma clinica mais
comum da doenca e se caracteriza por febre alta de inicio subito, cefaléia, mialgia,
astenia, prostracdo, dor retoorbitaria, artralgia e exantema. A forma classica da dengue
costuma ser autolimitada, com duracdo de cerca de 5-7 dias, quando ocorre a
defervescéncia e regressao dos sintomas. O periodo de defervescéncia € um periodo
importante para 0 monitoramento de sinais de alerta, como sangramento,
trombocitopenia, ascite, derrame pleural e dores abdominais, pois uma pequena fragéo
dos pacientes pode evoluir para formas graves da doenca neste periodo (WHO, 2009).
Ja a dengue hemorragica caracteriza-se por fendbmenos hemorragicos e
extravasamento plasmatico. Nos casos de sindrome de choque da dengue, ocorre
insuficiéncia circulatoria. Esta forma de classificar a dengue de acordo com sua
patogénese, pela presenca e intensidade de fenbmenos de hemorragia e
extravasamento de plasma (DEEN et al., 2006), vem sendo substituida em todo o
mundo, apos a publicacdo pela OMS, em 2009, de uma nova classificacdo que tem
como base a gravidade das manifestacfes clinicas e em 2014 o Ministério da Saude
adotou essa nova classificacdo. De acordo com a nova classificagdo proposta, 0s casos
podem ser classificados como dengue, dengue com sinais de alarme (DCSA) e dengue
grave (DG).

7

A definicAo para a DCSA é todo caso de dengue que, no periodo de
defervescéncia da febre apresenta um ou mais sinais de alarme como dor abdominal
intensa e continua, ou dor a palpacdo do abdomen; vomitos persistentes; acumulacéo
de liquidos (ascites, derrame pleural, pericardico); sangramento de mucosas; letargia ou
irritabilidade; hipotensdo postural (lipotimia); hepatomegalia maior do que 2 cm ou
aumento progressivo do hematdécrito. A DG é todo caso de dengue que apresenta um
ou mais dos seguintes resultados como choque devido ao extravasamento grave de

plasma evidenciado por taquicardia, extremidades frias e tempo de enchimento capilar
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igual ou maior a trés segundos, pulso débil ou indetectavel, pressédo diferencial
convergente < 20 mm Hg; hipotenséo arterial em fase tardia, acumulacdo de liquidos
com insuficiéncia respiratéria e/ou sangramento grave, segundo a avaliagcdo do médico
e/ou comprometimento grave de 6rgdos tais como: dano hepatico importante (AST o
ALT>1000), sistema nervoso central (alteragéo da consciéncia), coracédo (miocardite) ou
outros 6rgaos (BRASIL, 2014).

A infeccdo por um dos sorotipos induz uma imunidade protetora temporaria
contra 0s outros sorotipos. Esta imunidade, também chamada de imunidade heteréloga
ou cruzada, desaparece em alguns meses. Entretanto, a imunidade conferida contra o
sorotipo causador de uma infeccdo, imunidade homadloga, € permanente para o sorotipo
causador da infeccdo (TORRES, 1998). Ha dois padrdes observados nas infeccfes
pela dengue relacionado com a resposta imune adaptativa, individuos que nao
possuem anticorpos prévios ou primo-infectados, o que caracteriza uma infeccéo
primaria e, individuos que possuem anticorpos prévios, proveniente de infec¢éo anterior

por um sorotipo distinto, caracterizando-se assim como uma infec¢cao secundaria.

Na infec¢do primaria h4 um aumento lento e gradativo dos niveis de anticorpos
especificos, sendo a imunoglobulina M (IgM) o primeiro a aparecer, podendo ser
detectado entre o quinto e o décimo dia ap0s o inicio dos sintomas, atingindo seu pico
maximo apés duas semanas. Segundo a Organizacdo Panamericana de Saude
(OPAS), de todos os casos de dengue, 80% tem anticorpos IgM detectaveis cinco dias
apos o aparecimento da doenca, e cerca de 93-99% entre o 6° e o 10° dia, podendo
permanecer detectavel por 60 a 90 dias (FIGUEIREDO, 1999; GUZMAN et al., 2006;
CDC, 2011). Ja os anticorpos da imunoglobulina G (IgG) aparecem no final da primeira
semana de doenca, sendo detectaveis em niveis baixos, e permanecem detectaveis por
anos e possivelmente pelo resto da vida (CHANAMA et al., 2004; SCHILLING et al.,
2004; WHO, 2009) (Figura 4).

Na infeccdo secundaria, que acomete um individuo que ja teve uma infeccao
prévia por um sorotipo diferente, a concentragdo dos anticorpos IgG aumenta

rapidamente atingindo valores elevados, enquanto a concentragédo dos anticorpos IgM
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aumentam em menor escala, alcangando um pico mais baixo que na primo infeccao,
podendo até ndo ser detectavel ou ser detectavel por um periodo de duracdo mais curto
guando comparada com a infeccdo primaria (SCHILLING et al., 2004; GUBLER et al.,
2007). A dindmica de producéo dos anticorpos do tipo IgM e IgG em infec¢des primarias
e secundérias esta ilustrada na Figura 2.

Viremia

< P>

18G
Isolamento do virus e —

‘RNA, NS1 e outros antigenos

- >
< >

Antibody titre

Infeccao Primaria
Inicio dos sintomas

Infecgdo Secundaria

Figura 2: Resposta imunolégica para a infec¢cdo da dengue. Fonte: Adaptado de PEELING et al.
(2010).

2.5. METODOS DIAGNOSTICOS

O diagndstico da dengue é dificil de ser realizado quando baseado apenas em
aspectos clinicos devido a apresentacdo semelhante a outras infec¢des febris agudas
como leptospirose, rubéola, malaria, sarampo e outras arboviroses. Apos o inicio dos
sintomas, o virus pode ser detectado no soro, plasma, células circulantes no sangue e
outros tecidos por 4-5 dias (WHO, 2009). Para a detec¢do do virus da dengue, técnicas
como o isolamento viral e RT-PCR e a detecgéo da proteina ndo estrutural 1 (NS1) por
ELISA ou testes rapidos de imunocromatografia sdo utilizadas. Testes soroldgicos que
buscam evidéncias indiretas da ocorréncia da infeccdo também tem sido usado no
diagnostico da dengue. Entre eles, podemos citar os testes de inibicdo da

hemaglutinacéo, de fixacdo do complemento, de reducdo da neutralizacdo em placas
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(PRNT), os ensaios imuno-enzimaticos (MAC-ELISA) (GUBLER, 1998) e os testes
rapidos. Atualmente, no Brasil, o diagndstico da dengue é realizado, sobretudo, por
sorologia, usando ensaios imuno-enzimaticos (ELISA). O ELISA é a técnica usualmente
utilizada, tanto para a deteccéo do antigeno NS1 quanto para a deteccédo de anticorpos
IgM e 1gG. Apesar da facilidade de execugao, elas n&o identificam o sorotipo viral
responsavel pela infecgcdo (DE PAULA; FONSECA, 2004) (Figura 3).

Esdugho ds place
Tents da netralizagho
Iedtegio de bemesintinncho
FLIZA IsM s Iz
Tenis rigmdo

Inclemento viral

Técoice molaculane

Captora do aotigens por ELIZA

Anticorpes do Dengue

Picada

Mosquite

v

Dias de doenga

Figura 3: Curso da infeccdo de acordo com os dias de sintomas da doenca. Adaptado de Halsted,
2007.
A seguir, sdo apresentados detalhes sobre a execuc¢do de cada um dos testes

diagnésticos mencionados.

2.5.1. ISOLAMENTO VIRAL

O isolamento viral deve ser feito com amostras coletadas no periodo da viremia,
ou seja, até cinco dias apds o aparecimento de sintomas da doenca. A cultura celular é
0 método mais amplamente utilizado para o isolamento do virus da dengue, sendo as
linhagens de clones de Aedes albopictus C6/36 e Aedes pseudoscutellaris AP61, de
escolha para isolamento de rotina. Culturas de células de mamiferos, como Vero,
LLCMK2 e BHK21 também podem ser utilizadas para o isolamento, porém sao menos
eficientes (WHO, 2009).
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O periodo de incubacéo da cultura € de cerca de uma semana e o virus pode ser
detectado por técnicas sorolégicas, como a imunofluorescéncia indireta com anticorpos
monoclonais sorotipo-especificos (mAbs) ou por técnicas moleculares (RIGAU-PEREZ
et al., 1998).

O isolamento viral tem como vantagens a alta sensibilidade, o potencial de
identificacdo do sorotipo viral e a caracterizacdo molecular das amostras. Estudos tem
demonstrado que os virus da dengue, isolados de pacientes duranteas grandes
epidemias ocorridas no Rio de Janeiro e nos demais estados do Brasil, pertencem a
apenas um genotipo de cada sorotipo: DENV-1 (subtipo 1), DENV-2 (subtipoll) e DENV-
3 (subtipo Illl) (NOGUEIRA; MIAGOSTOVICH; SCHATZMAYR, 2000). Entre as
desvantagens da técnica, incluem-se a necessidade de amostras de sangue coletadas
precocemente no curso da doencga, o tempo de incubacdo da cultura que impede um
diagnéstico terapéutico oportuno e a nao diferenciacdo entre infec¢cdes primarias e
secundarias (PEELING et al., 2010). Além disso, requer uma infra-estrutura laboratorial

especializada para realizacdo de cultura viral.

2.5.2. RT-PCR

As técnicas moleculares tém importante papel no diagnoéstico da dengue por
permitir a rapida identificacdo do virus na fase aguda da doenca, por fornecer
informacdo sobre o sorotipo viral e por quantificar a carga viral, em algumas
metodologias. Os ensaios para deteccao de acidos nucléicos consistem em trés etapas
basicas, a extracdo e purificacdo do RNA viral, a amplificacdo do RNA e a deteccédo e

caracterizagao do produto amplificado quanto ao sorotipo (WHO, 2009).

A técnica molecular mais utilizada € a reacdo em cadeia da polimerase
convencional com transcricdo reversa (RT-PCR), que se baseia na amplificacdo de
fragmentos gendmicos especificos de RNA delimitados por primers. Tem como
vantagens a rapidez, a alta sensibilidade e elevada especificidade (GUZMAN; KOURI,

1996). Quando comparada ao isolamento viral, demonstra uma sensibilidade que varia
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entre 93% a 100% para os quatro sorotipos (LANCIOTTI et al.,, 1992). Como
desvantagens,estdo as mdltiplas etapas necessarias para realizacdo do teste e a
possibilidade de contaminacao cruzada entre amostras, principalmente pelo produto da
amplificacdo de outras amostras, gerando resultados falso-positivos (WHO, 2009).
Entretanto, contaminacdo é uma ocorréncia rara quando protocolos para execu¢do do

RT-PCR s&o rigorosamente seguidos.

2.5.3. REAL TIME RT-PCR

A realizacdo deste ensaio é feita em uma Unica etapa, onde utilizam-se
iniciadores e sondas fluorescentes especificas para cada sorotipo do virus (WHO,
2009). O principio do ensaio se baseia na amplificacdo de fragmentos genémicos, onde
a deteccdo do produto € realizada diretamente na plataforma de instrumentacao,
utilizando-se marcadores fluorescentes e métodos sensiveis de mensuracdo da
fluorescéncia emitida. Podem-se utilizar dois tipos de fluoréforos. O TagMan que é
altamente especifico por sua hibridizacdo especifica da seqiéncia de sonda, ou o
SYBR Green que tem como principais vantagens na sua utilizacdo a simplicidade no
desenho dos marcadores e 0 uso de protocolos universais de RT-PCR ja conhecidos.

Como desvantagem o SYRB Green é menos especifico que o TagMan (WHO, 2009).

As principais vantagens do RT-PCR em tempo real sdo a redu¢do do tempo para
realizacdo do teste, o baixo risco de contaminacdo com o produto amplificado e a
quantificacdo da carga viral por comparacdo com uma curva padrdo. Sua principal
desvantagem é o custo elevado (NIESTERS, 2002). A RT-PCR em tempo real (QRT-
PCR) possui uma sensibilidade maior que o isolamento viral e a RT-PCR convencional
e equivalente ao nested RT-PCR convencional (POERSCH et al., 2005).
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2.5.4. TESTE DE INIBICAO DE HEMAGLUTINACAO (IH)

O teste de IH foi considerado o método sorologico padrdo durante muitos anos por
sua alta sensibilidade, boa reprodutibilidade e execucdo relativamente facil. O teste
tornou-se uma ferramenta util em inquéritos epidemioldgicos e na diferenciacdo das
infecgbes primarias e secundérias, baseados nos titulos de IH, uma vez que os
anticorpos IH persistem por um longo periodo de tempo. O principio do teste consiste
na capacidade dos anticorpos especificos para a dengue, presentes na amostra de
soro, inibirem a aglutinacédo dos eritrécitos (DE PAULA; FONSECA, 2004). No caso da
infeccdo primaria, os anticorpos inibidores da hemaglutinacdo podem a partir do quinto
dia apds o inicio da febre e em casos de infeccdo secundaria, altos titulos de anticorpos
IH podem ser precocemente detectados, entre dois e trés dias apos o inicio da febre
(CLARKE; CASALS, 1958). Segundo KAO et al. (2005), o teste apresenta
desvantagens, como a necessidade de um pré-tratamento das amostras para remover
inibidores especificos de IH e aglutininas ndo especificas, a pouca especificidade por
conta da reacdo cruzada, a necessidade de amostras pareadas e a dificuldade em

identificar o sorotipo viral infectante em infeccées secundarias.

2.5.5. TESTE DE FIXACAO DE COMPLEMENTO (FC)

O teste de fixacdo de complemento baseia-se no principio de que o
complemento sera consumido durante a reacdo antigeno-anticorpo. Esses anticorpos
detectados sdo muito especificos na infecgcdo priméaria contribuindo para a
determinacao do sorotipo. Este teste tem o0 uso limitado em inquéritos epidemiolégicos,
pois 0S anticorpos permanecem por um curto periodo. Tem pouca aplicacdo na clinica e
ndo é utlizada na rotina pela sua dificil execucdo, pouca praticidade e baixa
sensibilidade (GUBLER, 1998).
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2.5.6. TESTE DE NEUTRALIZACAO POR REDUCAO EM PLACAS (PRNT)

E o teste mais especifico para os flavivirus e € sorotipo especifico para os quatro
tipos do virus da dengue. O principio do teste se baseia na interacdo entre o virus e o
anticorpo, resultando na inativacdo do virus, através dos anticorpos neutralizantes, de
tal maneira que ele ndo infecta mais, tdo pouco replica-se em células alvo. Os titulos de
anticorpos neutralizantes no soro do paciente sdo medidos e se determina o nivel de
anticorpos protetores (CDC, 2012). Quanto maior for a presenca de anticorpo soro
especifico, maior é a capacidade de neutralizacdo e menor € a infeccdo do virus na
célula (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). As principais desvantagens desta técnica sdo a
diferenca de interpretacdo de resultados, o alto custo, a complexidade da técnica, o
longo tempo de realizacdo e a sua dificil aplicacdo na diferenciacdo de infeccdes
secundarias e terciarias (CASTRO-JORGE et al., 2010).

2.5.7. ELISA

Deteccao de anticorpos anti-dengue

Dentre os testes soroldgicos, o ELISA tornou-se uma ferramenta importante para
o diagnostico de rotina da dengue (CDC, 2012), sendo considerado o procedimento
sorolégico mais util para detec¢do de anticorpos IgM e amplamente empregado para
confirmacédo deinfeccdes recentespelo virus da dengue (WANG et al., 2002). Entre os
mais utilizados estdo o ELISA indireto onde a placa é sensibilizada com antigeno viral e
o ELISA de captura de anticorpos (IgM ou IgG) onde a placa é sensibilizada com anti-
imunoglobulina especifica (KAO et al.,, 2005). Dentre os ELISA de captura, o MAC-
ELISA (“IgM Antibody Capture-ELISA”) vem substituindo outras técnicas de analisepara
a determinacdo de IgM devido a sua alta sensibilidade, especificidade, potencial de
automatizacéo, facilidade da técnica e capacidadede realizacdo emum grande namero

de amostras simultaneamente (BRASIL, 2010).

Os anticorpos IgM podem ser detectados ainda na fase aguda da doenca, desde

gue a amostra de sangue seja coletada apds 5-7 dias do inicio dos sintomas, e também
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na fase de convalescéncia. O principio do teste consiste na detec¢éo especifica de IgM
anti-dengue no soro através de sua captura por anticorpos anti-lgM humano (BRASIL,
2010).

Brevemente, o MAC-ELISA pode ser descrito da seguinte forma: em uma placa
de microaglutinacéo recoberta por anti-lgM, os anticorpos IgMdo soro do paciente,
quando presentes, se ligardo aos anticorpos anti-lgM da cavidade da placa.Apos
lavagem da placa para remocdo do soro residual, sdo adicionados antigenos
especificos do virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) ligados a
anticorpos marcados com uma enzima, formando um “sanduiche”. Os anticorpos IgM
anti-dengue capturados sado detectados por anticorpos monoclonais ou policlonais
conjugados com uma enzima que age sobre o substrato fazendo com que a reacao
mude de cor (WHO, 2009). As vantagens do ELISA sao a praticidade, especificidade e
sensiblidade. Suas desvantagens sdo a reatividade cruzada com outros membros da
familia flaviviridae e o fato de que um resultado negativo em amostras de soro de fase
aguda, coletada muito precocemente, ndo exclui o diagndstico da dengue, tornando-se
necessaria uma nova coleta de soro do paciente (BRASIL, 2010). Esse teste possibilita
a deteccdo quantitativa e qualitativa dos anticorpos, e sua combinagdo com testes de
captura de IgG, baseados nos mesmos principios, permite a diferenciacdo entre
infeccbes primarias e infeccbes secundarias (INNIS et al., 1989; MIAGOSTOVICH et al.,
1999).

Em um estudo caso-controle realizado por BLACKSELL, (2012) que avaliou a
sensibilidade e especificidade de sete kits comerciais (ELISA dengue NS1 — Panbio,
ELISA dengue IgM Captura — Panbio, ELISA dengue IgG — Panbio, ELISA dengue NS1
— Standard Diagnostic, ELISA dengue IgM — Standard Diagnostic e Platélia NS1 —
BioRad) para deteccao da dengue na fase aguda da doenga em uma amostra de 337
pacientes, com dengue laboratorialmente confirmada realizado em Bangkok, Tailandia,
a sensibilidade e especificidade do ELISA IgM variou de 85 a 89% e 88 a 100%,

respectivamente.
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Deteccao do antigeno NS1

O teste de ELISA para deteccédo do antigeno NS1 do virus da dengue permite a
deteccdo da infeccdo pelo virus da dengue em pacientes na fase aguda da doenca
(ALCON et al., 2002; LIBRATY et al., 2002), pois o antigeno NS1 est& presente no soro
de pacientes infectados entre o primeiro e o quinto ou sétimo dia de doenca (SHU et al.,
2009). O desenvolvimento do ELISA de captura cujo alvo é a proteina NS1 do virus da
dengue foi descrito por YOUNG et al. (2000).

O principio do teste se baseia na presenca dos antigenos proteicos NS1 no soro
do paciente que se ligam aos anticorpos anti-NS1 da placa de microaglutinacéo.
Através de lavagem, o soro residual é retirado ficando na placa apenas os antigenos
que se ligaram ao anti-NS1. Em seguida é feita a adicdo de anticorpos monoclonais
anti-NSlconjugado a peroxidase de rabano. Apds incubacdo, a placa de
microagutinagcdo € lavada, em seguida adicionado um substrato incolor
(tetrametilbenzidina/peréxido de hidrogénio) que € hirolisado pela enzima e o
cromégeno (TMB) adquire uma coloracdo azul. A reagdo é interrompida com &cido,
tornando-a amarela, que é um indicativo da presenca do antigeno NS1 da dengue.

Inimeros kits comerciais foram desenvolvidos utilizando esse mesmo principio e
um estudo multicéntrico (DENCO) conduzido por GUZMAN et al. (2010), no qual foi
utilizado dois kits: Platelia NS1 da BioRad Laboratories e Dengue Early Elisa da Panbio,
mostrou uma sensibilidade que variou de 52 - 84% e uma especificidade variando de 90
- 100%.

2.5.8. TESTES RAPIDOS

Testes laboratoriais sdo Uteis para proporcionar um diagnéstico oportuno da
infecc@o pelo virus da dengue, permitindo um melhor manejo médico dos pacientes.
Diversos testes rapidos para a dengue tem sido desenvolvidos como, por exemplo,

testes imunocromatograficos que utilizam antigenos especificos como NS1 ou
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imunoglobulinas do tipo IgM, 1IgG ou combinagdes de IgM/IgG, ou NS1/IgM/IgG. Tais
testes sdo capazes de detectar pacientes infectados com qualquer um dos quatro
diferentes sorotipos e aqueles que detectam anticorpos IgM e IgG ajudam a diferenciar
a dengue primaria da dengue secundaria (DE PAULA; FONSECA, 2004; FAHEEM et
al., 2011). Estudos demonstraram sensibilidade entre 70 a 89% e especificidade entre
98 a 99% para os diferentes testes rapidos usados para a deteccdo de NS1, IgM e IgG
(WANG; SEKARAN, 2010).

Sua facilidade de utilizagdo, rapidez dos resultados e o fato de dispensar a
utilizacdo de equipamento laboratorial especifico sédo suas principais vantagens. Como
desvantagem, a interpretacdo do resultado do teste é operador-dependente, pois é
visual, podendo haver erros de leitura e inconsisténcia intra e entre operadores
(BLACKSELL, 2012).

2.6. CONFIRMACAO LABORATORIAL DE CASO DE DENGUE

A WHO (2009) define como caso de dengue confirmado laboratorialmente o
paciente que apresentar. RT-PCR positivo, ou; isolamento do virus da dengue em
cultura de célula, ou; soroconversao de IgM detectado por ELISA entre amostras
pareadas, ou; soroconversao de IgG detectado por ELISA entre amostras pareadas; ou
aumento de 4 vezes do titulo de IgG detectado entre amostras pareadas. O CDC (2014)
define como caso confirmado o paciente que apresentar o RT-PCR positivo, ou;
isolamento do virus da dengue em cultura de célula, ou; soroconversdo de IgM
detectado por ELISA entre amostras pareadas, ou; aumento de 4 vezes do titulo de IgG
entre amostras pareadas; ou titulo no Teste de Inibicdo de Hemaglutinacdo entre
amostras pareadas; ou aumento de 4 vezes do titulo da PRNT entre amostras
pareadas. Ja o BRASIL (2010), define como caso confirmado de dengue, o paciente
que apresentar algum critério clinico-epidemiolégico com confirmacédo laboratorial
especifica: Isolamento do virus em cultura de célula, ou; RT-PCR positivo, ou; ELISA

IgM reagente, ou; pesquisas de antigeno NS1 positivo, ou; estudo anatomopatolégico



36

com pesquisa de antigeno virais por imunohistoquimica, positivo para dengue.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar a validade de diferentes métodos laboratoriais para o diagndstico da

dengue.

3.2. ESPECIFICOS

1. Estimar a sensibilidade de testes laboratoriais para o diagnostico da dengue em
pacientes de um estudo de vigilancia prospectiva para doenca febril aguda, com
diagnéstico confirmado da doenca:

v' De forma Individual;

v' Suas possiveis combinacdes;

v" De acordo com a duragdo dos sintomas;

v' De acordo com o tipo de infeccao (primaria versus secundaria);
v Sorotipo infectante.

2. Estimar a especificidade dos testes laboratoriais em um conjunto de amostras de
pacientes com leptospirose, hepatite, individuos saudaveis e em doadores de
sangue:

v' ELISA IgM;
v' ELISA NS1.
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4. METODOLOGIA

4.1.LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

Entre 01 de fevereiro e 31 de julho de 2010, foi realizado um estudo prospectivo
de vigilancia populacional para atendimento médico por doenca febril aguda na unidade
de emergéncia de S&o Marcos, localizada na comunidade de Pau da Lima, Salvador-
Bahia. Esta comunidade foi escolhida devido ao suporte dos movimentos sociais
organizados que permitiram a criacdo a partir de 2003 de uma infra-estrutura para

pesquisa epidemioldgica na localidade.

O bairro de Pau da Lima esta situado geograficamente na regido central de
Salvador, fazendo divisa com o0s bairros de Sete de Abril, Vila Canaria, Jardim
Cajazeiras e Sussuarana. O bairro formou-se em meados da década de 50, e seus
primeiros moradores, oriundos de &reas rurais, povoaram uma fazenda, onde o dono se
chamava Paiva Lima. Com o tempo, a localidade passou a se chamar Pau da Lima.
Devido a migracdo de moradores da zona rural e o0 crescimento de conjuntos
habitacionais e areas de invasfes, a populacdo do bairro cresceu rapidamente sendo
hoje considerado o terceiro bairro mais populoso da cidade de Salvador, com uma
populacao estimada em mais de 120 mil pessoas, segundo o censo de 2010 do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Como conseqiéncia dessa ocupacao
irregular do solo, a comunidade apresenta precaria infra-estrutura urbana, e baixa
cobertura de servicos como pavimentacdo, rede de esgoto e drenagem das aguas

pluviais e coleta de lixo.

A vigilancia populacional para doenca febril aguda foi realizada na Unidade de
Emergéncia de S&o Marcos (UESM), Unica unidade publica de pronto-atendimento que
funciona na comunidade, 24 horas por dia, sete dias por semana, servindo como a
unidade de emergéncia de referéncia para a regido e como a Unica unidade publica de
emergéncia do Distrito Sanitario de Pau da Lima. A UESM foi construida pela
Fundacdo Monte Tabor sendo administrada pelo Hospital Sdo Rafael e foi cedida a
Prefeitura Municipal de Salvador no ano de 2000. A unidade possui uma estrutura
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bésica para atendimentos de urgéncias, com laboratério de andlises clinicas e servi¢os

de apoio ao diagndstico. E considerada uma unidade de referéncia para o municipio.

4.2. SELECAO DE PARTICIPANTES

De 22 a 62 feira, das 7:30 as 16:00 h, uma equipe de pesquisadores identificou
ativamente e de forma prospectiva, por meio de consulta aos registros de atendimento
da UESM, moradores da comunidade que preencheram os seguintes critérios de
inclusdo no estudo: idade =5 anos e histéria de febre mensurada ou referida (237,8°C)
ha <7 dias. Foram definidos como moradores da comunidade os pacientes com
residéncia dentro de uma area composta por 98 setores censitarios localizados no

entorno da UESM (populacéo: 76.372 habitantes, area: 23,1 km?), conforme Figura 4.

Pacientes que buscaram atendimento por uma DFA em mais de uma ocasido
durante o periodo do estudo foram incluidos no estudo mais de uma vez, desde que
houvesse um intervalo maior que 30 dias entre as datas de atendimento médico na
UESM. Foram considerados inelegiveis os pacientes com retorno a UESM para
atendimento com menos de 30 dias, moradores fora da area composta dos 98 setores

censitarios ou aqueles que apresentavam mais de 7 dias de inicio de sintomas.
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Figura 4: Localiza¢&o da Unidade de Emergéncia de S&o Marcos dentro da area de estudo.

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusédo e que aceitaram participar do
estudo, fornecendo consentimento livre e esclarecido (TCLE), tiveram uma amostra de
sangue coletada de fase aguda ap6s o atendimento médico, e em seguida foram
entrevistados para a coleta de dados socio-demograficos e clinicos, utilizando
guestionarios padronizados e previamente testados. As variaveis clinicas foram auto-
referidas, e incluem dias de sintomas no momento da coleta de sangue, e presenca de
sintomas como cefaléia, prostracdo, mialgia, artralgia, dor retroorbital e exantema.
Todos os prontuarios clinicos dos pacientes que foram incluidos no estudo foram
revisados para a obtencdo de dados sobre suspeita médica e evolugdo clinica (alta ou
hospitalizagédo/transferéncia). Os pacientes foram convidados a retornar ao UESM apés
14 dias para uma segunda coleta de amostra de sangue (amostra de fase

convalescente) bem como para obter dados sobre a evolugcdo da doenca. Uma equipe
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do estudo visitou a residéncia dos participantes que ndo retornaram a UESM e
realizaram a coleta de amostra de fase convalescente, além de dados sobre evolugéo
da doenca, no domicilio dos mesmos. A amostra final de participantes no estudo
consistiu apenas do subgrupo de pacientes que tiveram as amostras de fase aguda e
de fase convalescente coletadas. Esta decisdo foi adotada a fim de fornecer as
mesmas oportunidades de diagndstico de dengue para todos os participantes.

4.3. ANALISES LABORATORIAIS

As amostras de sangue coletadas foram transportadas de forma refrigerada para
o Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM) do CPqGM/FIOCRUZ e |4
foram centrifugadas, processadas e mantidas congeladas em freezers a -20°C para
realizacdo de exames sorologicos e -70°C para realizacdo de RT-PCR. Foram
utilizados os seguintes testes para o diagnoéstico da dengue: 1) ELISA Captura IgM
(Panbio® Dengue IgM Capture ELISA — ref.: E-DENO1M, Australia) em amostras da
fase aguda e da fase convalescente, 2) ELISA Captura NS1 (Panbio® Dengue Early
ELISA — ref.. E-DENO2P, Australia) em amostras de fase aguda e 3) deteccdo do acido
nucléico viral em amostras de fase aguda pelo método reacdo em cadeia da polimerase
por transcricdo reversa (RT-PCR), seguindo o protocolo previamente descrito por
LANCIOTTI et al. (1992). Adicionalmente, o ELISA Indireto IgG (Panbio® Dengue IgG
Indirect ELISA — ref.. E-DEN1G, Australia) foi utilizado em amostras da fase aguda
coletadas na data de inclusdo do estudo para diferenciar as infeccbes em primarias e
secundarias. Este fabricante de kit de ELISA foi escolhido por ser a marca de kit
utilizada nos centros de referencia do Estado (LACEN). Todos os testes ELISAs foram
realizados conforme instrucbes do fabricante. Para garantir os nossos resultados,
realizamos um controle de qualidade repetindo uma amostragem dos negativos e todas

as amostras que tiveram o resultado positivo ou indeterminado.
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4.4. DEFINICAO LABORATORIAL DE CASO DE DENGUE

Foi definido como caso de dengue os pacientes com doenca febril aguda que
apresentassem laboratorialmente: 1) RT-PCR para dengue positivo, ou; 2) ELISA NS1
positivo, ou; 3) soroconversao de IgM detectado entre as amostras de fase aguda e de
fase convalescente através do ELISA-IgM. Os casos confirmados tiveram o tipo viral
determinado pelo RT-PCR. Foram definidos como casos primarios e secundérios de
dengue os pacientes que apresentaram, respectivamente, auséncia e presenca de IgG

contra o virus da dengue na amostra de soro de fase aguda.

Foi considerado como caso provavel de dengue o paciente ndo confirmado por
nenhum dos critérios descritos acima, mas com ELISA IgM reagente na amostra de
fase aguda.Pacientes que ndo preencheram os critérios de caso de dengue confirmado

ou provavel foram definidos como pacientes negativos para a dengue.

4.5. ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo CEP - Comité de Etica em Pesquisa do
CPgGM/FIOCRUZ, sob o protocolo n° 154. Todos os participantes receberam
orientacdes sobre 0s objetivos, procedimentos e riscos associados a participacao
durante o procedimento de consentimento informado. Foi assegurado o direito a
voluntariedade de participacdo. Os resultados laboratoriais foram disponibilizados aos
pacientes, ao UESM e a vigilancia epidemiolégica, uma vez que a dengue € uma
doenca de notificacdo compulsoria.

4.6. RECURSOS NECESSARIOS E DISPONIVEIS

Os recursos necessarios para a execucao deste projeto foram originados do
financiamento MCT/CNPqg n° 073/2009, PRONEX — REDE DENGUE e pela FAPESB,
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através do processo n° 025/2010, Projeto: Vigilancia Ativa para Dengue - Avaliacdo da

Transmisséo e da Carga da Doenca em uma Comunidade Urbana.

4.7.ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises foram realizadas com o programa Epi Info para Windows
versdo 3.5.2 (CDC, Atlanta, GA, USA) e com o programa Open Epiversao 3.01. A
frequéncia de infec¢do pelo virus da dengue entre os pacientes com sindrome febril
aguda foi determinada pela proporcdo de casos de dengue confirmados na amostra
testada. As caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo foram descritas atraves de
freqUuéncias para variaveis categoricas contendo as medianas e intervalo interquartil
(1Q).

A sensibilidade de cada teste foi calculada pela divisdo do niumero de positivo
por cada teste pelo numero total de casos confirmados. Em seguida foi determinada a
sensibilidade, para o uso combinado de diferentes testes. O célculo foi feito dividindo o

total de pacientes positivos pela combinacgéo de testes pelo total de casos confirmados.

Para avaliar o desempenho individual do ELISA IgM, do ELISA NS1 e do RT-
PCR no diagnéstico da dengue de acordo com o tempo de evolugdo da doenca, foi
determinada a sensibilidade de cada teste, de acordo com a duragcdo dos sintomas
antes da coleta da amostra de sangue de fase aguda. Foram utilizados os seguintes
periodos de duracdo dos sintomas antes da coleta de amostra de sangue de fase
aguda: 1, 2, 3,4 e 5-7 dias. Nao houve pacientes com amostra de sangue coletada no
mesmo dia do inicio dos sintomas. A analise da sensibilidade do ELISA IgM de fase
convalescente foi realizada para os seguintes periodos apds coleta de amostra de fase
aguda: 2-4 semanas, 4-7 semanas, 8-11 semanas e = 12 semanas.

Adicionalmente, foi calculada a sensibilidade dos testes avaliados conforme o
tipo de infecgdo (primaria e secundaria) de dengue para cada método diagnostico,
tomando como referéncia a presenca ou auséncia de anticorpos IgG nas amostras de

fase agudas.
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Na avaliacdo da especificidade foi utilizado um grupo de amostras de soro de
pacientes com leptospirose confirmada (n=68) através do teste de microaglutinacéo
(MAT), um grupo de amostras de soro de doadores de sangue (n=73), um grupo de
amostras de soro de pacientes com hepatite (n=18) e um grupo de amostras de soro de
pessoas saudaveis residentes na comunidade de Pau da Lima (N=73). A avaliacao da
especificidade de cada teste foi calculada pela divisdo do numero de negativos por
cada teste pelo numero total de negativos.

Intervalos de confianca de 95% foram calculados para todas as medidas de

sensibilidade e especificidade utilizando o método de Pontuacédo de Wilson.
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5. RESULTADOS

No periodo do estudo, 1.404 pacientes foram considerados elegiveis e destes,
773 (55%) pacientes foram recrutados pela vigilancia. Dos pacientes incluidos, em 623
(81%) pacientes foi possivel coletar as duas amostras de sangue (amostra de fase
aguda e de fase convalescente), em 128 (16%) pacientes foi possivel obter apenas
uma amostra de sangue (de fase aguda ou de fase convalescente) e para 22 (3%)
pacientes nao foi possivel coletar qualquer amostra de sangue (Figura 5). Apenas o0s
623 pacientes que tiveram as amostras de fase aguda e de fase convalescente
disponiveis para avaliacdo laboratorial do diagnostico de dengue foram incluidos no

estudo.
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Figura 5: Fluxograma descrevendo a identificacdo e os critérios de inclusao de participantes no periodo do estudo, 01 de fevereiro a 31
de julho de 2010.
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A mediana de idade dos 623 pacientes incluidos no estudo foi de 21 anos
(intervalo interquartil [11Q] 11-32), e porcentual de participantes do sexo masculino foi de
51% (Tabela 1). A mediana de dias entre o inicio dos sintomas e a coleta da amostra de
sangue de fase aguda foi de 3 dias ([lIQ] 2-4). As caracteristicas clinicas mais
freqlientes nos participantes no estudo foram cefaléia (86%), prostracdo (77%) e
mialgia (76%).

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do estudo (N=623),
estratificado pelo status de confirmacéo.

Status de confirmacéo

o - NZOéz;Is Confirmados Provaveis Né&o confirmados
Caracteristicas Demograficas n= 240 n= 98 n= 285
e Clinicas
mertlnli(;/:lzelo(:JIQ) n (%) ou mediana (11Q)
Idade em anos 21 (11-32) 18 (11-28) 21 (10-35) 24 (11-33)

Sexo masculino 317 (51) 125 (52) 55 (56) 137 (48)
Duragéo dos sintomas (dias) 3 (2-4) 3(2-4) 3(2-4) 3(2-4)
Cefaléia 536 (86) 206 (86) 89 (91) 241 (85)
Prostacao 482 (77) 190 (79) 78 (80) 214 (75)
Mialgia 471 (76) 181 (75) 78 (80) 212 (74)
Dor retroorbital* 326 (52) 141 (59) 50 (51) 135 (47)
Artralgia* 285 (46) 126 (52) 45 (46) 114 (40)
Tosse* 198 (32) 61 (25) 31(32) 106 (37)
Vomito 165 (27) 77 (32) 21 (21) 67 (23)
Exantema 130 (21) 55 (23) 31 (32) 44 (15)
Diarréia 128 (20) 45 (19) 24 (24) 59 (21)

jgzgagig medica do diagndstico 74 (12) 46 (19) 20 (20) 8(3)
Alta 610 (98) 235 (98) 97 (99) 278 (96)

Transferéncia 8(1) 5(2) 0 3(1)

* Diferenga observada entre os pacientes confirmados e ndo confirmados para dengue foi estatisticamente significante (p<0,005)

Dos 623 pacientes incluidos no estudo, 240 (38%) foram casos confirmados de
dengue, 98 (16%) foram casos provaveis de dengue e 286 (46%) foram pacientes
negativos para dengue. Comparando os pacientes confirmados aos pacientes negativos
para dengue, os casos confirmados foram mais jovens (mediana de idade: 18 vs 24) e
apresentam mais frequientemente dor retroorbital (59% vs 47%), artralgia (52% vs 40%)
e tosse (25% vs 37%). Apenas 46 (19%) dos 240 casos confirmados e 20 (20%) dos
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casos provaveis de dengue tiveram suspeita médica de dengue registrada em
prontuario (Tabela 1). Entre os 140 casos confirmados de dengue, 43 (18%) e 194
(81%) apresentavam dengue primaria e secundaria, respectivamente, e para os 98
casos provaveis de dengue, 8 (8%) e 90 (92%) apresentavam dengue primaria e

secundéria, respectivamente.

Avaliando os testes diagndsticos para dengue de forma individual, nenhum dos
testes alcancou mais que 90% de sensibilidade, o RT-PCR na amostra aguda
apresentou o melhor desempenho com 83,8%, seguido do ELISA IgM na amostra
convalescente com 81,3%. O ELISA NS1 e o ELISA IgM na amostra aguda tiveram

baixo desempenho, aproximadamente 30% de sensibilidade (Tabela 2).

Tabela 2: Sensibilidade individual dos diferentes tipos de diagnéstico da dengue (n=240).

NO

Teste Laboratorial . % (1C 95%)
Positivos

RT-PCR 201 83,8 (78,6 - 87,9)

ELISA IgM convalescente 195 81,3 (75,8 -85,7)

Soroconversio de IgM por ELISA 128 53,3 (47,0 - 59,5)

ELISA NS1 76 31,7 (26,1 - 37,8)

ELISA IgM aguda 72 30,0 (24,6 - 36,1)

Quando usamos os testes diagnosticos de forma combinada, o uso combinado
do ELISA NS1 ou do ELISA IgM da amostra aguda com o RT-PCR néao acresceu
beneficio a sensibilidade apresentada pelo RT-PCR individualmente mas, agregar o
ELISA IgM da amostra convalescente a sensibilidade do conjunto de testes para 100%
(Tabela 3). O uso conjunto do ELISA NS1 e do ELISA IgM da amostra convalescente
apresentou sensibilidade de 82,9%. O uso conjunto do ELISA NS1 e do ELISA IgM na
amostra aguda so6 alcancaram 50,4% de sensibilidade.
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Tabela 3: Sensibilidade do uso combinados dos diferentes tipos de diagnéstico da dengue

(n=240).

Combinacéao de testes N° Positivos % (IC 95%)
RT-PCR ou ELISA IgM convalescente 240 100,0 (98,4 - 100,0)
RT-PCR ou ELISA IgM aguda 207 86,3 (81,3-90,1)
RT-PCR ou ELISA NS1 207 86,3 (81,3 - 90,0)
ELISA IgM aguda ou ELISA IgM convalescente 201 83,8 (78,6 - 87,9)
ELISA NS1 ou ELISA IgM convalescente 199 82,9 (77,7 - 87,2)
ELISA NS1 ou ELISA IgM aguda 121 50,4 (44,1 - 56,7)

A sensibilidade dos testes diagnosticos também foi avaliada de acordo com o

tipo de infeccao, o ELISA IgM da amostra aguda foi quase quatro vezes mais sensivel

(34,4%) na infeccdo secundaria que na infeccdo primaria (9,3%) e o RT-PCR teve

melhor desempenho nas infec¢cées secundarias (87,2% vs 67,4%). J&, a soroconversao

de IgM por ELISA é mais freqlente na infeccao primaria (76,7%) que na secundaria

(48,7%). O ELISA NS1 apresentou um baixo desempenho nos dois tipos de infeccéo,

com sensibilidades de 37,2% para infeccdo primaria e 29,7% para a infeccao

secundaria e para trés pacientes néao foi possivel identificar o tipo de infeccdo (Tabela

4).

Tabela 4: Sensibilidade dos testes diagnosticos em pacientes com infec¢ao primaria e secundéria

pelo virus da dengue (n=240).

Teste

Sensibilidade de acordo com o tipo de infec¢éo

Infeccéo Priméria

Infecgdo Secundaria

n=43 n=194
Teste Laboratorial No % (IC 95%) No % (IC 95%)
Positivos Positivos
RT-PCR 29 67,4 (52,5 -79,5) 170 87,2 (81,8-91,2)
ELISA NS1 16 37,2 (24,4-52,1) 58 29,7 (23,8 - 36,5)
ELISA IgM aguda 4 9,3(3,7-21,6) 67 34,4 (28,1 - 41,3)
ELISA IgM convalescente 37 86,0 (72,7 - 93,4) 157 80,5 (74,4 - 85,5)
Soroconversao de IgM por ELISA 33 76,7 (62,3 - 86,9) 95 48,7 (27,1 - 40,2)
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Os dados da sensibilidade dos testes diagndsticos para a dengue por dia de
sintomas da doenga no momento da coleta da amostra de fase aguda estdo
apresentados na Figura 6. O RT-PCR foi pouco influenciado pela duracdo da doenca,
mas teve uma sensibilidade ligeiramente maior nos 3 primeiros dias de sintomas. A
baixa sensibilidade do ELISA NS1 reduz ainda mais apos 4° dia de sintomas (22,6%).
Ja o ELISA IgM em amostra de fase aguda aumenta a sensibilidade com a maior
duracéo dos dias de sintomas e atinge seu pico (71%) entre o 5° e 7° dia de doenca.
Em relacdo ao ELISA IgM na amostra de fase convalescente, observou-se um melhor
desempenho gquando a amostra foi coletada entre 2-4 semanas ap0s o atendimento
médico (~90%), com reducéo da sensibilidade nas semanas seguintes. A sensibilidade
da Soroconversdo de IgM por ELISA é boa (entre 67% e 77%) quando a amostra de
fase aguda é coletada nos primeiros dias de sintomas, mas reduz-se rapidamente até o
7° dia de sintomas, acompanhando de forma inversa a sensibilidade do ELISA IgM de

fase aguda.
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Figura 6: Sensibilidade dos testes diagndsticos para a dengue por dias de sintomas da doenca.
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Dos 201 pacientes que foram positivos por RT-PCR, 12 (6%) foram positivas
para DENV-1, 168 (83,6%) para DENV-2, 11 (6,5%) para DENV-3 e 10 (5%) para
DENV-4. O pequeno numero de pacientes identificados com dengue por DENV-1,
DENV-3 e DENV-4, limitou as comparacdes das sensibilidades, mas foi digno de nota o
fato de todos os casos causados por DENV-3 e DENV-4 terem sido identificados

apenas com base nos PCR's conforme descrito na tabela 5.

Tabela 5: Sensibilidade de diferentes testes diagnésticos para a dengue, de acordo com o
sorotipo.

Sorotipo 3 Sorotipo 4

Sensibilidade do Teste Sorotipo 1 (n=12) Sorotipo 2 (n=168) (n=11) (n=10)

N (%) 1C 95%

ELISA NST 75,0(46,8-91,1) 655(58,0-723) 0,0 0,0
Soroconversdo de IgM por ELISA 58,3 (32,0-80,7) 51,8 (44,3-59,2) 9,1(1,6-377) 0,0
ELISA IgM aguda 16,7 (4,7-44,8) 38,1 (31,1-4506) 0,0 0,0
ELISA IgM convalescente 750(46,8-91,1) 86,9(81,0-912) 0,0 0,0

A Tabela 6 apresenta dados da especificidade dos diferentes testes de ELISA
para a dengue em amostras de pacientes com diagnéstico laboratorial de leptospirose e
hepatite, em doadores de sangue e em individuos saudaveis residentes na comunidade
de Pau da Lima. O ELISA NS1 foi o mais especifico dentre os testes avaliados com
especificidade = 97% para pacientes com leptospirose, Hepatite A e para doadores de
sangue. O ELISA IgM em amostra de fase aguda teve uma especificidade de 85% para
doadores de sangue, 55% para pacientes com Hepatite A, 79% para pacientes com
leptospirose e 72% para individuos saudaveis. A soroconversao de IgM por ELISA em

pacientes com leptospirose teve uma especificidade de 92,6%.
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Tabela 6: Especificidade dos testes de ELISA no diagnéstico da dengue.

Teste Especificidade

Doadores de sangue . B . Individuos Saudaveis
N=T3 Leptospirose (N=68)  Hepatite A (N=18) (N=73)

N (% 1Co5% N (%) IC 95% N () IC 95% N (491 95%

ELISANST 100,0(95,0- 100,00 97,1(89,9-99,2)  100,0(82,4-100,00  97,3(90,6 - 99,3)

(
ELISA IgM aguda 849(750-914)  79,4(684-873)  556(33,7-754) 72,6 (65,8 -84,9)
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6. DISCUSSAO

A dengue € considerada atualmente como a mais importante arbovirose e o
namero de casos reportados a OMS vem crescendo a cada década, sobretudo em
paises tropicais e subtropicais (KORAKA et al., 2003). A co-circulacdo de diferentes
sorotipos do virus na maioria das vezes de forma simultdnea aumentou e com isso a
preocupacao com relacdo a ocorréncia de formas mais graves da doenca e estratégias
eficientes de deteccdo em seu estagio inicial tornaram-se imprescindiveis para o

diagnéstico precoce e controle desse agravo (WANG et al., 2010).

O aumento consideravel de epidemias da dengue no mundo e 0s avangos
tecnoldgicos ocorridos nas ultimas décadas no diagnéstico das doencas infecciosas
fizeram com que a oferta de testes diagndsticos para dengue aumentasse no mercado
e dai a importancia de se avaliar o desempenho destes testes, ndo s6é em pacientes
hospitalizados ou que apresentam sintomatologia caracteristica da dengue, mas
também em pacientes que apresentem uma doenca febril aguda inespecifica em que a

dificuldade para o diagnéstico clinico € maior.

No presente estudo, tivemos a oportunidade de avaliar os kits da Panbio de
MAC-ELISA IgM, ELISA-NS1, bem como do RT-PCR (protocolo de Lanciotti) com um
painel de amostras consecutivas de pacientes atendidos por uma sindrome febril aguda
em uma unidade de emergéncia publica de uma comunidade carente de Salvador,
durante um ano epidémico. Esta abordagem para selecdo de amostras dos casos
confirmados de dengue € especialmente interessante pela maior representatividade da
colecdo de amostras analisadas, em comparacdo as cole¢cdes usadas em outros
estudos, que ndo possuem uma base epidemiolégica que as legitime como
generalizaveis para uma populacdo de casos de dengue. Dentro desta colecdo de
amostras, os testes também foram avaliados quanto a capacidade de confirmar casos
de dengue quando usados de forma combinada e de acordo com a duragdo dos
sintomas, com o tipo do sorotipo, com o tipo de infeccdo (primaria e secundaria) e
também quanto a especificidade em individuos com leptospirose, hepatite, doadores de

sangue e individuos saudaveis.
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Até o presente, poucos estudos foram conduzidos no Brasil para avaliar a
sensibilidade e especificidade dos métodos diagnosticos para dengue. Em um estudo
realizado por SOUZA et al. (2007) foi avaliada a sensibilidade e a especificidade dos
kits de ELISA IgM e IgG da companhia Focus na discriminacéo entre infeccao primaria
e secundaria encontrando uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 97,8%
utilizando amostras pareadas da epidemias ocorrida em Santos e Vitoria em 2002 e
2003.

Outros estudos ocorreram no ano de 2010, realizado por CASTRO-JORGE et al.
(2010) onde avaliaram a sensibilidade e especificidade do ELISA para deteccédo de NS1
da BioRad em uma amostra de 105 individuos confirmados por dengue através da
combinagao de isolamento por cultura e/ou RT-PCR e/ou presenca de anticorpos IgM.
A sensibilidade encontrada foi de 95,9% e a especificidade de 81,1%. O outro estudo
ocorrido nesse mesmo ano foi realizado por LIMA et al. (2010) que avaliaram o uso
potencial de 3 kits comerciais de ELISA NS1 em um painel de 220 amostras positivas
para dengue confirmadas através do isolamento do virus ou RT-PCR ou ELISA IgM
positivo ou quatro vezes aumento de titulos de IgG em amostras pareadas, da
epidemias ocorridas no Rio de Janeiro entre 1986 a 2008, encontrando uma
sensibilidade de 72,3% e especificidade de 100% para o kit da Panbio. Os valores mais
elevados observados nos estudos de CASTRO-JORGE et al. (2010), LIMA et al. (2010)
e SOUZA et al. (2007) podem estar atribuidos as diferencas clinicas (muitas vezes as
amostras de colecfes sdo de pacientes de maior gravidade e/ou hospitalizados) entre
0S nossos pacientes (que representam pacientes em unidade de emergéncia com
formas mais leves da doenca) e os pacientes dos outros estudos podem justificar
parcialmente as diferencas nos achados, bem como o estado imunolégico pregresso (a
maior parte de nossos casos eram secundarios) e o padrdo-ouro utilizado, e em

especial, a duracéo da doenca no momento da coleta da amostra.

Sensibilidades que variaram entre 63 e 91% foram observadas em diferentes
estudos de avaliagéo do kit de ELISA NS1 (BLACKSELL et al., 2007; BESSOFF et al.,
2008, MCBRIDE et al., 2009). Uma das primeiras avaliacées do kit de ELISA NS1 da

Panbio foi realizada por BLACKSELL et al. (2008) que encontrou uma sensibilidade e
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especificidade respectivamente de 63% e 100% ao realizarem um estudo em Laos com
um painel de 92 amostras de pacientes com suspeita clinica de dengue admitidos no
Hospital Mahosot. Outros estudos obtiveram sensibilidades similares de 60,4%
(BESSOFF et al., 2008) e 64,9% (DUSSART et al., 2008). Ja, MCBRIDE (2009) realizou
um estudo com 91 amostras de pacientes confirmados por dengue na Australia e
encontrou uma sensibilidade para o NS1 de 63,7%. GUZMAN et al. (2010) encontraram
uma sensibilidade de 52% e especificidade de 90% em um estudo multi-céntrico com

1.385 pacientes com suspeita clinica de dengue.

Neste estudo encontrou-se uma sensibilidade para o ELISA NS1 inferior as
descritas (31,7%), isso pode ser parcialmente explicado pelo fato de que as amostras
nao eram caracterizadas por pacientes com suspeita clinica de dengue e que em 83,6%
eram do sorotipo DENV-2. A literatura relata que diferencas nas sensibilidades entre os
sorotipos demonstram que o ELISA NS1 é menos sensivel em detectar casos de
DENV-2 (MCBRIDE, 2009) e de DENV-4 (BESSOFF et al., 2008; MCBRIDE, 2009).

Entretanto a sensibilidade do RT-PCR encontra neste estudo foi de 83,8%
corroborando com o estudo de WATTHANAWORAWIT et al. (2011) que relatou 88,9%
de sensibilidade em um estudo prospectivo realizado com pacientes que apresentavam
febre indiferenciada em uma area endémica para dengue na Malasia, com o estudo de
PAUDEL et al. (2011) onde comparou o qRT-PCR ao RT-PCR convencional para o
diagndstico de dengue em uma colecédo de 223 amostras de pacientes febris que foram
confirmados por dengue pelo ELISA e RT-PCR, encontrando uma sensibilidade de 84%
e com o estudo de KHAN et al. (2009) ao comparar o RT-PCR e ELISA IgM em surto de
dengue ocorrido no Paquistdo no ano de 2006, relatando uma sensibilidade para o RT-
PCR de 83,9%.

Com relagdo ao ELISA IgM, BLACKSELL (2012) descreveram a sensibilidade
dos testes da Panbio em uma amostra de 239 pacientes pediatricos tailandeses
confirmados por dengue pelos seguintes métodos: ELISA IgM (captura) ou ELISA 1gG
(captura) e RT-PCR para determinar o sorotipo e, encontraram sensibilidade e

especificidade para amostras de fase aguda de 83,2% e 87,8% e para as amostras de
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fase convalescente de 93,7% e 87,8%, respectivamente. A TDR/WHO (2009) com o
objetivo de determinar o desempenho dos Kits de ELISA IgM e testes rapidos
disponiveis no mercado, avaliou a sensibilidade e especificidade desses kits em um
painel de amostras positivas para dengue através do MAC-ELISA IgM e por outras
doencas similares encontrando sensibilidade e especificidade de 99% e 84,4% para 0s
kits de ELISA da Panbio.

No presente estudo, os valores encontrados para a sensibilidade do ELISA IgM
foi de 30% para a amostra agudas, o baixo valor da amostra na fase aguda da doenca
pode ser justificado pelo fato de que a procura pelo atendimento médico tenha ocorrido
muito precocemente na fase inicial da doenca, quando niveis de anticorpos ndo sao
suficientes para serem detectados. Ja para as amostras de fase convalescente, a
sensibilidade do ELISA IgM foi de 81,3%. Sensibilidades que variam entre 85% e 93,7%
foram descritas por BRANCH e LEVETT (1999) e BLACKSELL (2012). Vale ressaltar
que no estudo de BLACKSELL (2012) néo foi relatado o tempo decorrente entre a

coleta da amostra de fase aguda e a coleta da amostra de fase convalescente.

Alguns autores relatam os beneficios do uso combinado do antigeno NS1 e IgM
no diagndstico da dengue (BLACKSELL et al., 2008; OSORIO et al., 2010; FRY et al.,
2011), aumentando a sensibilidade no diagndstico da doenca (BLACKSELL, GUZMAN
et al.,, 2010). Neste estudo encontrou-se uma sensibilidade combinada para o ELISA
NS1 ou o ELISA IgM amostra de fase aguda de 50,4% e para ELISA NS1 ou ELISA IgM
amostra de fase convalescente de 82,9%. A literatura relata que o uso combinado de
ELISA NS1 e ELISA IgM variam entre 59,7% e 87,9% para amostras de fase aguda e ja
para a combinacdo de ELISA NS1 ou ELISA IgM amostra de fase convalescente a
sensibilidade relatada € de 63% (BLACKSELL et al., 2008; WATTHANAWORAWIT et
al., 2011; BLACKSELL, 2012). Uma possivel explicacdo para essa diferenca pode estar
na selecdo das amostras ou no tempo decorrente do inicio dos sintomas até a coleta

das amostras.

Este estudo mostrou que o uso combinado do o RT-PCR e ELISA IgM amostra

de fase aguda aumentou a sensibilidade para 86,3%, diferentemente do valor
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encontrado no estudo de CASTRO-JORGE et al. (2010) que relatou uma sensibilidade
de 67,1% para essa combinacdo. Quando dispomos de uma segunda amostra de
sangue, a combinacdo do RT-PCR com ELISA IgM (convalescente) aumentou a
sensibilidade para 100%. Esses resultados evidenciam a importancia da coleta de uma
segunda amostra de sangue principalmente se o paciente apresentar sintomatologia

caracteristica da doenca e o resultado da primeira avaliacdo sorolégica negativa.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que 80,8% eram infeccdes
secundarias e DENV-2 o sorotipo predominante com 83,6%. O ELISA NS1 foi capaz de
identificar uma maior propor¢édo de infec¢cdes primarias que secundarias corroborando
com que ja descrito em literatura, que uma maior sensibilidade é obtida em casos de
infeccdes primarias (KUMARASAMY et al., 2007; SEKARAN et al., 2007; MCBRIDE,
2009). Nossos resultados demonstraram que a sensibilidade tanto do ELISA IgM de
fase aguda quanto do RT-PCR, foram maiores para infeccfes secundarias. A relacéo
entre infeccdo secundaria por DENV-2 e gravidade da doenca ja foi descrita na
literatura, primeiramente por HALSTEAD; SHOTWELL; CASALS (1973), em um estudo
com macacos infectados com DENV-2 que mostrou que a viremia era 13 vezes mais
elevada em animais com infec¢c6es secundarias. VAUGHN et al. (2000) reportou em um
estudo prospectivo com criancas na Tailandia que pacientes com infec¢des por DENV-2
tinham a doenca mais grave do que com 0s outros sorotipos e que ha uma correlacao
entre gravidade da doenca e altos titulos de viremia quando o paciente possuia
infeccdo secundaria e por DENV-2. Neste estudo avaliamos a gravidade da doenca,

mas apenas 8 (1%) dos pacientes confirmados foram hospitalizados e ndo houve 6ébito.

Tanto o ELISA NS1 quanto o RT-PCR tiveram suas maiores sensibilidade no 4°
dia de sintomas da doenca (40% e 90,6%), ja os niveis de anticorpos detectaveis
através do ELISA IgM iniciaram em niveis mais baixos com 5,7% no primeiro dia da
doenca chegando a 71% entre 5-7 dias de doenca. O ELISA IgM de fase convalescente
atinge seu maior pico de 2-4 semanas com uma sensibilidade de 89,1% decaindo com
0 passar das semanas. Como o teste depende da producdo de anticorpos e tem 0 seu
maior pico de anticorpos duas semanas apos inicio dos sintomas, é de se esperar que

a sensibilidade do ELISA IgM fosse maior na fase de convalescéncia do que na fase
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aguda da doenca (GUZMAN et al., 2010). HU et al. (2011) relatou sensibilidade no
ELISA IgM de 42% para casos de infec¢des primarias em amostras coletadas até o 3°
dia de sintomas da doenca relatou 42,9% de sensibilidade e para amostras obtidas

apos o 8° dia, 100% de sensibilidade.

No nosso estudo conseguimos detectar o antigeno NS1 até o 7° dia ap6s o inicio
dos sintomas em aproximadamente 22%, diminuindo com o surgimento e elevacéo dos
anticorpos IgM. SEKARAN et al. (2007) detectou-se antigeno NS1 até o 10° dia apds o
inicio dos sintomas em cerca de 30%, com uma diminuicdo apos este periodo. Houve
uma melhoria da sensibilidade do ELISA IgM apds o 5° dia do inicio dos sintomas,
alcancando aproximadamente 70% de sensibilidade, sendo que nesse estudo 75% dos
pacientes confirmados tinham até quatro dias de sintomas, quando se espera menor

sensibilidade.

O desenvolvimento deste estudo apresentou algumas limitacdes como o uso da
combinacéo dos resultados de ELISA IgM, ELISA NS1 e RT-PCR como padrdo-ouro
para definir casos confirmados de dengue, a ndo realizacdo de outros métodos
diagnosticos para a dengue como o isolamento viral, considerado método mais
especifico no diagnésticos de dengue. Outra limitacdo foi o sistema de vigilancia que
trabalhava apenas em horario comercial e ndo funcionava aos finais de semanas e com
isso ndo pudemos avaliar os pacientes que procuravam atendimento na UESM a noite

e aos finais de semana e isso pode ter influenciado na representatividade.

Noés preferimos néo incluir no estudo os 98 (16%) dos casos provaveis no grupo
de casos confirmados, por receio de incluir casos de infeccdes pregressas. Esta
escolha teve um custo que foi o de uma possivel subestimacdo da sensibilidade do
ELISA IgM e uma super-estimacgao das sensibilidades do ELISA NS1 e do RT-PCR.
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7. CONCLUSOES

A partir deste estudo, avaliamos o desempenho dos diferentes métodos
laboratoriais, a fim de determinar qual a melhor abordagem diagndstica na identificagéo
de casos de dengue. Para tanto foi utilizado um painel de amostras de pacientes com
doenca febril aguda identificado prospectivamente em uma unidade publica de

emergéncia de um bairro pobre de Salvador- Ba.

O presente estudo demonstrou que o ELISA NS1 e o ELISA IgM da amostra de
fase aguda, apresentaram uma baixa sensibilidade, mesmo quando usado de forma
combinada entre si. Em contrapartida, o RT-PCR apresentou uma sensibilidade maior
que 83% e o ELISA IgM da amostra de fase convalescente alcangou 81%. O uso
combinado do RT-PCR na amostra de fase aguda e do ELISA IgM da amostra de fase
convalescente foram capazes de detectar 100% dos casos de dengue. A sensibilidade
dos testes de acordo com o tipo de infeccdo mostrou a predominancia de infecgbes
secundarias (81%) e o sorotipo predominante foi 0 DENV-2 (84%).

Este estudo indica que o RT-PCR € uma boa ferramenta no diagnéstico da
dengue em pacientes com doenca febril aguda e a coleta de uma segunda amostra de
sangue poderd aumentar o nimero de casos confirmados pela doenga principalmente
em areas endémicas onde a maioria das infeccdes sdo secundarias. Desta forma,
recomenda-se a realizacdo de métodos diagndsticos adicionais em pacientes com uma

suspeita da doenca e resultado negativo do RT-PCR.
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