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RESUMO

A Febre de Chikungunya é causada pelo virus Chikungunya (VCHIK), um
arbovirus de genoma RNA, de cadeia simples, com polaridade positiva e
pertencente a familia Togaviridae. A transmissado ocorre pela picada da fémea
de mosquitos do género Aedes, sendo o A. aegypti e o A. albopictus as
espécies mais comumente infectadas no Brasil. O periodo de incubacao ocorre
de 2-12 dias e dentre os acometidos ha uma porcentagem que ndo apresenta
os sintomas da doenca. A infec¢cdo aguda tipica em pacientes sintométicos
varia de leve a moderada com recuperacdo de 2 a 4 semanas. A doenca é
caracterizada por inicio repentino de febre intensa, dores intensas nas
articulacdes (artralgia) de pés e méaos (dedos, tornozelos e pulsos) e sintomas
menos evidentes como cefaleia e manchas vermelhas na pele. O Ministério da
Saude definiu como casos suspeitos da doenca todos os individuos que
apresentem febre de inicio subito acima de 38,5°C, forte artralgia e que
apresentem histérico de viagem recente a areas de circulagdo continua do
virus. Até o momento, ndo existe um tratamento especifico para a doenca,
sendo tratados apenas 0s sintomas através de medicacdo para a febre e para
as dores articulares. O diagnéstico laboratorial da doenca é realizado através
de testes moleculares e de testes soroldgicos, sendo realizada a pesquisa de
antigenos ou de anticorpos especificos. Devido aos surtos de ampla magnitude
gue acometeram a populacdo mundial nos ultimos anos, foram desenvolvidos
kits para o diagndstico laboratorial da doenca. O objetivo do presente trabalho
foi realizar uma revisdo integrativa acerca das informacdes disponiveis na
literatura sobre os parametros de sensibilidade e especificidade dos kits para
diagnéstico da doenca comercializados nos mercados nacional e mundial. A
metodologia utilizada para realizar este trabalho foi a busca em bases de dados
cientificos, como Medline, Scopus, Web of Science, PubMed e SciELO,
constando termos chaves como: “Chikungunya diagnosis”, “Tests for diagnosis
of Chikungunya fever”, “Commercially assays for Chikungunya’s diagnosis”,
sendo realizada de junho de 2017 a janeiro de 2018 e selecionando ao todo 4
artigos. Como resultado, péde-se notar uma grande diferenca nos valores de
sensibilidade e especificidade dos testes, variando principalmente com o tipo

de metodologia adotada, sendo o RT-PCR a metodologia com melhores



valores de sensibilidade e especificidade e o Teste rapido a metodologia com
piores valores. Como o RT-PCR apresenta alto custo, uma op¢do mais
econbmica e que mantém o bom desempenho € a Imunofluorescéncia Indireta.
De forma geral, os valores de sensibilidade e especificidade sao baixos,
concluindo-se que os kits disponiveis no mercado apresentam uma grande
variacdo de desempenho. Espera-se que com as novas pesquisas e
tecnologias, sejam desenvolvidos produtos mais sensiveis, especificos e

acessiveis.

Palavras-chaves: Febre de Chikungunya. Métodos Diagndsticos. Sensibilidade,
Especificidade.



ABSTRACT

Chikungunya fever is caused by the Chikungunya Virus (VCHIK), a single-
stranded, positive-stranded RNA genome arbovirus, belonging to the
Togaviridae family. The transmission occurs through the female bite of
mosquitoes of the genus Aedes, with A. aegypti and A. albopictus being the
most commonly infected species in Brazil. The incubation period occurs for 2-12
days and among those affected there is a percentage that does not present the
symptoms of the disease. The typical acute infection in symptomatic patients
ranges from mild to moderate with recovery from 2 to 4 weeks. The disease is
characterized by sudden onset of severe fever, severe pain in the joints
(arthralgia) of the feet and hands (fingers, ankles and wrists) and less obvious
symptoms such as headache and red patches on the skin. The Ministry of
Health defined as suspected cases of the disease all individuals who present
fever of sudden onset above 38.5°C, strong arthralgia and that present recent
history of travel to areas of continuous circulation of the virus. Until now, there is
no specific treatment for the disease, and only symptoms are treated through
fever and joint pain medication. The laboratory diagnosis of the disease is
carried out through molecular tests and serological tests, and the investigation
of antigens or specific antibodies is carried out. Due to the outbreaks of large
magnitude that have affected the world population in the last years, kits have
been developed for the laboratory diagnosis of the disease. The objective of the
present work was to carry out an integrative review about the information
available in the literature on the sensitivity and specificity parameters of the
disease diagnosis kits marketed in the national and world markets. The
methodology used to perform this work was the search in scientific databases
such as Medline, Scopus, Web of Science, PubMed and SciELO, with key
terms such as: "Chikungunya diagnosis”, "Tests for diagnosis of Chikungunya
fever", "Commercially assays for Chikungunya's diagnosis”, being held from
June 2017 to January 2018 and selecting in all 4 articles. As result, a great
difference could be observed in the sensitivity and specificity values of the tests,
varying mainly with the type of methodology adopted, with RT-PCR being the
methodology with the best sensitivity and specificity values and the Rapid Test

the methodology with the worst values. Because RT-PCR is expensive, a more



economical option that maintains good performance is the Indirect
Immunofluorescence. In general, the sensitivity and specificity values are low,
and it is concluded that the kits available in the market show a great variation in
performance. It is hoped that with the new research and technologies, more
sensitive, specific and accessible products will be developed.

Key-words: Chikungunya Fever. Diagnostic Methods. Sensitivity, Specificity.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a Saude Publica do pais tem enfrentado um enorme
desafio: controlar o mosquito Aedes aegypti (LINNAEUS, 1762), considerado o
principal vetor dos quatro sorotipos do virus da dengue circulantes no Brasil
(DENV-1, DENV-2 DENV-3 e DENV-4), além de transmitir os arbovirus
Chikungunya e Zika, recém-emergidos no Brasil (ZARA et al, 2016). O
aparecimento de doencas utilizando como vetor o Aedes aegypti foram
descritos inicialmente por volta de 1762 por Linnaeus no Egito, nesta ocasiao o
mosquito ja se fazia presente em varias regies da América, Asia e india
(CHRISTOPHERS, 1960).

No Brasil, o combate ao Aedes aegypti foi sistematizado e intensificado
no século XX, sendo o objetivo principal combater a febre amarela urbana que
assolava a populacdo na ocasido. Varias formas de combate ao vetor foram
realizadas, como a eliminacdo mecanica de criadouros e o uso de larvicidas e
inseticidas (ZARA et al, 2016). Entre os anos de 1958 e 1973, o Brasil
erradicou o Aedes aegypti, porém o acelerado crescimento da populacdo na
década de 70, a urbanizacéo e falhas na vigilancia epidemiolégica fizeram com
gue o vetor fosse reintroduzido no pais (MACIEL et al, 2008).

O mosquito transmissor da Dengue, Zika e Chikungunya se faz presente
em todo territério nacional, onde o ambiente urbano favorece a vasta
disseminacdo do mesmo. E facil encontra-lo em recipientes como copos,
tampinhas, sacolas entre outros, abandonados e a céu aberto, onde haja agua
parada, tornando-se um local propicio para seu criadouro, 0 que vem a
favorecer a proliferacdo da espécie nos ambientes de convivio humano
(CHRISTOPHERS, 1960).

Os surtos atuais das arboviroses supracitadas, em especial a Febre de
Chikungunya que sera abordada neste trabalho, destacam a importancia de
compreender os fatores epidemiolégicos que contribuem para essas
epidemias, promovendo a patogenicidade e afetando as medidas de controle
(BURT et al, 2017).
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1.1 Ovirus

O virus Chikungunya (VCHIK) € um Alphavirus, pertencente a familia
Togaviridae, originario da Africa e foi o primeiro virus deste género transmitido
a humanos durante os anos 50 e desde entdo tem aumentado nos paises da
Africa e Asia, sendo transmitido pela picada dos mosquitos Aedes aegypti e
Aedes albopictus (SHUKLA et al, 2009). O nome Chikungunya € derivado da
lingua falada pelo grupo étnico Makonde, que habita algumas regides da
Tanzéania e de Mocambique, e significa “aquele que se contorce”, devido as
dores articulares causadas pela doenca (ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2015;
KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).

Os Alphavirus séo virus envelopados e de aparéncia esférica, possuem
cerca de 70 nm de didmetro com um capsideo icosaédrico e genoma
constituido de RNA fita simples linear de polaridade positiva, Figura 1
(KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). Apesar de terem sido originalmente
classificados junto aos varios grupos de virus transmitidos de forma
predominante por insetos, analises mais recentes redefiniram como uma
familia distinta (Togaviridae), com dois géneros: Alphavirus e Rubivirus
(LOPES et al, 2014). Outras viroses desse género que infectam humanos e séo
semelhantes ao VCHIK sao: Mayaro, Ross River e O’nyong’nyoyng
(KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).

Figura 1 - Virus Chikungunya (VCHIK)

Fonte: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/eb/Emd-5577.jpg
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O virus Chikungunya apresenta um genoma de aproximadamente 12Kkb,
que codifica 4 proteinas néo estruturais (nsP1-4) e 5 estruturais (C, E3, E2, 6K

e E1), conforme demostrado nas Figuras 2 e 3 (BURT et al, 2017).

Figura 2 - Genoma do Alphavirus
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Fonte: http://education.expasy.org/images/Alphavirus_genome.png.

Figura 3 - Estrutura gendmica do Virus Chikungunya

’—’ 265
5°cap —  nsPi | nsP2 ' nsP3 ‘ nsP4 e H E2 H E1 — Poly[A]-3"
(-) strand RNA Helicase, RNA RNA-dependent \ﬁ/—/
synthesis, proteinase synthesis RBNA polymerase | Envelope
RNA capping Capsid glycoproteins
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Fonte: http://img.medscape.com/article/774/865/774865-fig1.jpg.

Os isolamentos virais mostraram uma mutagcdo da glicoproteina E1, a
qual consiste na troca de uma alanina por uma valina na posi¢édo 226 (E1-
A226V). Essa mutagdo esta localizada proximo a uma regido que € conhecida
por induzir a diminuicdo da dependéncia de colesterol, consequentemente
aumentando a infectividade viral (ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2015;
KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). A mutagcdo causou aumento da
replicacdo, da disseminagdo e da transmissdo através da espécie Aedes

albopictus (BURT et al, 2017), implicando no aumento de surtos da doenca e


http://education.expasy.org/images/Alphavirus_genome.png
http://img.medscape.com/article/774/865/774865-fig1.jpg
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em novos casos reportados nas regides temperadas (LOUNIBOS; KRAMER,
2015; ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2015).

Analises filogenéticas dos genes de E1 concluiram que existem trés
gendtipos do Virus: 1) Asiatico, 2) do Oeste da Africa, e 3) do Leste, do Centro
e do Sul (ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2015; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA,
2012; SHUKLA et al, 2009). A caracterizacdo genética mostrou que o genotipo
atuante no Caribe e nas Américas € o genotipo asiatico, muito semelhante as
cepas que circulam no Filipinas (2013), China (2012) e Yap (2013), no sudeste
da Asia. Além disso, cepas do gendtipo do Leste, do Centro e do Sul da Africa
foram identificados no Brasil em 2014 e se assemelham as cepas que circulam
em Angola, com evidéncia de infeccdo ocorrendo em locais residentes sem
histérico de viagem (BURT et al, 2017).

Embora o virus ndo cause uma elevada taxa de mortalidade, o mesmo é
responsavel por um grande impacto socioecondmico devido a diversas
comorbidades que criam uma grande demanda na saude publica (GRAHAM;
REPIK; YACTAYO, 2015).

1.2 Vetor

As fémeas dos mosquitos do género Aedes sdo as responsaveis pela
transmissdo do Virus Chikungunya, sendo as principais espécies o Aedes
aegypti e o Aedes albopictus, Figura 4. Quando a doenca foi identificada em
1953, esta foi detectada nas regides rurais tropicais, no sangue de pacientes
que apresentavam febre alta e de varias espécies de mosquito (ZELLER;
BORTEL; SUDRE, 2015).

Figura 4 - Aedes aegypti e Aedes albopictus

Aedes aegypti Aedes albopictus

Fonte: http://consenfmh.blogspot.com.br/2015/01/febre-chikungunya_23.html
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Esses vetores sdo reconhecidos por sua alta capacidade invasiva e por
figurarem tanto na zona rural quanto na zona urbana. Alimentam-se
preferencialmente de humanos, no entanto a espécie Aedes albopictus € a
mais oportunista, alimentando-se também de outras espécies de mamiferos e
aves (LOUNIBOS; KRAMER, 2015). Outra caracteristica destes vetores é que
ambos séo encontrados nas regides tropicais e subtropicais, contudo a espécie
Aedes albopictus apresenta uma distribuicdo mais ampla, sendo encontrado
também nas regides temperadas (BURT et al, 2017).

O ciclo de vida dos mosquitos do género Aedes compreende as fases:
ovo, larva, pupa e adulto, na qual a maior parte do tempo se desenvolve no
ambiente aquatico, Figura 5. De acordo com o Instituto Oswaldo Cruz, em
condi¢Bes ambientais favoraveis, apos a eclosédo do ovo, o desenvolvimento do
mosquito até a forma adulta pode levar um periodo de 10 dias. Por isso, a
eliminacao de criadouros deve ser realizada pelo menos uma vez por semana,
assim o ciclo de vida do mosquito sera interrompido. O Aedes coloca seus
ovos, preferencialmente, nas paredes de criadouros com agua limpa e parada,
bem préximo a superficie da agua. Dai a importancia de lavar, com escova ou
palha de aco, as paredes dos recipientes que ndo podem ser eliminados, onde
0 ovo pode permanecer grudado (Instituto Oswaldo Cruz, [s.d.]).

Pesquisas realizadas em campo indicam que os grandes reservatorios,
como caixas d’agua, galdes e tonéis (muito utilizados para armazenagem de
agua para uso domeéstico em locais dotados de infraestrutura urbana precaria),
sdo os criadouros mais encontrados e, portanto, os mais perigosos. Contudo,
deve-se dar atencdo também a pequenos reservatorios, como vasos de
plantas, calhas entupidas, garrafas, lixo a céu aberto, bandejas de ar-

condicionado, poc¢o de elevador, entre outros (Instituto Oswaldo Cruz, [s.d.]).
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Figura 5 - Ciclo de vida do género Aedes
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Fonte: http://brasilescola.uol.com.br/animais/ciclo-vida-aedes-aegypti.htm

O ciclo de transmissdo da infeccdo se inicia quando uma fémea se
alimenta do sangue de um organismo infectado e ao se alimentar de um novo
organismo nédo infectado, inocula o virus para o mesmo. Sendo assim, o
mosquito funciona apenas como um vetor mecéanico (LOUNIBOS; KRAMER,
2015).

No decorrer da picada do mosquito infectado, o virus se replica na pele
(fibroblastos) e entdo se dissemina através da corrente sanguinea para o
figado, células endoteliais, juntas, musculos e sistema nervoso, fazendo com
gue as células infectadas sofram apoptose (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA,
2012). O diagnoéstico antecipado do VCHIK resulta na prevencéo referente ao
controle do vetor, visando prevenir surtos futuros (SAM et al, 2011).

A proliferacdo desses vetores € influenciada por muitos mecanismos,
incluindo o crescimento populacional com urbanizagdo nao planejada (e
consequente sobrecarga de sistemas de agua e saneamento), aumento nas
viagens domeésticas e internacionais, transporte de mercadorias (como pneus),
falta de vontade politica para intervir, recursos financeiros limitados e poucos

profissionais treinados para implementar medidas de controle efetivas. Por
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muitos anos, a pulverizacdo com inseticidas tem sido o principal método de
controle, embora muitas vezes tenha tido sucesso limitado (AL-MUHANDIS;
HUNTER, 2011).

1.3 Febre de Chikungunya

1.3.1 Epidemiologia

A primeira epidemia da doenca foi reportada cientificamente no Leste da
Africa, em 1953 (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). ApOs esse periodo,
surtos da doenca aconteceram esporadicamente por toda a Africa. Desde
2000, o virus re-emergiu, causando uma série de surtos de forma mais severa
do que a forma reportada previamente (BURT et al, 2017). Em 2004, uma
grande epidemia se iniciou na costa do Quénia (Africa Oriental) e se espalhou
rapidamente por varias ilhas do Oceano Indico, india e Sudeste da Asia
(GRAHAM; REPIK; YACTAYO, 2015). Em estagios avancados do surto
ocorrido no Oceano indico, foi relatadae uma mutacéo do virus (E1-A226V) que
permitiu melhor disseminacédo através do vetor Aedes albopictus, além de
melhoria na habilidade na adaptacdo e replicacdo nesse vetor, o0 que
provavelmente contribuiu para a magnitude desse surto (BURT et al, 2017).

Pequenos surtos foram reportados na Europa desde 2007, com 200
casos reportados na regido da Ravena (Itdlia), Franca (2010), Espanha (2010).
Ja a regido do Pacifico experimentou uma série de surtos entre 2011 e 2013
(ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2015; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). O
virus Chikungunya foi incialmente identificado nas ilhas de Saint Martin em
outubro de 2013 e entdo espalhou-se rapidamente para outros paises e para
as Ameéricas (BURT et al, 2017).

A Febre de Chikungunya é uma doenca de notificacdo compulsoéria no
Brasil e estd presente na Lista Nacional de Notificagdo Compulsoria de
Doengas, Agravos e Eventos de Saude Publica. Dados da incidéncia,
prevaléncia e Obitos mais recentes desta doenca, constam no Boletim
Epidemiolégico que compreende as Semanas Epidemioldgicas (SE) de 1 a 52
de 2017 e as compara com o0 mesmo periodo de 2015 e 2016 (SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2018).
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Em 2016, da SE 1 a SE 52, foram registrados 277.882 casos provaveis
de febre de Chikungunya, e em 2015, 38.499. Em 2017, até a SE 52 (1/1/2017
a 30/12/2017), foram registrados 185.737 casos provaveis de febre de
Chikungunya no pais, com uma incidéncia de 90,1 casos/100 mil hab.; destes,
151.966 (81,8%) foram confirmados e outros 52.285 casos suspeitos foram

descartados, Figura 6.

Figura 6 - Casos provaveis de Febre de Chikungunya, por SE no Brasil nos
anos 2015, 2016 e 2017
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Fonte: http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/janeiro/23/Boletim-2018-001-
Dengue.pdf

Em 2017, até a SE 52, a regido Nordeste apresentou o maior nimero de
casos provaveis de Febre de Chikungunya em relacdo ao total do pais, em
seguida aparecem respectivamente as regides Sudeste, Norte, Centro-Oeste e
Sul, conforme a Tabela 1. Até a SE 52/2017, foram confirmados
laboratorialmente 173 ébitos por Chikungunya, sendo o maior nimero de casos
ocorridos nos meses de maio (n=48; 27,7%), junho (n=34; 19,7%) e abril (n=30;
17,3%).
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Tabela 1 - Numero de casos provaveis e incidéncia de febre de Chikungunya
(/2100 mil hab.), até a Semana Epidemiologica 52, por regido e Unidade da
Federacgéo, Brasil, 2016 e 2017

Casos st bddricia

BegibaUnidade da Federacso in) U100 mil hab.)
2016 2017 2016 2017
Norte 9.019 165170 50,9 1.6
Riosnchdaniis B9 222 A6 4 124
Acre 372 1% 55 14,1
Armaronat 878 2ad 219 6.1
Rorasma 240 4 058 46,7 T30
Park 4,343 8505 515 1028
Armapd o6T 2 1236 283
Tocanting 1.390 3.17% 90.7 2071
Nordeite 239.714 14211 4112 249.7
War anhdo 118353 6416 199.2 9.3
Prsial 2779 6.358 865 197.9
Ceard 48 114 13T 530 1.271.0
Rio Grande do Morte 24927 1.082 nri 59.9
Paraiba 20.289 1.675 5073 a9
Pernamibuco 50139 1.933 5318 20,5
Alagoas 18.451 510 5493 155
er gupe 9268 401 409 0 L
Bahua 51.684 8819 1383 5.7
Suderte 25.245 221.984 9.2 26,6
Maras G 1.452 16. 711 6,9 199
Espinto Santo 470 B4 1.8 21,2
Ray et Janenro 18518 4288 11,3 %8
S0 Paubo 4 BO7 1.084 10.7 2.4
Sul 1.978 3Ty 6.7 1.3
Parand 1.058 219 9.4 2.0
Lanrta Catarsna 58 M B4 1.0
i Grarde do Sul 342 74 3.0 0.7
Cantro-Oeite 1.926 3679 123 3.5
Mato Grosio do Sl 184 68 10,6 6.3
Mato Grosso 68 EREC ] 172 5.4
Gonds 486 227 7.3 34
Distrvio Federal L85 130 19.7 4.4
Brasl 177882 185.737 1348 90,1

Fonte:http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/janeiro/23/Boletim-2018-001-
Dengue.pdf

1.3.2 Sinais e sintomas

A Febre de Chikungunya é uma doenca aguda causada pelo VCHIK,
sendo primariamente uma doenca tropical, de inicio abrupto. A maior parte dos
pacientes acometidos por essa doenca apresenta a sintomatologia,
caracterizada por febre alta (maior que 38.5°C), erupgbes cutaneas
(maculopapulares ou eritematosas) e severa artralgia, principalmente nas
mMaos, nos pés, nos tornozelos e nos pulsos, Figura 7. Em alguns pacientes
podem ocorrer manifestagbes hemorragicas, neurolégicas (mais comuns em
casos pediatricos), miocardite, hepatite e desordens oculares, e embora essa
doenca seja auto limitavel, uma parte dos pacientes pode manifestar artralgia
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por anos. Apenas 15% dos individuos infectados com Chikungunya séo
assintomaticos (BURT et al, 2017).

Figura 7 - (A) Erupcdo maculopapular difusa, articulagfes rigidas e inchago
consistente; (B) Rash maculopapular

Fonte: https://www.ncbi.nIim.nih.gov/pubmed/28159534

A doenca se desenvolve de 2 a 6 dias apdés a picada do mosquito
infectado (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012), contudo o periodo de
incubagéo ocorre entre 1 a 12 dias (ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2015;
SHUKLA et al, 2009) e a poliartralgia aparece em 80 a 90% dos pacientes
dentro dos primeiros 3 meses (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).

Embora a fatalidade da doenca ndo seja comum em individuos
saudaveis (<1:1000), ela pode ser fatal em alguns casos, particularmente em
neonatos, pacientes com lupus eritematoso sistémico e outras condi¢coes de
imunossupressdo (GRAHAM; REPIK; YACTAYO, 2015; BURT et al, 2017). O
grupo de risco dessa doenca abrange os neonatos, pessoas idosas acima de
65 anos com outras doencas, individuos imunossuprimidos, gestantes e
pacientes com comorbidades cronicas como diabetes e falha nos érgaos
(BURT et al, 2017; PATTERSON; SAMMOM; GARG, 2016).

1.3.3 Tratamento

Atualmente, nenhuma vacina ou medicamento antiviral esta disponivel
contra o virus Chikungunya, sendo assim, a terapia medicamentosa se
direciona ao controle dos sintomas da doenca, orientando os pacientes a
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evitarem o0 uso de aspirina e antiinflamatorios ndo esteroidais pelo risco de
sangramentos (PATTERSON; SAMMOM; GARG, 2016).

A maioria das pesquisas para descoberta de compostos antivirais tem
como alvo as proteinas envolvidas na replicacdo do virus. No entanto, como a
maioria dos candidatos até agora foram testados apenas em camundongos,
muitos permanecem na fase pré-clinica sendo necessario avancar esses
compostos para ensaios clinicos visando garantir a eficacia e seguranca
desses compostos (BURT et al, 2017).

Um dos desafios para o desenvolvimento de uma terapia
medicamentosa € a série de sintomas compartilhados entre a Chikungunya e
outras arboviroses, como Dengue, Zika e Febre Amarela (GRAHAM; REPIK;
YACTAYO, 2015; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012; SHUKLA et al, 2009).
Além disso, a replicacé@o do virus ocorre muito rapidamente no hospedeiro, com
alto nivel de viremia em poucos dias de infeccdo. Estudos relataram que esses
altos niveis durante a viremia aguda aumentam a possibilidade do
desenvolvimento de uma resisténcia ao antiviral (GRAHAM; REPIK;
YACTAYO, 2015). Outra dificuldade encontra-se em definir mecanismos da
neutralizacdo viral. A liberacdo destes mecanismos permitiia comparar as
possiveis candidatas disponiveis e consequentemente o desenvolvimento de
uma terapia eficaz (GRAHAM; REPIK; YACTAYO, 2015).

A apresentacdo clinica da doenca é similar a Dengue e Zika, no entanto
em contraste com essas duas doencas, a maioria das pessoas infectadas com
o virus Chikungunya séo pacientes altamente sintomaticos, apresentando uma
artralgia incapacitante que pode perdurar de meses até anos (PATTERSON;
SAMMOM; GARG, 2016). O tratamento dessas trés doencas é de suporte, ou
seja, sdo tratados apenas 0s sintomas e ndo o agente causador da doencga, e
conforme ocorre com a Febre de Chikungunya, ndo se deve fazer uso de
aspirina  ou de antinflamatorios nao esteroidais pelo mesmo risco
(PATTERSON; SAMMOM; GARG, 2016).
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1.4 Diferencas clinicas entre doencas similares

As doencas da atualidade que se assemelham a Febre de Chikungunya
sao as febres causadas pelo virus Dengue (DENV) e pelo virus Zika (VZIK). A
Dengue, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é a
arbovirose mais perigosa e mais prevalente das doencas emergentes, por ter
alto poder de propagacdo e por ser endémica. Sem tratamento, a Dengue
severa gera uma mortalidade de 20% que, administrada, pode ser reduzida a
1%. Dentre os 4 sorotipos de Dengue, o tipo 2 é considerado o0 mais virulento
(PATTERSON; SAMMOM; GARG, 2016).

A Dengue pode ser assintomatica (corresponde a ¥ dos casos) ou
sintomética, sendo esta Ultima classificada de acordo com a OMS em 2009 e a
partir de 2014, no Brasil, como Dengue com sinais ou ndo de alerta e Dengue
grave (BHATT et al, 2013).

A Febre Zika € uma arbovirose que se assemelha a Dengue e que
comecou a receber significante atencéo frente a midia e a saude publica apos
ser confirmada a correlacéo entre a infeccao pelo virus e a microcefalia fetal.
Os sintomas entre Dengue e Zika sdo indistinguiveis. Também foram
reportados em paises do Oeste do Pacifico e nas Américas 0 aumento da
ocorréncia da Sindrome de Guillain-Barre durante os surtos da Febre Zika
(PATTERSON; SAMMOM; GARG, 2016; SHUAIB et al, 2016).

As diferencas clinicas entre Chikungunya e Dengue séo importantes. Em
pacientes com VCHIK, o rash cutaneo aparece antes (do 1° ao 4° dia)
enguanto na Dengue aparece proximo do fim da primeira semana. Artralgia ndo
€ comum em pacientes com Dengue, ja sangramento e dor retro-orbital séo
raros na Febre de Chikungunya (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).

A Tabela 2 compila dados comparativos entre essas trés doencas

emergentes: Dengue, Zika e Chikungunya.



Flavivirus

Aedes aegypti e Aedes

Tabela 2. Comparativo entre Dengue, Zika e Chikungunya.

Flavivirus

Aedes aegypti e Aedes
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Alphavirus

Aedes aegypti e Aedes

albopictus albopictus albopictus
3-14 dias 3-12 dias 2-12 dias
Febre alta, artralgia, Febre baixa, artralgia Febre alta, artralgia,
mialgia, cefaleia, rash conjuntivite, cefaleia, mialgia, cefaleia, edema

cutaneo, nauseas e

coceira e rash cutaneo

da articulagdo e rash

vomitos cutaneo
Sintomatico Sintomatico Sintomatico
Sim Sim Sim

Sim Sim Sim

Adaptado de (PATTERSON et al, 2016; CHANG et al, 2010; SHUAIB et al, 2016).

Um caso apresentado por CHANG et al, descreve uma mulher que ao

retornar de viagem apresentava febre (38,2°C), neutrofilia, linfopenia,
trombocitopenia (achado tipico da dengue) e tempo de trombina parcialmente
ativada prolongado (CHANG et al, 2010). O conjunto de sintomas levou a
suspeita inicial de bronquite, Influenza, Dengue ou Chikungunya. A febre alta
persistiu por 3 dias, acompanhada de forte artralgia. Apdés o 4° dia de
hospitalizacéo, a paciente foi liberada e a artralgia persistiu por 30 dias. Apenas
14 dias apés o comeco dos sintomas, anticorpos (IgM e IgG) contra
Chikungunya foram detectados. A anélise de casos como o dessa paciente sdo
de extrema importancia para elucidar os sintomas clinicos da Febre de
Chikungunya, visto que o diagnostico diferencial de véarias doencas tropicais
por caracteristicas clinicas é dificil ja que dividem uma série de apresentacdes
comuns, incluindo febre, rash cutaneo e artralgia, com diferentes graus de

severidade (CHANG et al, 2010).

1.5 Métodos para diagnostico da doenca

O diagnostico clinico € baseado na sintomatologia do paciente e no

historico de possiveis picadas de um mosquito infectado, sendo confirmadas
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por métodos laboratoriais. O diagndstico laboratorial é necessério para a
deteccdo dos casos, reconhecimento antecipado da transmissao local e
controle do vetor (NIEDRIG et al, 2009), além de iniciar uma resposta
especifica & saude publica (SHUKLA et al, 2009). Nos ultimos anos, houve um
aumento nas tentativas de desenvolvimento de kits comerciais de diferentes
formatos, tanto para a deteccdo do antigeno quanto para a deteccdo dos
anticorpos. A dificuldade que norteia esse desenvolvimento encontra-se na
baixa sensibilidade e especificidade dos kits devido a vérios fatores, incluindo a
reagdo cruzada entre o VCHIK e outras arboviroses, como as causadas pelo
Virus Dengue e pelo virus Zika (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012;
NIEDRIG et al, 2009).

A rotina para o diagnostico laboratorial da infeccdo pelo VCHIK é
baseada na cultura e em sorologia seguidos pela identificacdo do genoma viral
através do RT-PCR (SHUKLA et al, 2009).

O teste ideal deve compreender algumas caracteristicas recomendadas
pela OMS: ser acessivel, sensivel, especifico, com treinamento minimo, rapido
e robusto (em diferentes climas, livres de equipamentos e possivel de ser
entregue a quem necessita). Além disso, deve ser avaliado rigorosamente com
amostras bem caracterizadas e alinhadas ao diagndstico clinico que inclua
infec¢des causados por genotipos diferentes do virus (SAM et al, 2011).

Dentre as metodologias para diagnostico laboratorial destacam-se o0s

testes moleculares e os testes sorologicos.

1.5.1 Testes Moleculares

Durante a fase inicial da infeccao, titulos elevados do virus Chikungunya
estao presentes no sangue, resultando em alta viremia que pode ser detectada
através de testes moleculares, principalmente pela reagcdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) (BURT et al, 2017), sendo a
metodologia mais comumente utilizada por apresentar excelente sensibilidade
e especificidade. Além disso, essa técnica é capaz de distinguir os genomas de

Chikungunya de outras arboviroses. E importante salientar que o RNA viral é
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detectavel no soro ou plasma até uma semana ap0s o0 aparecimento dos
sintomas (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).

1.5.1.1 Amplificacéo de Acidos Nucleicos

A metodologia do RT-PCR visa extrair uma regido definida do genoma e
amplifica-la. E um processo exponencial, uma vez que o0s produtos
amplificados de cada ciclo anterior servem como modelos para 0 proximo ciclo
de amplificacdo, tornando-se assim uma técnica altamente sensivel para a
deteccdo de sequéncias especificas de &cidos nucleicos. Tipicamente, o
produto amplificado de forma suficiente é gerado apos 20 a 40 ciclos de PCR,
de modo que possa ser visualizado em um gel com brometo de etidio. A reagéo
inclui varios componentes, como: modelo, iniciadores (primers) direto e
reverso, tampao de reacdo, magnésio, mistura de dNTP e DNA polimerase
termoestavel (SANTOS et al, 2004).

Este método se inicia com a escolha da regido do genoma a ser
amplificada e para tal existem bases de dados que contemplam a sequéncia
genética do virus (PABBARAJU et al, 2016). A partir de uma matriz
(soro/plasma) é feita a extracdo do RNA viral. Apds, é realizada a purificacdo e
entdo a conversao de RNA em cDNA, utilizando um par primers e uma enzima
chamada Transcriptase Reversa (REDDY et al, 2012). Quando se obtém o
cDNA pode-se aplicar a técnica de PCR convencional, que consiste em trés
etapas: Desnaturacdo, Anelamento e Extensao, Figura 8. Desta forma, obtém-
se varias copias da regido de interesse.

A desnaturacdo é o momento em que a dupla fita de DNA é aberta
(desnaturada), tornando-se uma fita Unica. Apos a separacdo das fitas ha o
anelamento dos primers, sendo um deles complementar a sequéncia de uma
fita da dupla-hélice de DNA e o outro, complementar a sequéncia da outra fita.

O molde é determinado pela posi¢do dos iniciadores que se anelam a
fita. Com o molde ja identificado, a enzima DNA-polimerase adiciona as bases
complementares, formando uma nova fita e entdo tem-se novamente a
duplicacdo da fita de DNA (SANTOS et al, 2004).
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Figura 8 - Etapas de um RT-PCR para obtencdo de multiplas cépias de DNA a
partir de RNA

Amostra (soro/plasma)

v

Extracao de RNA

Sintese de cDNA (via transcriptase Reversa)

v

Amplificagao do cDNA- PCR

Desnaturagcao S Anelamento —

Fonte: Adaptado de SANTOS et al, 2004.

Extensao

1.5.2 Testes Soroldgicos

Os pacientes infectados com VCHIK desenvolvem uma resposta robusta
de anticorpos (importantes para a eliminacdo do virus), com concentracdes de
Imunoglobulina M (IgM- caracteristica de infeccdo aguda) detectaveis nos
primeiros dias da infeccdo e Imunoglobulina G (IgG- caracteristica de infeccao
passada/cronica) mensuravel na segunda semana de infeccdo (BURT et al,
2017). Devido a possibilidade de cronicidade da doenca, caracterizada pela
intensa artralgia, a IgM pode ser detectavel no paciente por varios anos
(KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). Com vistas a deteccdo de antigenos
e/ou anticorpos muitos dos kits foram disponibilizados no mercado através de

metodologias soroldgicas, como ELISA, Teste Rapido e Imunofluorescéncia.

1.5.2.1 ELISA, Teste Rapido e Imunofluorescéncia

ELISA

E um dos métodos imunolégicos mais utilizados para quantificar a
concentracdo de antigenos e anticorpos, por apresentar grande sensibilidade e
especificidade. O teste se baseia nas reagbes entre antigeno-anticorpo
detectaveis. Para deteccao de anticorpos contra Chikungunya séo utilizadas as
técnicas de ELISA indireto e ELISA sanduiche para captura de Anticorpos
(CAMARA, 2013).
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O método de ELISA indireto consiste em sensibilizar a placa de 96 pocos
com antigenos (proteinas virais purificadas), em seguida, € adicionada uma
matriz (soro/plasma) que pode ou ndo conter anticorpos contra o virus e, caso
tenha, é formado um complexo antigeno-anticorpo. A proxima etapa € a adicao
de uma enzima conjugada com um anticorpo secundario e na sequencia, 0
substrato € adicionado e a reacdo entre enzima-substrato é bloqueada
(geralmente utilizando &acido) e quantificada através da leitura do comprimento
de onda estabelecido pelo fabricante, em uma leitora de ELISA (SHUKLA et al,
2009). Os tempos de incubacao, condi¢cdes de temperatura e condi¢coes de

lavagem variam de acordo com o fabricante, Figura 9.

Figura 9 - Etapas realizadas durante um ELISA indireto
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sensibilizados anticorpos enzima conjugada substrato
com antigenos especificos com anticorpo
secundario

Fonte: http://www.ageracaociencia.com/2017/09/21/ensaio-imunoenzimatico-ELISA/

O método de ELISA sanduiche para captura de anticorpos, também
conhecido como MAC-ELISA, consiste em sensibilizar a placa de 96 pocos
com um anti-lgM humano, em seguida é adicionada a matriz (soro/plama). Os
anticorpos a serem capturados ficardo retidos na placa, entdo € adicionado o
antigeno e apenas 0s anticorpos especificos serdo capazes de reter o antigeno
na placa. Por fim, adiciona-se 0 anticorpo especifico para o antigeno,
conjugado com uma enzima, seguido da adicdo do substrato e por ultimo, a
solucéo de parada (REDDY et al, 2012). A leitura é realizada em um leitor de
ELISA, Figura 10.
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Figura 10 - ELISA sanduiche para captura de IgM
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Fonte: Adaptado de https://www.slideshare.net/drbarna43/japaneese-encephalitis

TESTE RAPIDO

O teste rapido é um método imunocromatografico que pode ser utilizado
para a deteccdo de antigenos e/ou anticorpos contra Chikungunya. Apresenta
algumas vantagens frente a outras metodologias como a ampla faixa de
temperatura para estocagem do produto, a rapidez na obtencao do resultado, a
facilidade na execucdo, além de nado necessitar de instalacbes ou
equipamentos especiais para sua realizacdo (BRISTOW et al, 2015). Eles
basicamente preenchem o critério ASSURED preconizado pela OMS-
Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, Robust/Rapid, Equipment Free,
Deliverable; que solicita que tenham baixo custo, boa sensibilidade e
especificidade, de facil manipulacao, rapido e robusto, livre de equipamentos e
que seja disponivel onde necessario (KAY et al, 2014).

Para a deteccéo de anticorpos, as tiras sédo revestidas com antigenos e
sobre a area demarcada adiciona-se a matriz (geralmente soro, plasma ou
sangue total). A reacdo entre antigeno-anticorpo ocasiona a formacédo de uma
linha ou ponto colorido na regido sensibilizada da membrana. Ja para a
deteccdo de antigenos, as tiras sdo sensibilizadas com anticorpos especificos
e quando adiciona-se a matriz (soro, plasma ou sangue total) a reacé&o
antigeno-anticorpo forma uma banda colorida na regido sensibilizada da
membrana (KAY et al, 2014). E importante ressaltar que as questdes de
temperatura, tempo e adicao de diluentes variam de acordo com os fabricantes,

Figura 11.
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Figura 11 - Teste Rapido para deteccdo de anticorpos IgM contra Chikungunya

it
.
vl

Fonte: http://gl.gIobo.com/baﬁia/noticia/ZO16/09/anvisa—|ibera—teste—rapido—de-chikungunya—
desenvolvido-na-ba.htmi

IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

As moléculas de anticorpos podem ser usadas para localizar suas
moléculas-alvo de forma precisa através de uma variedade de técnicas de
marcacao. Quando o préprio anticorpo ou anticorpo anti-imunoglobulina usado
€ marcado com um corante fluorescente, a técnica € conhecida por
imunofluorescéncia (MURPHY, TRAVERS e WALPORT, 2010).

Como em todas as técnicas soroldgicas, o anticorpo se liga de forma
estavel ao seu antigeno, permitindo que os anticorpos nao-ligados sejam
removidos por lavagens exaustivas. Um corante fluorescente pode ser ligado
covalentemente direto no anticorpo. Em geral, o anticorpo ligado é detectado
por um anticorpo anti-imunoglobulina fluorescente, uma técnica conhecida por
imunofluorescéncia indireta (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

Os corantes escolhidos para imunofluorescéncia séo excitados por luz
de um comprimento de onda, em geral, verde ou azul, e emitem luz de
diferente comprimento de onda no espectro visivel. Com o uso de filtros
seletivos, apenas a luz proveniente do corante ou do fluorocromo usado é
detectada no microscopio de fluorescéncia, Figura 12 (MURPHY; TRAVERS;

WALPORT, 2010).



Figura 12 - Imunofluorescéncia Indireta
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2 JUSTIFICATIVA

Devido aos surtos de grande magnitude ocorridos no Brasil e no mundo
nos ultimos anos, a Febre de Chikungunya tornou-se um grande desafio na
saude publica. Por se tratar de uma doenga emergente e por apresentar sinais
e sintomas compartilhados com outras arboviroses, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de testes moleculares e/ou sorolégicos para o rapido
diagndstico e, consequentemente seu tratamento.

Desta forma, este trabalho buscou avaliar frente a literatura nacional e
internacional, a qualidade dos kits para diagnostico da Febre de Chikungunya
disponiveis nos mercados mundial e nacional, frente aos parametros de

sensibilidade e especificidade.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho é realizar uma reviséo integrativa
acerca da qualidade dos ensaios para diagnodstico da Febre de Chikungunya
disponiveis nos mercados nacional e mundial nas questbes referentes a

sensibilidade e especificidade.

3.2 Objetivos especificos

e Buscar artigos em bases de dados eletronicas sobre o assunto em pauta.

¢ Identificar e selecionar artigos nacionais e internacionais sobre os testes
para diagnostico da Febre de Chikungunya.

e Demonstrar os parametros de Sensibilidade e Especificidade dos testes para

diagnéstico da Chikungunya disponiveis no mercado mundial.
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4 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo integrativa, sendo esta a mais ampla
abordagem metodoldgica referente as revisdes, permitindo a inclusdo de
estudos experimentais e ndo-experimentais para uma compreensdo completa
do fenbmeno analisado. Integra também dados da literatura teérica e empirica,
além de incorporar um vasto leque de propdsitos: definicdo de conceitos,
revisdo de teorias e evidéncias, e analise de problemas metodolégicos de um
tépico particular (SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010).

Para a elaboracédo da presente revisdo integrativa foram efetuadas as
seguintes etapas: elaboracdo da pergunta norteadora, busca na literatura,
estabelecimento de critérios de inclusdo e exclusdo de artigos, andlise critica
dos artigos selecionados, interpretacdo dos resultados e apresentacdo da
revisao.

A primeira etapa foi a elaboracdo de uma pergunta norteadora. A
indagacdo que guiou esta revisdo foi: os kits disponiveis nos mercados
nacional e mundial para o diagnéstico soroldgico da infeccdo causada pelo
virus Chikungunya, em suas diferentes metodolgias sdo sensiveis e
especificos?

A busca na literatura foi realizada através de pesquisas on-line em
diferentes bases de dados eletrénicas, como Medline, Scopus, Web of Science,
PubMed e SciELO, utilizando os descritores: “Diagnosis of Chikungunya”,
“Available tests for diagnosis of Chikungunya Virus”, “Commercially assays for
diagnosis of Chikungunya virus”, “RT-PCR for the Diagnosis Of Chikungunya”,
“Serology of Chikungunya” e “Antibodies Screening”, realizadas no periodo de
junho de 2017 a janeiro de 2018.

Os critérios adotados para a selegéo e incluséo dos artigos foram:

a) artigos publicados em portugués e inglés;
b) artigos com disponibilidade de texto (free full text);
c) artigos em modelo de reviséo;

d) artigos que abordassem a tematica referente a pergunta norteadora do

trabalho;
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e) artigos que constavam nas referéncias dos artigos selecionados
primariamente.

Os critérios adotados para a exclusao de artigos foram:

a) artigos em idiomas diferentes de portugués e inglés;
b) artigos que nédo apresentavam todo o texto disponivel para visualizagao;
c) artigos que ndo eram relevantes ao tema,;

d) artigos que néo apresentavam dados de especificidade e sensibilidade.

Os artigos selecionados descreviam detalhes sobre a doenca, assim
como a abrangéncia dos testes diagnosticos desenvolvidos com a finalidade de
auxiliar no diagnostico clinico desta Febre. Foi realizada, entéo, a transcrigéo
dos resultados e de trechos significativos, a fim de levantar o conhecimento ja
produzido sobre os kits desenvolvidos para o diagndstico laboratorial do virus
Chikungunya no que diz respeito aos valores de sensibilidade e especificidade,

disponiveis a nivel nacional e mundial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecéo dos artigos

Através das pesquisas nas bases de dados cientificas, seguindo as
palavras descritoras jA mencionadas anteriormente, foram identificados 1305
artigos. Com a leitura dos titulos, foram excluidos 1223 artigos por fugirem do
tema proposto, restando 82 artigos cujos resumos foram lidos visando excluir
agueles que ndo abordavam os objetivos elencados para a elaboracdo desta
revisdo, ou seja, foi excluido um total de 35 artigos. Os 47 artigos selecionados
foram lidos na integra e apenas aqueles que cumpriam todos os critérios de
inclusao citados anteriormente foram incluidos no presente trabalho, ou seja, 4
artigos. A figura 13 abaixo demonstra a sequéncia utilizada para a selecao dos

artigos desta reviséao.

Figura 13 - Fluxograma de selecdo de artigos na presente revisao integrativa
' \
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E importante ressaltar a dificuldade inerente & pesquisa sobre o tema
escolhido, visto que ndo ha disponivel no mercado mundial muitos kits
registrados para diagnostico da Febre de Chikungunya. Devido aos fatores de

exclusado, o niumero de artigos encontrados foi drasticamente reduzido.

5.2 Atributos de sensibilidade e especificidade

Para esta revisdo foram selecionados artigos que apresentassem dados
de especificidade e sensibilidade, comprovando ou reprovando sua eficacia.
Segundo Takao Kawamura, sensibilidade é a probabilidade de um individuo
avaliado e doente ter seu resultado alterado (positivo), ou seja, a sensibilidade
€ 0 numero de pacientes verdadeiramente positivos sobre os verdadeiramente
positivos mais os falso-negativos, conforme a equacdo s = VP / (VP + FN). Ja
especificidade é a probabilidade de um individuo avaliado e normal ter seu
teste normal (negativo), ou seja, a especificidade € o niumero de individuos
verdadeiramente negativos sobre os verdadeiramente negativos mais os falso-
positivos, conforme a equacédo e = VN/(VN + FP) (KAWAMURA, 2002). Diante
do exposto podemos concluir que um diagnostico sensivel e especifico €
aguele que néo apresenta resultados Falso-negativos ou Falso-positivos,
respectivamente. Ainda ndo foram definidos internacionalmente valores para os
atributos de especificidade e sensibilidade.

Vale ressaltar que a imunidade contra o virus Chikungunya é mediada
por anticorpos dirigidos ao virus. Como ja mencionado anteriormente, na fase
aguda da doenca ha no sangue a presenca de antigenos (presenca de RNA
viral) com altos niveis de viremia. Ap0s o declinio da concentracdo de
antigenos, segue o aparecimento de IgM e alguns dias depois, IgG (GRAHAM;
REPIK; YACTAYO, 2015), Figura 14. E importante salientar que em alguns
pacientes ha persisténcia de IgM por mais de um ano, entdo é de suma
importancia saber o status de IgG a fim de distinguir uma infeccdo aguda de
uma persisténcia de IgM (LITZBA et al, 2008).
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Figura 14 - Evolugdo imunoldgica durante a Febre de Chikungunya
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Fonte: http://zikavirus.com.br/

5.3 Resultados

As metodologias para o diagnoéstico laboratorial da Febre de
Chikungunya séo divididas em: Testes moleculares, no qual o RT-PCR € o
mais comumente utilizado; e em Testes soroldgicos, onde apresentam-se as
metodologias ELISA, Teste rapido e Imunofluorescéncia indireta.

Visando analisar os dados de especificidade e sensibilidade de kits para
diagndstico disponiveis comercialmente nos mercados nacional e mundial,
foram selecionados 4 artigos em bases de dados cientificas. Os kits analisados

nos artigos estéo listados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Relacdo dos kits referentes aos artigos selecionados

Titulo Autor Ano | Tipo de Teste Sensibilidade | Especificidade
Evaluation of Comercially Available | PRAT e | 2014 Teste Réapido 01 30% 73%
Serologic Diagnostic  Tests for | colaboradores Chikungunya IgM
Chikungunya Virus Teste Réapido 02 20% 93%
Chikungunya IgM
ELISA IgM 03 79% 88%
Chikungunya IgM
ELISA IgM 05 85% 82%
Chikungunya IgM
ELISA IgG 04 52% 96%
Chikungunya IgG
ELISA 1gG 06 88% 95%
Chikungunya IgG
Evaluation of the first comercial | LITZBA e | 2008 Imunofluorescéncia 96,9% 98,3%
chikungunya virus indirect | colaboradores Indireta
immunofluorescence test IgM IIFT
Imunofluorescéncia 95,4% 100%
Indireta
19G IIFT
Poor  Diagnostic  Accuracy of | BLACKSELL e | 2011 Teste Réapido 1,9-3,9% 92,5-95%
Commercial Antibody-Based Assays | colaboradores Chikungunya IgM
for the Diagnosis of Acute ELISA IgM 3,9% 92,5%
Chikungunya Infection Chikungunya IgM
AGUDA
ELISA IgM 84% 91%
Chikungunya IgM
CONVALESCENTE
Desempenho of RealStar | PANNING e | 2009 RT-PCR 100% 100%
Chikungunya Virus Real-Time | colaboradores Chikungunya Virus Real-
Reverse Transcription- PCR kit Time Reverse

Transcription- PCR kit

Fonte: Prépria

Prat e sua equipe realizaram no ano de 2014, uma analise de 6 kits para
diagnéstico de Chikungunya provenientes de 4 empresas diferentes que foram
aprovados pela Comissédo Europeia. As metodologias analisadas foram: Teste
imunocromatografico (teste-rapido) e Teste imunoenzimatico (ELISA). Para
esta andlise foram utilizados dois painéis de amostras conhecidas (NTotal=53):
O painel A, contendo 23 amostras e o painel B, contendo 30 amostras. Tais
amostras foram caracterizadas atraves de dois ELISAS in-house realizados por
Centros de Referéncia para arboviroses (PRAT et al, 2014).

O painel A foi utilizado para testar previamente os kits comerciais e caso
alcancassem um valor minimo de 70% tanto na especificidade quanto na
sensibilidade, o painel B seria utilizado (devido ao pouco volume das

amostras). Os kits analisados estéo listados abaixo e € importante salientar que
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a execucdao foi realizada de acordo com as instru¢cdes de uso especificas dos

produtores.

SD Bioline Chikungunya IgM

OnSite Chikungunya IgM combo rapid test
Chikungunya IgM m-capture ELISA
Chikungunya IgG capture ELISA

Anti- Chikungunya virus ELISA IgM teste

S e o

Anti- Chikungunya virus ELISA IgG teste

Para avaliacdo dos kits (1-6), foram utilizadas as 23 amostras do painel
A mais amostras de soro infectadas com os virus Mayaro e O’nyon-nyong
(ambos alfavirus), pertencentes ao Painel B. Os resultados apresentam-se nas
Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Resultados dos testes para diagndstico sorolégico do painel A

Commercially available RDT Commercially available ELISA
In-house ELISA OnSite Chikungunya  Anb-Chikungunya
In-howse CHIKY 5D Bioline  Chikungumya IghgG Virus ELISA
Wirus tesbed, IRBAT CDCt neutralization, Chikungumya lgM Combo Captura** IghigGtt

sampie no IgM _1gG_ IgM  IgG  IRBA and CDCE Ight Rapid Test# igM__ IgG IgM G

CHIKY

G
1 = - = - 5120 + = = + = =
2 - * - + 1,280 - - - - - +
= - = - =320 * * = - 0
IgM + 15G
4 + = & & 320 - - & + * *
5 * * * * 40 - - - + + -
B - - - - 2 560 * - & * - -
T * - * * 1,280 - * - +* HA HA
8 - - - - T (] & + - * * -
L] * - - - 320 + = - = * +
10 * * + + &0 - - - - + +
gkt
n + - * - =10 = -
12 * - - =10 - - *®
13 = * - &0 - = - + -
DENY
igM + IgG
14 - - - - <10 - - - - - -
15 - - - - <10 - - - - - -
Negative
sampiesIT
16 - - - <10 _ i} - - -
i7 - - - - =10 + - - - -
18 - - - - <10 - - - - -
19 - - - - =10 + - - - -
20 - - = = <10 - - = - A
| - - - - =10 - - - - -
24 - - - - =10 - - - - - -
23 - - - - =10 - - - - -

Fonte: https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/25418184
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Tabela 5 - Resultados dos testes para diagndstico sorolégico do painel B mais

Mayaro e O’nyong-nyong

Commercially available ELISA

In-house Commercially available RDT Anti-
In-house ELISA CHIKV OnSite Chikunguny Chikungunya
neutralization, SD Bioline  Chikungunya a lgM/lgG Virus ELISA
Virus tested, IRBAT CDCt IRBAand  Chikungunya IgM Combo Capture* lgMilgG Tt
sample no. IgM [h[<] lgM IgG CDC§ IgM Rapid Test# lgh IgG IgM 1gG
CHIKV
laG
24 - + MNA MNA NA NA NA - - + +
25 - + MNA MNA NA NA NA - - + +
26 - + MNA MNA NA NA NA - - - +
27 - + NA  MA NA NA NA +
28 - + NA  MA NA NA NA - - - +
29 - + NA  MA NA NA NA - + - +
IgM + lgG
30 + + MNA MNA NA NA NA + + NA NA
kd | + + MNA MNA NA NA NA + + + +
32 + + MNA MNA NA NA NA + + + +
33 + + MNA MNA NA NA NA - - + +
34 + + MNA MNA NA NA NA + - + +
35 + + MNA MNA NA NA NA + - + +
36 + + MNA MNA NA NA NA - - - +
v + + MNA MNA NA NA NA + + + -
38 + + NA  NA NA NA NA + - + +
39 + + NA  NA NA NA NA + + + +
40 + + NA  NA NA NA NA + + + NA
41 + + NA  NA NA NA NA + + + +
lgM
42 + - NA  NA NA NA NA + - + NA
43 + - NA  NA NA NA NA - - - -
44 + - NA  NA NA NA NA - - + -
45 + - NA  MA NA NA NA + - + -
46 + - NA  MA NA NA NA - - - -
47 + - NA  NA NA NA NA - - - -
DENV
IgM + lgG
8 - - NA  MA NA NA NA - - - -
49 - - NA  MA NA NA NA - - - -
50 — - MNA MNA NA NA NA - - +
RVRVII
IgG, 51 — + MNA MNA =10 NA NA - - NA NA
MAYVIT
IgM + lgG, 52 — + MNA MNA =10 — - - - - +
ONNVIT
IgM + lgG, 53 + + MNA MNA =10 - - + + + +
Fonte: https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/25418184

Ap6s a analise dos resultados obtidos, os valores de sensibilidade,

especificidade, FP e FN foram calculados, Tabela 6.

Tabela 6 - Dados de sensibilidade, especificidade, Falso-positivos e Falso-

negativos dos kits analisados

Detecgéo de Detecgédo de Sensibilidade Especificidade FN (%) FP (%)
Mayaro O’nyong nyong (%) (%)
Teste 1 NAO NAO 30 73 39 57
Teste 2 NAO NAO 20 93 36 33
Teste 3 NAO SIM 79 88 21 12
Teste 4 NAO SIM 52 96 Valor Nao Valor Nao
Definido Definido
Teste 5 NAO SIM 85 82 15 18
Teste 6 SIM SIM 88 95 Valor Nao Valor Nao
Definido Definido

Fonte: Adaptado de PRAT et al, 2014
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Como os Testes rapidos demonstraram baixa sensibilidade (<70%),
presenca de FP e FN, as amostras do painel B ndo foram utilizadas nos kits 1 e
2. Contudo, foram utilizadas nos kits 3, 4, 5, 6 e os dados estédo relatados na
tabela 5.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se perceber que os testes
rapidos analisados, apesar de apresentarem sensibilidade extremamente baixa
em ambos 0s casos, apresentaram melhores valores de especificidade,
principalmente no teste 2.

Os ELISAS apesar de terem obtido valores de especificidade e
sensibilidade melhores que os valores obtidos pelos testes rapidos, ainda
apresentaram altos valores de FP e FN. Além disso, a reatividade cruzada
entre alfaviroses destaca o fato de que a soroneutralizacao € necessaria
(PRAT et al, 2014).

N&o houve correlacdo entre os testes ELISA que avaliaram deteccdo de
IgM, visto que o teste 3 obteve melhor especificidade enquanto o teste 5,
melhor sensibilidade. Ja4 com relacéo aos testes ELISA que avaliaram deteccéo
de 1gG houve uma correlacéo, visto que os valores de especifidade foram
maiores que os de sensibilidade tanto no teste 4 quanto no teste 6.

Baseado nesses dados, pode-se concluir que ambas as metodologias
necessitam de ajustes, contudo, os testes ELISA apresentam melhor
desempenho tanto quando analisados individualmente quanto quando
comparados aos testes rapidos.

Litza e colaboradores, em 2008, avaliaram dois kits que utilizavam a
metodologia de imunofluorescencia indireta, um para detec¢éo de IgM e o outro
para deteccao de IgG, e para tal foram utilizados trés painéis contendo soros
bem caracterizados. O painel 1 continha 81 amostras positivas para IgM e 40
amostras positivas para IgG (soros de pacientes coletados em 2005 de La
Reunion), cujos soros foram caracterizados através de ELISA de captura de
IgM in-house e um ELISA indireto para 1gG. O painel 2 continha 50 amostras
positivas para IgM e 47 amostras positivas para IgG, caracterizadas atraves de
uma Imunofluorescencia indireta in-house (soro de pacientes do Oceano

indico). O painel 3 era composto por 100 amostras de doadores alemaes que
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nao apresentavam risco de uma infeccdo e amostras de pacientes com
dengue, sendo 20 IgG e 15 IgM.

E importante salientar que todas as amostras foram caracterizadas
através de técnicas que utilizaram o genotipo do Leste, do Centro e do Sul da
Africa (um ELISA de captura de IgM, um ELISA indireto para 1gG, uma
imunoflorescencia indireta in-house). Ja os kits de imunofluorescencia
comercial analisados pela equipe de Litzba utilizaram um gendétipo diferente
para detectar os anticorpos presentes nos 3 paineis (sorotipo presente em La
Reunion).

Os resultados foram avaliados através do microscopio de fluorescéncia e
os titulos maiores ou iguais a 1:10 foram considerados positivos, contudo a
intensidade da fluorescéncia foi comparada e alocada em uma escala (1 a 4)

usando o procedimento padréo, Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da imunofluorescéncia indireta

Panel of sera Igh positive by in-house IgM positive in commercial IIFT IgG positive by in-house Igl5 positive in commercial
ELISASMIFT [ODtitre range] [titre range] ELISASIFT [ODitre range] IIFT [titre range]

Panel I* A1 (100%)° [0.22-4.06] T8 (96.3%) [10 to =10 000] 40 (100%)° [0.20-2.93] A0 (1005 ) [10 to =10 000]

Panel II° S0 {1009 [20-10240] 49 (98%) [10-3200] AT (100%: ) [30-20 480] 43 (91.5%) [10-3200]

Panel [11% nd 2 (2% [10d] nd 1]

Panel [v! nd L] nd 1]

nd: not done.

# CHIKY infected patients from La Reunion.

B In-house ELISA.

¢ Returning CHIKV infected patients from travels to the Indian Ocean.
9 In-house IIFT.

# Controls, bleod donors from Germany,

I Controls, dengue infected patients.

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18294706

O desempenho geral dos kits de imunofluorescencia analisados
apresentam vieses na comparacdo com o0s testes utilizados para
caracterizacdo das amostras, como 0 genotipo, o qual pode-se especular que
seja 0 motivo da diferenca nos valores de sensibilidade; a diferenca na
quantidade de soro aplicado no teste, as diferentes condi¢cdes de reacdes e
armazenamento das amostras e os diferentes microscopios de fluorescéncia
(PRAT et al, 2008). A analise dos 100 soros controles geraram 2 FP e o motivo
permanece incerto, contudo ndo houve reatividade cruzada. Os valores de

sensibilidade e especificidade sao apontados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores de sensibilidade, especificidade e valores preditivos de IgM
e IgG.

Panels I-111

IgM Iz

Positive Megative Positive MNegative

EUROIMMUN anti-CHIKV-TIFT

Positive 127 2 B3 0
Negative L 113 - 1200
Specificity [%] Q8.3 100
Sensitivity [%] Q6.9 95.4
Pasitive predictive value [%] Q8.4 [Li]

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18294706

Estes s@o os primeiros kits de imunofluorescencia disponiveis
comercialmente para deteccdo de anticorpos contra chikungunya as quais
revelam resultados sensiveis e especificos, e quando comparados a ensaios
in-house conhecidos, demonstraram ser altamente qualificados.

Quanto ao trabalho de Blacksell e sua equipe, realizado em 2011, foram
avaliados dois kits disponiveis comercialmente para deteccao de IgM. O Teste
1 é um teste rapido para deteccéo de IgM (ICT- rapid immunochromatographic
test [teste imunocromatografico]) e o Teste 2 é um ELISA para deteccdo de
IgM.

O ICT foi testado apenas para pacientes em fase aguda e o ELISA para
pacientes em fase aguda e crdnica. Foram testadas também metodologias
consideradas padrdo ouro pelas forcas Armadas de Bangkok (AFRIMS), sendo
elas uma hemaglutinacdo, um ELISA IgM e um RT-PCR. Foram testados no
total 292 amostras de soro de pacientes caracterizadas através de um RT-
PCR. Os resultados sé&o apontados na tabela 9.

Tabela 9 - Resultados ICT e ELISA IgM

Tipo de amostras %(n°® de amostras/total de amostras; 95%)

Ensaio
n=292 Seastnay Spocifioity
SD IgM antibody ELISA Acute IV(Y520=13) 925 (2227240, 83-96)
Convalescent 84.1 (4452, 72.93) 91.3 (2197240 87-95)
SD IgM antibody 1C] Acute, operator | L9152 0<10) 925 (2227240, 88-96)
Acute, operator 2 3052 0-13) 04.2 (2260240; 90-97)
Acute, operator 3 390(U52 0<13) Q5.0 (228240; 91-97)
AFRIMS HI Acute 202 (11/52; 11-35) 95.0 (228240; 92-98)
AFRIMS IgM ELISA Acute 212 (11/52: 11-35) 95.4 (2297240, 92-98)
AFRIMS RT-PCR Acute 88,5 (46752: 77-96) 100 ((V240; 99-100)

Fonte: Adaptado de Blacksell et al, 2011.
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Baseado nos resultados obtidos na Tabela 9, pode-se perceber que o0s
valores de sensibilidade tanto do ELISA quanto do Teste rapido sé&o
extremamente baixos, quando analisadas amostras em infecgdo aguda. Os
valores de sensibilidade provenientes dos testes de hemaglutinacdo e Elisa
IgM do AFRIMS também foram considerados extremamente baixos. Apenas 0
RT-PCR proveniente do AFRIMS apresentou uma sensibilidade relativamente
boa.

Ja os valores de especificidade foram considerados bons, sendo o
menor deles o ELISA IgM comercial quando analisadas amostras
convalescentes, e o melhor deles, o RT-PCR (proveniente do AFRIMS).

A hipo6tese para o desempenho pobre de diagndstico desses ensaios
pode ser atribuida aos baixos niveis de IgM dos pacientes durante a infeccdo
aguda, visto que no momento da admisséo os pacientes foram detectados com
altos niveis de viremia, através de um resultado positivo de PCR. E importante
ressaltar que o aparecimento de IgM ocorre aproximadamente 5 dias apés o
aparecimento dos sintomas.

O estudo realizado por Panning e sua equipe, em 2009, analisou o
desempenho do kit RealStar que utiliza a metodologia de RT-PCR através da
comparacao com um RT-PCR in-house ja validado. O kit RealStar utiliza como
alvo uma regido protéica nao estrutural (nP-1) similar ao RT-PCR utilizado para
comparagao.

Para avaliar o desempenho clinico do ensaio foram utilizadas 57
amostras de 53 individuos, confirmados laboratorialmente como negativas (22)
ou com a doenca na fase aguda (35). Todas as amostras que deram resultados
positivos pelo RT-PCR in-house foram confirmadas através do RT-PCR
comercial. Assim como as amostras que deram resultados negativos foram

também confirmadas pelo kit comercial, Figura 15.
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Figura 15 - Resultado obtido comparando o RT-PCR in-house e o comercial
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Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2738119/pdf/1024-09.pdf

Comparando o método in-house com o kit comercial, ha uma
concordancia de 100% nos valores de sensibilidade e especificidade, sendo
esta a primeira avaliacdo de um RT-PCR disponivel comercialmente no
mercado para a deteccdo de antigenos da Chikungunya.

Além dos trabalhos acima declarados e com a finalidade de corroborar
com tais estudos, foi apresentada uma Avaliacdo Externa da Qualidade,
realizado por Niedrig e sua equipe, no ano de 2009. Esta avaliagédo interpretou
a qualidade dos resultados provenientes da analise soroldgica dos laboratérios
participantes com vistas a acessar a acuracia do diagnéstico e dos
procedimentos. Trinta laboratérios de 23 paises participaram dessa avaliacdo
(NIEDRIG et al, 2009).

Esta avaliagdo mostra a importancia da disponibilizacdo de Kkits
comerciais que sejam sensiveis e especificos, que apresentem um bom
desempenho, sejam acessiveis e eficazes. Mostra também o panorama geral
dos laboratorios frente a deteccao desta doenca emergente.

As amostras testes foram geradas através da diluicdo de soro humano
bem caracterizado em um plasma negativo para os virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), Hepatite B (HBV) e Hepatite C (HCV). Os painéis de
proficiéncia consistiam em 10 amostras de referéncia.

Para controles especificos, foram providas seis aliquotas provenientes
de trés soros positivos selecionados para anticorpos contra VCHIK. Foi
realizada uma diluicdo seriada de fator 2 em um dos soros selecionados,
resultando nas amostras: 12 (1:5), 11 (1:10), 2 (1:20), 4 (1:40) e mais dois

soros: 10 e 5; resultando nas seis amostras. Para controles de especificidade,
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foram incluidas 2 aliquotas contendo anticorpos para arboviroses heterélogas
(Dengue e West Nile). E, por fim, 2 aliquotas conhecidamente negativas foram
utilizadas como controle negativo (NIEDRIG et al, 2009).

Os participantes do estudo foram solicitados a utilizar os métodos
diagnosticos que sdo aplicados na rotina para a deteccdo soroldgica das
amostras desse estudo. Os métodos foram questionados quanto ao tipo
(ensaio imunoenzimatico, ensaio de inibicdo da hemaglutinagdo ou ensaio de
imunofluorescéncia) e quanto a origem (se foi utilizado um kit comercial ou
ensaio in-house).

Os critérios de validacdo dessa andlise consistiam em obter 20 pontos
(representando 100%), sendo distribuidos de forma que os laboratérios
deveriam detectar corretamente as 6 amostras reativas para Chikungunya
(diferenciando IgM e IgG), e tanto as amostras negativas quanto as amostras
reativas para outras arboviroses ndo poderiam dar resultado positivo. E
importante salientar que os resultados que se encontraram no borderline foram
considerados positivos. Além disso, resultados Falso-Positivos (FP) ou Falso-
Negativos (FN) n&o foram contados. A tabela 10 demonstra os resultados

obtidos por cada laborat6rio participante do estudo.
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Tabela 10 - Resultados obtidos por laboratério
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Com os resultados obtidos na Tabela 10, pode-se notar que apenas seis
dos trinta laboratérios participantes cumpriram todos o0s critérios com
exceléncia de desempenho. No tocante a diagndstico das amostras negativas,
trés laboratorios reportaram resultados FP em amostras reativas para
arboviroses heterologas ou amostras negativas. Treze laboratérios obtiveram
pelo menos 85% de precisdo nos resultados e notou-se que a falta de
sensibilidade para a deteccdo de IgM foi observada na maior parte dos
laboratérios abaixo de 18 pontos (NIEDRIG et al, 2009).

Laboratorios que utiizaram 0 mesmo ensaio comercial (Anti-
Chikungunya Virus IIFT IgM/IgG; Euroimmun AG) variaram fortemente na
precisdo. Como ensaios comerciais sdo produzidos de acordo com critérios
certificados, procurando garantir reprodutibilidade aumentada dos resultados,
0S motivos mais provaveis dessa variabilidade pode ser o armazenamento
incorreto, manuseio inadequado das amostras ou do ensaio (NIEDRIG et al,
2009).

A tabela 10 mostra que a deteccédo de IgM foi significantemente menor
que a deteccdo de IgG quanto a sensibilidade. Esses resultados levantam a
hipétese de baixo desempenho do ensaio ou ma realizacdo do procedimento.
Ensaios confidveis para deteccdo de IgM sdo um pré-requisito para o
diagndstico correto da infeccao aguda, sendo assim utilizados de forma crucial
(NIEDRIG et al, 2009).

Com relacédo as metodologias utilizadas, 13 laboratorios utilizaram testes
comerciais (12 Anti- Chikungunya Virus IIFT IgM/ IgG, Euroimmun AG; 1
Chikungunya IgM Rapid Test, CTK Biotech Inc.) e 19 laboratérios utilizaram
testes in-house. Sendo que ndo houve variagéo significativa ao comparar o tipo
de ensaio ou a origem do ensaio (NIEDRIG et al, 2009).

Os laboratérios participantes dessa avaliacdo e que utilizaram Kkits
comerciais nao obtiveram reprodutibilidade em seus resultados e o
guestionamento fica se a problematica € sobre o kit ou sobre a forma na qual o
procedimento foi realizado. Devido a falta de kits disponiveis no mercado e o
guestionamento sobre o desempenho dos mesmos, os laboratérios tém
utiizado metodologias in-house que apresentam o6timo desempenho,

garantindo alta sensibilidade e especificidade para o diagnostico desta doenca.
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A metodologia de RT-PCR apesar de apresentar alta sensibilidade e
especificidade possui reagentes e equipamentos muito caros para 0 uso ao
redor do mundo, principalmente em paises subdesenvolvidos (SAM et al,
2011). Uma opcdo para reduzir os custos sem alteracdes drasticas na
sensibilidade e especificidade € o uso da Imunofluorescéncia Indireta para
Deteccdo de Anticorpos, contudo os custos ainda permanecem inacessiveis
para paises subdesenvolvidos (YAP et al, 2010).

A metodologia mais amplamente utilizada devido ao seu custo-beneficio
€ o0 ELISA. Além do seu custo relativamente baixo, apresenta facilidade no
desempenho, contudo as desvantagens do teste para pesquisa de anticorpos é
a possiblidade de reatividade cruzada com outros Alfavirus, a variacdo na
sensibilidade devido ao gendtipo utilizado na sensibilizagdo e os valores
variaveis de especificidade e sensibilidade. Por isso os estudos mostram a
importancia do entendimento da dindmica da infeccdo, da resposta imune,
além do tipo e da qualidade do antigeno utilizado no desenho do ensaio (SAM
et al, 2011).

O CDC publicou em sua pagina em abril de 2015, uma avaliacdo de
ensaios para deteccdo de IgM disponiveis comercialmente, as técnicas
utilizadas e suas respectivas desempenhos. Os kits avaliados foram: Anti-
CHIKV IgM (IFA), Anti-CHIKV IgM (ELISA), CHIKjj Detect MAC (ELISA), Anti-
CHIKV IgM human (ELISA), CHIKV IgM p-capture (ELISA), RecombiLISA CHIK
IgM (ELISA), SD Diagnostics CHIKa IgM (ELISA), On-site CHIK IgM Combo
(Teste Répido), SD Diagnostics SD BIOLINE CHIK IgM (Teste Rapido).

Os kits que obtiveram um 6timo desempenho foram: Anti-CHIKV IgM
(IFA), Anti-CHIKV IgM (ELISA), CHIKjj Detect MAC (ELISA). J& Anti-CHIKV IgM
human (ELISA) apresentou desempenho inconsistente. Todos o0s outros kits

avaliados apresentaram desempenho ruim, Figura 16.
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Figura 16 - Avaliacdo de ensaios para deteccdo de IgM disponiveis
comercialmente segundo o CDC

"DC evaluation of commercially-availa

chikungunya virus IgM antibody assays

Manufacturer Assay Type Performancet
Euroimmun* Anti-CHIKV IgM [FA High
Euroimmun* Anti-CHIKV IgM ELISA High

[nbios* CHIKjj Detect MAC ELISA High

Abcam (Nc Anti-CHIKYV IgM human ELISA Inconsistent
Genway (NovaTec) CHIKYV IgM p-capture ELISA Low

CTK Biotech RecombiLISA CHIK IgM ELISA Low

SD Diagnostics CHIKa IgM ELISA Low

CTK Biotech On-site CHIK IgM Combo REIT! Low

SD Diagnostics SD BIOLINE CHIK IgM Rapid Low

*Available for purchase in the United States but not FDA-cleared
tCompared to CDC IgM capture ELISA

Fonte: https://www.cdc.gov/chikungunya/pdfs/CHIKV_Presentation.pdf

Atualmente estédo disponiveis kits para diagnéstico laboratorial da Febre
de Chikungunya que sdo capazes de detectar a presenca de antigenos e/ou
anticorpos (IgM e/ou IgG). Para a deteccdo de antigenos, o método mais
utilizado € o RT-PCR. As técnicas disponiveis para a deteccdo de anticorpos
sdo mais abundantes, contudo apresentam uma grande dificuldade de desenho
gue pode ser associada as diferencas dos genétipos do virus. Os métodos
sorologicos mais utilizados sdo: ELISA, Teste Rapido e Imunofluorescéncia
Indireta.

A técnica de RT-PCR apesar de apresentar alta sensibilidade e alta
especificidade, tem como desvantagens o alto custo de implementacéo e
manutenc¢ao, a necessidade de instrumentos altamente calibrados, treinamento
de pessoal, consumo de tempo, trabalho intenso e apresenta altos riscos

(biologico e de contaminacéo).
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6 CONCLUSAO

e Pdde-se concluir que os testes rapidos analisados apresentam baixas
sensibilidade e especificidade, sendo o valor da sensibilidade ainda inferior
quando comparado com a especificidade. Os ELISAs apesar de terem obtido
valores de especificidade e sensibilidade superiores aos testes rapidos, ndo
apresentam constancia entre si, com maior discrepancia nos valores de IgM
guando comparados aos de IgG.

¢ Dentre as técnicas aqui relatadas, as que mostraram os melhores resultados
frente a sensibilidade e especificidade foram o RT-PCR (antigenos) e a

Imunofluorescéncia Indireta (anticorpos).
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