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RESUMO 
 

O diagnóstico laboratorial de dengue é muito importante para apoiar os 

programas Vigilância Epidemiológica considerando-se a dificuldade da confirmação dos 

casos em bases clínicas apenas, em especial, durante períodos inter-epidêmicos. 

Atualmente estão disponíveis kits comerciais para o diagnóstico sorológico do dengue, 

embora o seu custo ainda represente um alto encargo financeiro para países em 

desenvolvimento. Um diagnóstico rápido pode direcionar as medidas de controle do 

vetor. A proteína não-estrutural 1 (NS1)  do vírus dengue por ser um marcador  utilizado 

durante a fase aguda da doença e tem sido proposto para o diagnóstico da doença. 

Desta forma, a sensibilidade e especificidade de três kits comerciais para captura de 

antígeno NS1 disponíveis no mercado foram avaliadas com um painel de 852 amostras 

obtidos a partir da coleção do Laboratório de Flavivírus no Instituto Oswaldo Cruz, 

FIOCRUZ, de epidemias ocorridas durante os anos de 1986 a 2008.  O desempenho de 

cada kit foi avaliado individualmente e, a comparação entre os três kits foi baseada na 

análise de uma sub-população de 450 amostras. Dentre os três kits analisados, o kit 

NS1 Ag Strip (BioRad Laboratories) foi o mais sensível em confirmar casos de dengue 

na amostragem testada (89%, 197/220), seguido pelo Platelia NS1 (BioRad 

Laboratories) (84%, 184/220) .O menos sensível foi  o pan -E Early ELISA (PanBio 

Diagnostics) com 72% (159/220) de sensibilidade. Porém, neste estudo o kit da PanBio 

foi o mais especifico (100%), enquanto que ambos os kits da BioRad apresentaram 99% 

de especificidade. Os resultados obtidos demonstraram uma maior sensibilidade de 

confirmação de casos de infecção primária pelos três kits, porém não houve diferença 

significativa em relação aos casos de infecção secundária. Os três kits foram mais 

sensíveis em confirmar casos positivos por isolamento viral do que em casos positivos 

por RT-PCR. A sensibilidade dos três kits foi maior no período compreendido entre o 

primeiro ao quinto dia após o inicio dos sintomas. Reações cruzadas foram raramente 

observadas em vacinados contra o vírus da febre amarela e casos de rubéola. Os 

resultados obtidos demonstraram que três kits podem ser utilizados para a detecção 

precoce da infecção viral por dengue.  

 

 



 

  
  

ABSTRACT 

 

Dengue virus diagnosis is an important tool to support Epidemiological 

Surveillance Programs considering the difficulties found in confirm dengue cases based 

only on the clinical symptoms, especially during inter-epidemic periods. Currently, there 

are many commercial serological kits for dengue diagnosis, however its costs poses a 

financial burden for many developing countries. The dengue virus non- structural protein 

a (NS1) can be used as a marker during the acute phase of the illness and its use has 

been proposed for the disease diagnosis. Therefore, here we evaluated the sensitivity 

and specificity of three newly available NS1 antigen capture commercial kits with a panel 

of 852 samples from the collection of the Flavivirus Laboratory at the Oswaldo Cruz 

Institute, FIOCRUZ, from epidemics occurred from 1986 to 2008. Each kit was evaluated 

individually and the comparison among them was based on the analysis of a sub-

population of 450 samples. From the three kits analyzed, the NS1Ag Strip (Biorad 

Laboratories) showed the highest sensitivity (89%, 197/220) in confirming dengue cases, 

followed by the Platelia™ NS1 (Biorad Laboratories). The less sensitive one was the 

pan-E Early ELISA (PanBio Diagnostics) with a sensitivity of 72% (159/220). However, in 

this study the PanBio kit was the most specific (100%) while the two kits from BioRad 

showed both 99% of specificity. Primary dengue cases were more frequently confirmed 

than secondary ones. A higher sensitivity was observed in cases positive by virus 

isolation, when compared to cases positive by RT-PCR. The highest NS1 antigen 

detection was from the first to the fifth day after the onset of the symptoms. Cross 

reactivity were rarely observed in yellow fever vaccinees and rubella cases. The results 

showed that the three kits can be used in the early diagnosis of dengue infections. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A família Flaviviridae é formada por três gêneros: Flavivirus, Hepacivirus e 

Pestivirus que compartilham semelhanças quanto à morfologia do vírion, organização do 

genoma, e possivelmente, estratégia de replicação (Westeway, et al., 1985). O gênero 

Flavivirus é composto por cerca de 80 diferentes vírus, dentre eles, o vírus dengue 

(DENV), vírus estes que representam uma ameaça para a saúde pública (Lindenbach & 

Rice, 2001; Burke & Monath, 2001; Whitehead, 2007). Pela definição, os arbovírus são 

classificados como zoonoses que dependem de outra espécie animal além do homem 

para serem mantidos na natureza, requerendo no mínimo dois hospedeiros (Gubler, 

1998). Os DENV, porém, se adaptaram completamente ao homem, embora o ciclo 

mosquito-macaco-mosquito ainda seja observado em algumas regiões da África e da 

Ásia (Figura 1) (Gubler, 2002; Whitehead, 2007), sendo transmitido aos seres humanos 

através da picada de um mosquito Aedes (Ae.) infectado (Rodhain & Rosen, 1997). Ae. 

aegypti, um mosquito altamente domesticado, é o principal vetor do DENV, mas o Ae. 

albopictus também pode sustentar a transmissão (Effler, 2005).  

  

Figura 1: Ciclos de transmissão dos DENV (adaptado de Whitehead, 2007). 
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DENV é a arbovirose mais importante, com cerca de 50-100 milhões de infecções 

de dengue clássico (DC) e centenas de milhares de casos de febre hemorrágica do 

dengue (FHD) e síndrome do choque por dengue (SCD) ocorrendo anualmente (Burke & 

Monath, 2001; Guha-Sapir & Schimmer, 2005). O número de casos de dengue 

aumentou dramaticamente com o passar das décadas, onde as regiões geográficas 

mais envolvidas tem sido as dos países tropicais (Hasltead, 2007). 

  

 

1.1   Histórico 

 

As infecções pelos DENV são responsáveis pelo elevado índice de morbidade na 

maioria das regiões tropicais e subtropicais da Ásia, Oceania, África e Américas. 

Atualmente, cerca de três bilhões de pessoas estão sob o risco de contrair infecção por 

um dos quatro sorotipos do vírus (Gubler, 1997; WHO, 2002; Gómez-Dantés & 

Willoquet, 2009). 

Os primeiros relatos de grandes epidemias de uma doença que possivelmente 

tratava-se de dengue datam de 1779 e 1780 e foram relatadas em três continentes, 

Ásia, África e América do Norte, porém há registros da ocorrência desta doença no 

século III. Durante a Dinastia Chin, nos anos de 265 a 420 d.C., foram descritos os 

sintomas de uma enfermidade que os chineses chamaram de "veneno da água", 

associando insetos voadores e água. Estes achados foram formalmente editados em 

uma enciclopédia médica chinesa durante a Dinastia Tang, no ano de 610 d.C., e 

Dinastia Norte Sung, no ano de 992 d.C. (Gubler, 1998; Gubler, 2006). Outros possíveis 

surtos de dengue ocorreram em 1635 nas Índias Ocidentais e em 1699 no Panamá 

(McSherry, 1982). Portanto, é provável que o dengue já apresentasse uma ampla 

distribuição geográfica mesmo antes do século XVIII, quando grandes epidemias 

ocorreram por todo o mundo. Porém, o dengue foi considerado, por muito tempo, uma 

doença benigna, com grandes epidemias acontecendo apenas em intervalos de 10 a 40 

anos (Gubler & Clark, 1995). 

O termo dengue originou-se na Espanha e foi introduzido na literatura médica 

inglesa entre 1827 e 1828, durante uma epidemia de exantema com artralgia ocorrida 



 

  
  

no Caribe. Em 1869, foi estabelecido pelo London Royal College of Physicians para 

denominar esta enfermidade, até então referida na literatura como "febre articular", 

"febre quebra ossos", "dinga", "polka", entre outros (Siler et al., 1926; Halstead, 1980). 

Este termo é um homônimo espanhol para o Swahili "Ki denga Pepo", que significa 

pancada ou golpe, causada por um espírito do mal, que provoca um ataque doloroso 

semelhante à câimbra (Halstead, 1980; CDC, 2006). 

A transmissão do DENV pelo Ae. aegypti foi demonstrada em 1906 por Bancroft, 

sendo confirmado por estudos subseqüentes (Siler et al., 1926; Rosen et al., 1954). O 

sucesso do estabelecimento do ciclo urbano do DENV se deu, em grande parte, devido 

à expansão do mosquito africano Ae. aegypti. Esses mosquitos evoluíram de forma a se 

tornarem intimamente associados com os humanos, tornando-se eficientes vetores dos 

DENV e do vírus da febre amarela (FA) (Gubler, 1997).  

A partir do século XVII, devido ao transporte de escravos oriundos da África, o Ae. 

aegypti foi levado para os demais continentes e as epidemias de dengue tornaram-se 

mais freqüentes e disseminadas (Holmes et al., 1998).  

O vírus foi inicialmente isolado no Japão por meio da inoculação de material clínico 

em camundongo (Kimura & Hotta, 1944), na mesma ocasião amostras dos DENV foram 

isoladas em março de 1944 durante a Segunda Guerra Mundial, a partir de soros de 

soldados que contraíram a infecção em Calcutá (Índia), Nova Guiné e Havaí (Sabin, 

1952). Os vírus provenientes da Índia, do Havaí e de uma das cepas de Nova Guiné 

foram antigenicamente semelhantes e denominados DENV-1. Atualmente, a cepa Havaí 

é considerada amostra protótipo. Outras cepas de Nova Guiné apresentaram 

características antigênicas diferentes, permitindo a identificação de outro sorotipo, que 

foi classificado como DENV-2, hoje considerado protótipo. Posteriormente, dois novos 

vírus foram isolados durante uma epidemia ocorrida em Manila (1953). Estes vírus 

foram classificados como DENV-3 e DENV-4 (Hammon et al., 1960) e as cepas H87 

(DENV-3) e H241 (DENV-4) consideradas protótipos. 

Foi, contudo, após a Segunda Guerra Mundial que ficou evidente a mudança no 

comportamento da doença. O crescimento populacional, a urbanização descontrolada, a 

falta de programas efetivos para o controle do vetor e o aumento das viagens comerciais 



 

  
  

contribuíram para a expansão geográfica do mosquito transmissor e do vírus, permitindo 

o estabelecimento de uma pandemia que persiste até hoje (Gubler, 1997). 

Apesar da elevada transmissão epidêmica e hiperendemicidade, a epidemia de 

dengue manteve-se localizada no Sudeste Asiático devido principalmente, ao programa 

de erradicação do Ae. aegypti nas Américas, para controle da febre amarela urbana, nas 

décadas de 50 e 70 (Rigau-Pérez et al., 1998; Gubler, 2002). Após a interrupção desse 

programa no final dos anos 70, o Ae. aegypti  voltou a infestar a maioria dos países 

americanos (Gubler, 2002). 

Durante os anos 80, verificou-se a expansão geográfica das epidemias de dengue 

envolvendo a região das Américas, bem como a África, China e a Austrália, tendo como 

distribuição mundial, as mudanças ocorridas no ambiente e no comportamento da 

população humana (Monath, 1994).  

Durante o período de 2000 a 2006, foram reportados cerca de 545 mil casos em 44 

países (Gómez-Dantés & Willoquet, 2009). Estima-se que ocorram anualmente, de 50 a 

100 milhões de casos de DC, com cerca de 500 mil casos de FHD e/ou SCD, e 

aproximadamente dois mil óbitos, principalmente em crianças (WHO, 2002). Na década 

de 50, somente nove países apresentavam o DENV. Atualmente cerca de mais de 100 

países no mundo já registraram a doença (Whitehead, 2007; Gómez-Dantés & 

Willoquet, 2009) (Figura 2). 

 



 

  
  

 

Figura 2: Casos de DENV em áreas endêmicas do mundo durante 1995 - 2005 

(adaptado de Whitehead, 2007) 

 

1.2 Epidemiologia dos DENV 

 

1.2.1  Dengue nas Américas 

 

No Continente Americano, foram registradas a partir de 1896, inúmeras 

epidemias em intervalos irregulares, nos Estados Unidos (EUA) e em países do Caribe. 

Os sorotipos envolvidos nestas epidemias não eram conhecidos até 1953, quando 

foram isoladas as primeiras amostras de DENV-2. Dez anos depois, foram isoladas as 

primeiras amostras de DENV-3 em Porto Rico, sendo estes dois sorotipos responsáveis 

pelas epidemias ocorridas no continente na década de 60 (Gubler,1992). Ainda nesta 

década, houve uma tentativa de erradicação do mosquito Ae. aegypti das Américas, 

porém a descontinuidade do programa de erradicação no início dos anos 70, resultou na 

reinfestação deste vetor pelo Continente Americano (Schliesman & Calheiros, 1974; 

Pinheiro, 1989;  Gubler, 1997).  
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Em 1977, o DENV-1 foi introduzido nas Américas e, nos anos seguintes, este 

mesmo sorotipo foi isolado nos EUA, que até então, não apresentava casos autóctones 

de dengue (Gubler, 1992). No período de 1977 até 1980, foram notificados mais de 

700.000 casos da doença, praticamente todos estes causados pelo DENV-1 (PAHO, 

1989). No mesmo período, o DENV-3 apresentou pouca atividade na região com o 

último isolamento ocorrido em 1978 em Porto Rico (Anonymus,1995). 

No ano de 1981, o DENV-4 foi introduzido no Continente e, durante esta década, 

além da expansão da área de transmissão e do aumento do número de casos 

notificados, ocorreu em Cuba, a primeira epidemia de FHD/SCD das Américas. Nesta 

epidemia, causada pelo DENV-2, foram notificados cerca de 344.000 casos com 

aproximadamente 116.000 internações e 158 óbitos (Kouri et al., 1986; Gubler, 2006). 

Entre 1981 e 1996 foram notificados aproximadamente 42.000 casos de FHD/SCD, 

distribuídos em 25 países. Deste total, cerca de 22.000 casos ocorreram na Venezuela, 

onde foram isolados DENV-1, DENV-2 e DENV-4, o que a consagrou como a segunda 

maior epidemia de FHD/SCD das Américas (PAHO, 1997). 

Em 1994, se deu a re-introdução do DENV-3 na Nicarágua, tendo este sorotipo 

sido isolado nos anos seguintes, em todos os países da América Central (Guzmán et al., 

1996). Em 1998, o DENV-3 foi detectado em Porto Rico seguido pelo isolamento do 

DENV-4 (Rigau-Pérez et al., 2002).  

Atualmente, ocorre a circulação dos quatro sorotipos do DENV em vários países da 

América do Sul e Caribe (Guzmán & Kouri, 2002; Figueroa & Ramos, 2000). 

 Durante as últimas três décadas, o continente Americano evoluiu de uma situação 

não-endêmica para hiperendêmica, onde se observou um aumento na densidade 

vetorial, na co-circulação de múltiplos sorotipos de DENV, na endemicidade de FHD e 

em um aumento na freqüência da atividade dos DENV (Gubler, 1997). Nos primeiros 

cinco anos da década atual, o número de notificação de casos foi praticamente o dobro 

daquele reportado na década anterior (Figura 3) (Nathan & Dayal- Drager, 2006). 

 



 

  
  

 

Figura 3: Número de casos de dengue, reportados à OMS, por década nas 

Américas (adaptado de Nathan & Dayal- Drager, 2006). 

 

No ano de 2002, mais de 30 países latino-americanos registraram mais de 1 milhão 

de casos de DC, sendo que cerca de 750 mil casos foram reportados apenas pelo 

Brasil. Casos de FHD foram registrados em mais de 20 países com mais de 17 mil 

casos de FHD e 225 óbitos (PAHO, 2002).  

Esse número apresentou uma queda significativa entre 2003 e 2005, voltando a 

crescer a partir de 2006, com 552.141 casos registrados, sendo 14.459 de FHD. No ano 

de 2008, nas Américas, foram registrados 908.926 casos de dengue, sendo 25.696 de 

FHD com 306 óbitos (PAHO, 2003, 2004, 2005, 2006, 2008).  

Em 2009, até a 13ª semana epidemiológica, foi reportado um total de 215.824 

casos de dengue, incluindo 3.022 casos graves de dengue e 69 óbitos. Até esta data, 

36% do total de óbitos estavam concentrados na Bolívia, seguido pelo Brasil, com 33% 

dos óbitos ocorridos. A co-circulação de dois sorotipos foi observada em 4 países e a 

múltipla circulação de 3 ou 4 sorotipos em 7 países. Na Venezuela e Nicarágua foi 

observada a co-circulação dos 4 sorotipos virais (PAHO, 2009).   

 

 

 

 

 



 

  
  

1.2.2   Dengue no Brasil 

  

 Surtos de dengue datam de 1864 no Rio de Janeiro (RJ) e que, provavelmente, 

ocorreram nas regiões sul, sudeste e nordeste durante o século XIX (Figueiredo, 2000). 

Em 1917, ocorreu um surto de dengue na cidade de Curitiba e no estado do Rio Grande 

do Sul (Figueiredo, 1998), assim como em 1922 e 1923 na cidade do RJ (Figueiredo, 

2000). 

 Em 1955, houve a confirmação da erradicação no mosquito Ae. aegypti no Brasil, 

graças a uma campanha iniciada em 1904 por Oswaldo Cruz. Esta provavelmente foi a 

razão para a ausência de surtos de dengue entre 1923 a 1981 (Figueiredo, 2000). 

Porém, a reintrodução do Ae. aegypti no país na década de 70 foi inevitável, já que a 

campanha de erradicação do mosquito foi descontinuada (Schatzmayr, 2000). 

 A primeira epidemia com confirmação laboratorial ocorreu em 1981, em Boa Vista, 

onde cerca de 11.000 pessoas foram infectadas, sendo identificados DENV-1 e 4 

(Osanai et al., 1983; Nogueira et al., 1988, 2000). Após esta epidemia, o vírus e o vetor 

se dispersaram por todo o país e surtos de dengue passaram a ocorrer em todas as 

regiões brasileiras, incluindo as áreas mais populosas.  

 Entretanto, foi apenas a partir de 1986 que o dengue tornou-se um problema de 

saúde pública, com a introdução do DENV-1 no estado do RJ e sua disseminação para 

as regiões nordeste e centro-oeste (Nogueira et al., 2000).  

  No ano seguinte, alguns estados do nordeste foram afetados e a incidência  de 

dengue alcançou 64.6 por 100 mil habitantes (Figura 4). A transmissão do DENV foi tão 

intensa que de acordo com as estimativas baseadas nos exames sorológicos de 1986 e 

1987 no Rio de Janeiro, estimou-se que mais de um milhão de pessoas foram 

contaminadas pelo DENV-1 (Schatzmayr et al., 1986; Nogueira et al., 1988; Figueiredo 

et al., 1991; Teixeira et al., 2009).  

 As circunstâncias ambientais permaneceram receptivas à circulação do DENV e 

alguns anos depois a situação foi agravada pela introdução do DENV-2 em 1990, 

também no estado do RJ, com a ocorrência de casos de DC e os primeiros casos de 

FHD (Nogueira et al., 1993, 2002). Posteriormente, o DENV-2 foi identificado também no 

nordeste brasileiro e na região amazônica (Figueiredo, 2000). 



 

  
  

  No inicio de 1994, o aumento progressivo na incidência da doença no país foi 

devido à circulação do vírus em mais de 600 municípios distribuídos em 18 estados 

brasileiros (Nogueira et al., 1995; Teixeira et al., 2009). Em 1998, o Brasil foi 

responsável por 85% do número de casos de dengue notificados nas Américas 

(Nogueira et al., 2000) e a incidência alcançou 345.7 casos por 100 mil habitantes. Em 

1999, 50% dos 5.507 municípios brasileiros já tinham relatado casos de DC e o Ae. 

aegypti já tinha sido detectado em 64% deles (Teixeira et al., 2009). A ocorrência de 

casos de FHD nos anos 90 foi relativamente baixa (0.06%), considerando a intensa 

circulação simultânea dos sorotipos DENV-1 e DENV-2.  

  A incidência do dengue nos primeiros dois anos do século XXI no Brasil 

permaneceu elevada, com 141.0 e 239.4 casos por 100 mil habitantes em 2000 e em 

2001, respectivamente (Teixeira et al., 2009). Com a introdução de DENV-3 em 2002, 

também no RJ, houve um aumento acentuado dos casos de DC (446.2 casos por 100 

mil habitantes) e de FHD (Nogueira et al., 2005).  

  O sorotipo DENV-3 se dispersou rapidamente pelo território brasileiro, 

praticamente substituindo os sorotipos DENV-1 e DENV-2 das várias cidades nos anos 

subseqüentes (Teixeira et al., 2005) e modificou a epidemiologia do dengue no Brasil, 

com características de hiperendemicidade (Nogueira et al., 2005; Araújo et al., 2009a). 

 Entre os anos de 2003 a 2005, houve um decréscimo no número de casos 

notificados de dengue, no estado do RJ (9.242, 2.694 e 2.580, respectivamente), sendo 

considerados como interepidêmicos. Porém, a partir do ano de 2006, o número de casos 

de dengue aumentou, sendo notificados 31.054 casos. Desde 2003 até o mês de maio 

de 2007, o DENV-3 foi o único sorotipo isolado. Contudo, a partir do mês abril de 2007, 

observou-se a re-emergência do DENV-2. Este sorotipo causou uma grave epidemia no 

ano de 2008 com um total de 259.392 casos dos 734.384 casos notificados no Brasil 

(PAHO, 2008; SVS, 2009). 



 

  
  

 

Figura 4: Incidência de dengue de acordo com a região geográfica e ano de ocorrência, 

Brasil, 1986 - 2008 (adaptado de Teixeira et al., 2009). 

 
 Taxas de mortalidade abaixo de 1% por FHD são consideradas aceitáveis, mas 

no Brasil estas taxas são ainda elevadas, variando de 1.45% , em 1995 a 11.25% em 

2007. As epidemias de DC e FHD no Brasil tinham sido caracterizadas por maior 

incidência na população adulta (Siqueira et al., 2005; Cordeiro et al., 2007b), um padrão 

diferente do observado na  maioria do Sudeste Asiático, onde ambas as manifestações 

da doença são mais freqüentes em crianças (Ooi et al., 2006). Entretanto, no primeiro 

semestre de 2007 houve uma mudança repentina no padrão observado no Brasil, com 

um aumento significativo na proporção de casos de FHD em menores de 15 anos 

(Figura 5), observado inicialmente no nordeste (Teixeira et al., 2009). Este fato ocorreu 

igualmente no RJ no inicio de 2008, onde 50% dos casos de DC, 48% das internações e 

36% dos óbitos ocorreram em menores de 15 anos (SES/RJ, 2008).  

As autoridades brasileiras de saúde adotaram medidas como, o treinamento de 

profissionais de saúde, a organização de serviços sanitários durante períodos 

epidêmicos, o desenvolvimento de campanhas de consciência pública, o diagnóstico 

precoce e o tratamento da FHD a fim reduzir o número de casos fatais (Teixeira et al., 

2009). 



 

  
  

 

Figura 5: Número de hospitalizações por FHD de acordo com o grupo de idade, 1998 – 

2007 (adaptado de Teixeira et al., 2009). 

 

Entre 1981 e 2009, 5.423.999 casos de dengue foram notificados no Brasil, onde 

mais de três milhões ocorreram nos anos de 2000 a 2008, quando 72% dos municípios 

do país (3.977 / 5.507) foram infestados com o Ae. aegypti (SVS, 2008; PAHO, 2009). 

De 2000 a 2007 houve um aumento principalmente no número de casos da FHD 

(6.455), representando 0.21% de todos os casos relatados de dengue (SVS, 2007). Esta 

proporção, embora 3.5 vezes mais alta do que nos anos 90, é considerada ainda 

relativamente baixa em comparação ao Sudeste Asiático (Halstead, 2006).  

 As notificações de casos suspeitos de dengue nas quinze primeiras semanas de 

2009 apresentaram uma redução de 49% quando comparadas com o mesmo período 

de 2008. Até a 15ª semana epidemiológica de 2009, um total de 226.513 casos 

suspeitos de dengue foram registrados, incluindo 1.416 casos graves e 87 óbitos foram 

confirmados (SVS, 2009).   

As maiores incidências da doença foram observadas nos estados do Acre, 

Roraima, Espírito Santo e Bahia. Cerca de 72% dos FHD ocorreram em 5 estados: 



 

  
  

Bahia (30%), Espírito Santo (15.8%), Mato Grosso (11.5%), Roraima (9%) e Minas 

Gerais (6%) (SVS, 2009). Em 2008, no mesmo período, ocorreram 2.531 casos de FHD 

e 11.799 de dengue com complicações (DCC).  

No Brasil o monitoramento da circulação viral tem demonstrado o isolamento dos 

sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, com o predomínio para o sorotipo DENV-2 

(47,2%). As atividades de monitoramento da circulação viral foram reforçadas com a 

implantação de 59 unidades sentinelas utilizando a técnica de captura do antígeno NS1 

em 16 estados e 25 municípios estratégicos. Até o presente momento não há evidência 

epidemiológica da circulação do DENV-4 no Brasil (SVS, 2009). Atualmente, 26 das 27 

Unidades Federativas já registraram epidemias de dengue. Apenas o estado de Santa 

Catarina não possui registro de casos autóctones sendo considerado até o momento 

como casos importados (SVS, 2009).  

 

1.3   Agente etiológico 

 

O DENV exibe considerável diversidade antigênica, sendo que critérios sorológicos 

foram utilizados para detectar os quatro sorotipos do DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 

e DENV-4), os quais divergem, em aproximadamente, 30% em suas seqüências 

protéicas (Mackenzie et al., 2004; Holmes, 2006).  

Analisando-se o sequenciamento do genoma viral, os quatro sorotipos foram 

agrupados em diversos genótipos. Com isso, o estudo da filogenia tem demonstrado 5 

genótipos para o DENV-1 (genótipos I – V) (Ong et al.,2008), 6 genótipos para o DENV-

2 (genótipo Asiático I, Asiático II, Asiático/Americano, Americano, Cosmopolita e 

Selvagem) (Ong et al., 2008; Zaki et al.,2008), 5 genótipos para o DENV-3 (genótipos I – 

V) (Araújo et al., 2009b) e 3 genótipos para o DENV-4 (genótipo Indonésia, Malásia, 

Sudeste Asiático) (Rico-Hesse, 2003). 

O vírion tem formato esférico, diâmetro entre 40 e 60 nanômetro (nm) e genoma 

RNA (ácido ribonucléico) de fita simples e polaridade positiva. O genoma é infeccioso, 

comportando-se como um RNA mensageiro (RNAm) (Chambers, 1990). O 

nucleocapsídeo de simetria icosaédrica, composto por uma única proteína, a proteína C 

(capsídeo) está envolvido por uma bi-camada lipídica a qual constitui o envelope. 



 

  
  

Embebidas na bi-camada do envelope, encontram-se a proteína E (envelope) e a 

proteína M (membrana), que também pode ser encontrada em sua forma não 

processada prM (pré-membrana) (Figura 6) (Chen et al., 1996, Zhang et al., 2003). 

 

Figura 6: Organização estrutural dos DENV (A – C) (adaptado de Zhang et al., 

2003).  

 
O genoma do vírus tem um comprimento aproximado de 11 kb (Kilo-bases) com 

uma única fase aberta de leitura flanqueada por regiões não traduzidas nas 

extremidades 5’ e 3’ (Burke & Monath, 2001). Essas regiões não traduzidas são 

altamente conservadas e fundamentais para iniciar a replicação do RNA viral e para a 

regulação da tradução da poliproteína precursora viral (Alvarez et al., 2006). 

O RNA possui um cap tipo I na sua extremidade 5’, mas não há seqüência de poli-

A na extremidade 3’. O RNA é traduzido como uma seqüência única a partir do primeiro 

ou segundo códon AUG presente na porção codificadora da molécula, resultando em 

uma poliproteína de cerca de 3.400 aminoácidos, que é clivada co  e pós 

traducionalmente por proteases do vírus e do hospedeiro em três proteínas estruturais 

(C, prM/M e E) e sete proteínas não estruturais  (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B 

e NS5) (Rice et al., 1985; Lindenbach & Rice, 2001).  

A topologia da poliproteína na membrana do retículo endoplasmático rugoso de 

células infectadas pode ser observada na Figura 7. 

 



 

  
  

 

Figura 7: (a) Diagrama esquemático do genoma e da (b) poliproteína dos DENV 

(adaptado de Perera & Kuhn, 2008). 

 

1.4  Proteínas Virais 

  

 A proteína C, que possui peso molecular de 13 Kilodaltons (KDa) (Khromykh, 

1997), é a primeira a ser sintetizada, sendo capaz de interagir com o RNA formando o 

capsídeo viral (Chang, 1997).  

Uma clivagem proteolítica na precursora prM durante a maturação viral dá origina 

a proteína M. Este processo de clivagem da prM em M ocorre antes da extrusão viral da 

célula hospedeira, sendo essencial para a organização da estrutura superficial e 

infectividade do vírus. A presença de prM pode ser necessária para o correto 

dobramento da proteína E (Lorenz et al., 2002).  

A glicoproteína E, que compõe o envelope viral formando projeções na superfície 

do vírus, contém determinantes antigênicos para hemaglutinação, neutralização 

(Henchal et al., 1985) e, também, inclui o receptor que se liga às células permissivas e 

leva a fusão da membrana do envelope com a do endossoma, após a penetração viral. 



 

  
  

A proteína E é um importante fator de virulência viral (Wengler, 1987) e é o alvo 

dominante das respostas humorais contra o DENV (Glyde et al., 2006).  

 As proteínas não estruturais NS1, NS3 e NS5 possuem maior peso molecular e 

são as mais conservadas entre os Flavivirus. Dentre as proteínas não estruturais, a 

NS2a é a primeira das quatro proteínas pequenas a ser sintetizada, possuindo 22 KDa, 

e está implicada no processamento da NS1, além de ser hidrofóbica e de função 

desconhecida (Henchal & Putnak, 1990; Nestorowicz, 1994).  

A proteína NS2b forma um complexo com NS3, necessário para a função serino-

protease de NS3 (Jan, 1995). A NS3 é uma proteína citoplasmática relativamente 

grande, de 70 KDa, funcionando como serino-protease envolvida na clivagem pós-

translacional da poliproteína viral e também tem função de RNA helicase e RNA 

trifosfatase (Gorbalenya, 1989 a b; Perera & Kuhn, 2008).  

As proteínas NS4a e NS4b são proteínas relativamente pequenas, de 16 KDa e 

27 KDa respectivamente. A NS4a está envolvida com alterações de membranas 

intracelulares cruciais para replicação (Miller et al., 2007), e enquanto a NS4b auxilia a 

NS3 durante a replicação do RNA viral (Umareddy et al., 2006).  

A NS5 é uma provável RNA polimerase dependente de RNA de origem viral, 

sendo a maior proteína, com aproximadamente 103 KDa e é a mais conservada (Rice, 

1985; Perera & Kuhn, 2008). 

 

1.4.1 Proteína NS1 

 

A NS1 foi reconhecida primeiramente como antígeno FCS (fixação de 

complemento solúvel) em cultura de célula infectada pelo DENV (Brandt et al., 1970). O 

antígeno FCS foi reconhecido como uma glicoproteína viral de 46 kDa (gp46) (Smith & 

Wright 1985) e posteriormente denominado como NS1 pela analogia ao NS1 do FAV 

(Rice et al., 1985).  Contém cerca de 350 a 354 aminoácidos e 12 resíduos de cisteína, 

e é altamente conservada. O gene que a codifica não apresenta códon de início e de 

finalização e a estrutura molecular da proteína geralmente é dimérica (Varas, 2003). 

Está ausente na partícula viral e é produzida em duas formas: associada às membranas 

(mNS1) e secretada (sNS1) (Winkler et al., 1989, Falconar et al., 1990, Lindenbach & 



 

  
  

Rice, 2001). Dentre as proteínas não estruturais, é a mais conservada apresentando 

elevado grau de reação cruzada entre os 4 sorotipos (Zainah et al., 2008). 

Após a tradução, a NS1 é primeiramente translocada para o retículo 

endoplasmático via seqüencia sinal da porção C-terminal da proteína E como proteína 

de fusão. A NS1 é então, processada e dimerizada no retículo endoplasmático (Winkler 

et al.,1989) e funciona como co-fator da polimerase de RNA viral (Mackenzie et al., 

1996, Lindenbach et al., 1999). Em solução, a NS1 forma uma estrutura hexamérica, 

liga-se na superfície da célula infectada via ligação com as glicosaminoglicanas e 

acumula-se no soro ou plasma em grande quantidade (até 50ug/mL) (Alcon et al., 2002, 

Libraty et al., 2002, Avirutnan et al., 2006). Porém, esta forma hexamérica não é 

encontrada em células derivadas de mosquito vetor (Crooks et al., 1990,1994; Pryor & 

Wright, 1993; Flamand et al., 1999), mas acredita-se possuir também papel importante 

na replicação viral em células de mosquito (Crabtree et al.,2005). Em cultura, in vitro, o 

antígeno NS1 liga-se a células epiteliais e fibroblastos e muito pouco a leucócitos 

mononucleares, enquanto in situ liga-se a tecidos humanos e de camundongos. Esta 

ligação da NS1 às células endoteliais in vivo poderia levar ao aumento da 

permeabilidade vascular que ocorre nas infecções secundárias tanto pelo 

reconhecimento por anticorpos anti-NS1 como pela formação de complexos imunes 

(Avirutnan et al., 2007). 

A função da NS1 na infecção pelo DENV ainda não foi totalmente conhecida. 

Porém alguns estudos, além de avaliarem a detecção de NS1 como ferramenta para o 

diagnóstico, identificou uma correlação entre a gravidade da doença e a quantidade 

desse antígeno no soro (Young et al., 2000; Libraty et al., 2002). A detecção precoce de 

altas concentrações de NS1 como ferramenta para prever a evolução clínica da doença 

tem sido postulada, mas não avaliada (Libraty et al., 2002). De acordo com Avirutnan e 

colaboradores (2006) níveis séricos aumentados da proteína NS1 solúvel podem ativar 

o sistema complemento, com a expressão de NS1 nas células infectadas resultando na 

ligação de anticorpos não-neutralizantes além, de criar focos de complexos imunes, 

dano endotelial e extravazamento capilar. Falconar e colaboradores (1997) associaram 

a formação de imunocomplexos com a NS1 e sua ligação nas células endoteliais como 

um fator de gravidade contribuindo para o extravassamento de plasma.  



 

  
  

A proteína NS1, juntamente com as proteínas NS3 e E, estimulam a ação 

citotóxica dos linfócitos, restando, após a primoinfecção, uma quantidade decrescente 

de anticorpos subneutralizantses e a presença das células de memória sensibilizadas 

especificamente para os DENV (Guimarães, 1999). 

Estudos recentes sugerem que a proteína NS1 possa contribuir para a 

imunopatologia do dengue. Níveis plasmáticos elevados de NS1 em crianças foram 

associados com o dengue grave, refletindo possivelmente aumento da carga viral 

nesses pacientes (Libraty et al. 2002; Avirutnan et al., 2006). 

 

1.5   Replicação dos DENV 

    

 Os DENV são inoculados pelo mosquito no espaço intradérmico, ocorrendo a 

replicação viral. As células de Langerhans presentes na pele, são susceptíveis à 

infecção pelos víros sendo os primeiros alvos in vivo (Wu et al.,2000). 

 As principais células alvo de infecções pelos DENV incluem monócitos, macrófagos 

e células dendríticas (Jessie et al., 2004). Porém, já foi evidenciada a replicação em 

células dendríticas intersticiais (Wu et al., 2000) células de Kupffer, macrófagos 

alveolares e células endoteliais (Jessie et al., 2004; Clyde et al., 2006; Yauch & Shresta, 

2008). 

 Os DENV replicam no citoplasma celular, após período de latência de 12 a 16 

horas, nas células dos vertebrados, e este processo relaciona-se à proliferação de 

organelas no retículo endoplasmático. Os DENV entram na célula por ligação específica 

da proteína E com receptores celulares, incluindo DC-SIGN-específico ICAM-CD3 

(Lozach et al., 2005) e receptores de manose (Miller et al., 2008), seguido do processo 

de endocitose (Chambers, 1990).  

  Muitas células podem ser infectadas na presença de anticorpos específicos para 

o DENV, num processo conhecido pelo termo facilitação dependente de anticorpo do 

Inglês “antibody-dependent-enhancement” (ADE) da infecção, onde anticorpos são 

opsonizados e internalizados via receptor de imunoglobulina Fcγ (FcγR) expresso nas 

células alvo (Yauch & Shresta, 2008). Uma vez na vesícula endocítica e após 

acidificação do lisossomo, ocorre uma mudança conformacional irreversível da proteína 



 

  
  

E viral, de dímero para trímero, que passa a expor seu domínio fusogênico, ocorrendo à 

fusão do envelope viral com o lisossomo (Figura 8) (Gollins, 1986; Perera & Kuhn, 

2008).  

 

Figura 8: Mudança conformacional da proteína E dos DENV durante a replicação 

viral. (a – c) Vírus imaturo não infeccioso, (d) Vírus maduro infeccioso (adaptado de 

Perera & Kuhn, 2008).  

   

 O nucleocapsídeo é liberado no citoplasma onde o RNA genômico funciona como 

RNAm, ocorrendo tradução do mesmo por ribossomos celulares em três proteínas 

estruturais e, por serino proteases virais, em sete proteínas não estruturais. A NS5, 

juntamente com outras proteínas virais e celulares associadas às membranas 

perinucleares, catalisa a replicação do RNA. Um RNA de polaridade negativa, 

assimétrico é produzido para servir como molde na síntese de RNAs de polaridade 

positiva da progênie.  

 O acúmulo de RNAs de polaridade negativa é observado 3 horas após a infecção, 

apesar de sua concentração ser 10 vezes inferior à do RNA com polaridade positiva. Os 

RNAs genômicos são envolvidos pelas proteínas estruturais como parte do processo de 

montagem das partículas da progênie, o que ocorre no retículo endoplasmático.  A 

maturação dos vírions ocorre em membranas intracelulares no aparelho de Golgi e as 

partículas virais sofrem exocitose (Figura 9) (Chambers, 1990; Nawa, 1998; Tomlinson 

et al., 2009). 

 



 

  
  

 

Figure 9: Diagrama esquemático da replicação dos DENV (adaptado de Tomlinson et 

al., 2009). 

 

1.6  Manifestações Clínicas 

 

O dengue é uma doença febril aguda causada por qualquer um dos quatro 

sorotipos virais (Edelman & Hombach, 2008), que pode causar manifestações clínicas 

semelhantes, porém podem variar em intensidade de acordo com as características do 

hospedeiro e do vírus (Rothman e Ennis, 1999).  

O período de incubação pode variar de 3 a 15 dias, mas é, em média, de 4 a 7 

dias, após o qual a doença poderá evoluir para as seguintes formas clínicas de acordo 

com a Organização Mundial de Saúde (OMS): assintomática, indiferenciada ou 

oligossintomática, DC e FHD/SCD.  

Alguns indivíduos podem ser infectados pelos DENV e não apresentar sintomas, 

em razão das características da baixa virulência do vírus, ou do estado imunológico do 

indivíduo. É a forma clínica mais comum, e estima-se que, durante as epidemias, ocorra 

um caso sintomático para cada cinco casos assintomáticos. Na forma oligossintomática 
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não se pode diferenciar clinicamente o dengue de outras viroses. Apresenta-se como 

febre indiferenciada, assemelhando-se à síndrome gripal (Souza et al., 2008). 

 

1.6.1  Dengue Clássico (DC) 

 

No DC a febre é geralmente de início súbito podendo alcançar até 40ºC, 

decrescendo dia a dia. Dura, em média, 2 a 7 dias e pode ser bifásica com melhora em 

torno do terceiro ou quarto dia por 12 a 24 horas, para ressurgir em seguida por mais 1 

a 2 dias.  Os sintomas do DC incluem febre, cefaléia, dor retro-orbital, sintomas 

gastrointestinais, mialgia, artralgia e rash (Souza et al., 2008).  

Anorexia, náuseas, vômito e diarréia podem ser observadas por 2 a 6 dias (SVS, 

2007). Alguns pacientes podem evoluir para formas graves da doença e passam a 

apresentar sinais de alarme, principalmente quando a febre cede que precedem as 

manifestações hemorrágicas graves. As manifestações hemorrágicas podem ocorrer na 

DC em alguns indivíduos, sendo mais comuns petéquias, equimoses, epistaxe, 

hemorragia gengival e metrorragias, surgindo no final do período febril (Cunha & 

Nogueira, 2005).  

Em geral, os dados laboratoriais associados ao DC incluem leucopenia com 

linfocitose subseqüente, marcada pela presença de linfócitos atípicos. A trombocitopenia 

é comum e cerca de 34% dos pacientes com DC possuem contagem de plaquetas 

menor do que 100.000/mm3 (Malavige et al., 2004). A forma clássica é auto limitada e 

geralmente resulta na completa recuperação (Nishiura & Halstead, 2007). 

 

1.6.2  Febre Hemorrágica do dengue (FHD) 

 

A forma mais grave do dengue, segundo a classificação utilizada pela OMS, é a 

FHD/SCD (que possui 4 graus de gravidade) e ocorrem com maior freqüência nas 

infecções secundárias. Embora seja representada por uma proporção menor nos 

indivíduos de todas as formas do dengue, a FHD é a única forma grave que é bem 

definida pelos seguintes critérios que são: febre, tendências hemorrágicas, 

trombocitopenia e extravasamento de plasma (WHO, 1997, 2002). A tendência 



 

  
  

hemorrágica é indicada através do teste positivo do torniquete, petéquias, sangramento 

da mucosa e do trato gastrintestinal, hematêmese e melena (Yauch & Shresta, 2008).  

Os dados laboratoriais caracterizam-se por apresentar contagem de plaquetas 

inferior a 100.000/mm3 e hemoconcentração, refletida por um aumento de 20% do 

hematócrito (Malavige et al., 2004).  

Os Graus I e II são considerados formas mais branda da FHD, enquanto os Graus 

III e IV representam a evolução da doença para o estágio de choque (WHO, 1997). Esta 

é uma classificação dinâmica e pode mudar rapidamente de acordo com a evolução e o 

estágio em que o paciente se encontra (Sá & Zagne, 2008).  

A convalescença de pacientes com FHD/SCD é rápida (WHO, 1997). A elevação 

de enzimas hepáticas (alanina aminotransferase [ALT] e aspartato aminotransferase 

[AST]) é comum tanto na DC como na FHD/SCD (Yauch & Shresta, 2008). 

Já o aumento da permeabilidade vascular pode levar a um colapso vascular com 

perda de fluidos com sinais de insuficiência circulatória tais como: pele fria e 

congestionada, inquietação e baixa pressão do pulso (< 20mm Hg), resultando na SCD 

que pode levar a morte (Nishiura & Halstead, 2007).  

  

1.6.3  Dengue com Complicações (DCC) 

 

O Ministério da Saúde, no Brasil, tem considerado o termo dengue com 

complicações (DCC), para os casos em que há dificuldade em classificar os pacientes 

segundo os critérios da OMS (SVS, 2008). 

Dengue com complicações são casos que não se enquadram nos critérios de 

FHD, e quando a classificação de DC é insatisfatória. Neste contexto, a presença de um 

dos sinais e sintomas a seguir caracteriza o quadro: alterações graves do sistema 

nervoso, disfunção cardiorrespiratória, insuficiência hepática, contagem de plaquetas 

igual ou inferior a 50.000/mm3, hemorragia digestiva, derrame cavitários, leucometria 

global ou inferior a 1.000/mm3 e óbito (SVS, 2008). A grande maioria dos pacientes 

classificados como DCC apresenta quadros clínicos graves, que exigem uma 

abordagem específica e requerem internação em uma boa parte de vezes (Sá & Zagne, 



 

  
  

2008). A classificação clínica da OMS não atende aos critérios necessários para um 

prognóstico precoce e a intervenção preventiva de casos graves no Brasil. 

A Organização Mundial da Saúde está re-avaliando a classificação dos casos de 

dengue. O propósito é desenvolver uma classificação clínica mais útil do dengue para o 

diagnóstico precoce, triagem e o manejo do paciente. Uma iniciativa apoiada pela OMS 

intitulada Dengue Control (DENCO), está realizando um estudo de avaliação dos sinais 

e sintomas associados com a gravidade e em breve deverá apresentar uma nova 

classificação clínica com o objetivo principal de orientar médicos na identificação 

precoce de casos graves (Torres, 2008; WHO, 2008).  

Por fim, vale salientar que uma nova classificação, qualquer que seja, deverá vir 

através de um consenso internacional e ser apropriada para o uso global como 

esquema único. Devem-se evitar dessa maneira classificações isoladas que, 

eventualmente, poderiam atender a particularidades regionais e populacionais 

específicas, mas que seriam inadequadas em outras regiões (Sá & Zagne, 2008). 

Sinais de alerta tais como dor abdominal intensa e contínua, agitação ou letargia, 

vômitos persistentes, pulso filiforme, extremidades frias, taquicardia, sudorese, cianose, 

diminuição da diurese, aumento repentino do hematócrito, queda abrupta de plaquetas, 

desconforto respiratório, hepatomegalia dolorosa, derrames cavitários indicam a 

possibilidade de um agravamento do quadro clínico e evolução para FHD/SCD (SVS, 

2008) 

 

1.7   Resposta imune 

 

A infecção em humanos por um sorotipo confere imunidade permanente contra re-

infecções subseqüentes pelo mesmo sorotipo, mas apenas proteção parcial e 

temporária contra os outros sorotipos (Halstead, 2002; Martinez, 2008).  

Tem sido observada em infecções subseqüentes por diferentes sorotipos do vírus a 

chance do desenvolvimento de uma forma mais grave da doença. Esse fato pode ser 

explicado pela teoria da ADE, segundo a qual anticorpos não-neutralizantes, adquiridos 

em uma infecção prévia por um vírus heterólogo, ligam-se ao novo sorotipo infectante e 



 

  
  

facilitam sua entrada nos macrófagos, por intermédio dos receptores de Fc (receptores 

de imunoglobulina) (Halstead SB, 1988; Simmons et al., 2006).  

A resposta imunológica do hospedeiro pode ser tanto protetora quanto patogênica 

expressa por uma produção excessiva de citocinas, assim como pela mudança na 

resposta tipo TH1 para TH2, além da inversão da taxa de CD4/CD8 (Mabalirajan et 

al.,2005). A produção excessiva de citocinas produz um aumento da permeabilidade 

vascular que resulta no extravasamento de plasma, alteração fiosiológica fundamental 

do dengue, mediante a qual se perde água e proteínas para o espaço extravascular, 

procedendo a hemoconcentração e por vezes o choque hipovolêmico (Basu, 2008).                                                

A viremia atinge seu pico logo após o aparecimento dos primeiros sintomas, muitas 

vezes antes mesmo do paciente apresentar-se doente o suficiente para recorrer a 

tratamento médico. Vírus circulantes permanecem, no entanto, detectáveis geralmente 

até o quinto dia de doença, coincidindo com o período em que os níveis de anticorpos 

começam a elevar-se (Vorndam & Kuno, 1997). 

O isotipo dominante de imunoglobulina em uma infecção primária é a IgM. Uma 

pequena porcentagem dos pacientes apresenta níveis detectáveis de IgM já no primeiro 

dia da doença e a maioria (cerca de 93%) encontra-se positivo no sexto dia após o 

aparecimento dos primeiros sintomas (PAHO, 2004). Os níveis de IgM aumentam 

rapidamente e atingem seu pico por volta de duas semanas, permanecendo detectáveis 

por 2 a 3 meses, o que faz desses anticorpos indicadores de infecções recentes (Gubler  

& Sather, 1988).  

Anticorpos IgG  começam a aparecer, em uma resposta primária, alguns dias 

depois dos IgM, sendo detectáveis a partir do quinto dia de doença. Os títulos de IgG 

aumentam lentamente a partir da primeira semana de infecção e permanecem 

detectáveis por toda a vida. Indivíduos com imunidade prévia ao DENV ou mesmo a 

outro Flavivirus desenvolvem uma resposta secundária caracterizada pelo rápido 

aumento no título de IgG quase que imediatamente após o início dos sintomas e pelo 

alto grau de reação cruzada, mesmo contra outros Flavivirus, apresentado por esses 

anticorpos (Innis et al., 1989).  

Os níveis de IgM na resposta secundária são consideravelmente mais baixos do 

que na  resposta primária (Figura 10) (WHO, 1997). A relação entre os títulos de IgM e 



 

  
  

IgG e a especificidade dos anticorpos pode ser, portanto, usados na caracterização de 

respostas primárias e secundárias.  

Anticorpos IgM e IgG podem ser específicos para um determinado sorotipo em 

algumas infecções primárias, o que geralmente em infecções secundárias não ocorre 

(Halstead, 2007). O grau de reação cruzada apresentada por esses anticorpos é 

variável e depende do antígeno e do teste diagnóstico utilizado (Vorndam & Kuno, 

1997). 

Anticorpos contra sete das dez proteínas codificadas pelo DENV já foram descritos 

(Brinton et al., 1998), sendo que aqueles direcionados contra a proteína E são os únicos 

neutralizantes e os mais freqüentemente detectados tanto em respostas primárias 

quanto em secundárias (Valdes et al., 2000). 

 

 

Figura 10: Níveis de anticorpos e antígeno NS1 durante as respostas primária e 

secundária aos DENV (adaptado de PanBio Diagnostics).  

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

1.8  Diagnóstico laboratorial 

 

Os métodos de diagnóstico mais utilizado nas infecções por DENV incluem o 

isolamento viral em cultura de células, detecção de ácido nucléico viral pelo RT-PCR, 

técnicas sorológicas para pesquisa de anticorpos específicos, detecção de antígenos 

virais em tecidos através de imunohistoquímica e, mais recentemente, a pesquisa de 

antígeno NS1. 

O estabelecimento da cultura de células de mosquito no sistema de isolamento 

viral representou um grande avanço aos métodos virológicos utilizados no diagnóstico 

do dengue (Gubler & Sather, 1988). O clone C6/36, de célula de mosquito Aedes 

albopictus, (Igarashi, 1978) tem sido o mais utilizado nas últimas décadas, pois 

demonstrou ser altamente sensível à infecção pelos DENV, além de sua fácil 

manutenção, já que pode ser mantida à temperatura ambiente (Nogueira et al., 1988; 

Miagostovich et al., 1993). 

A presença viral pode ser detectada pelo efeito citopático (ECP) na monocamada 

celular ou pela técnica de imunofluorescência indireta, com a utilização de soros 

hiperimunes aos quatro sorotipos dos DENV.  Para a identificação dos DENV, utilizam-

se anticorpos monoclonais específicos para os quatro sorotipos (DENV 1 à 4) (Gubler 

et al., 1984). 

O ensaio imunoenzimático de captura de anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA) 

tem sido, nas últimas décadas, o método de eleição para o diagnóstico das infecções 

pelos DENV (Kuno et al., 1987; Nogueira et al., 1993).  É um método rápido, fácil de ser 

executado e tem se mostrado extremamente útil, tanto para o diagnóstico individual de 

dengue como para estudos epidemiológicos.  Entretanto, as provas pareadas são de 

grande valor diagnóstico, pois possibilitam a detecção de soroconversões (Vorndam & 

Kuno, 1997). 

Ensaios imunoenzimáticos de detecção de anticorpos da classe IgG (G-ELISA) 

(Chungue et al., 1989; Miagostovich et al., 1999) vêm sendo cada vez mais utilizado 

para a caracterização da resposta imune humoral de dengue, servindo como uma 

alternativa ao teste de inibição da hemaglutinação (IH) descrita por Clarke & Casals 

(1958), por ser uma metodologia rápida e de fácil execução.   



 

  
  

A técnica de imunohistoquímica pode ser de grande utilidade para a detecção dos 

DENV em tecidos infectados. Baseia-se na conjugação de distintos marcadores, com 

moléculas de imunoglobulina, que com auxílio de um substrato específico localiza o 

antígeno tecidual. Atualmente há disponibilidade de grande número de anticorpos para 

uso em tecidos fixados em formol e incluídos em blocos parafina, permitindo o estudo de 

blocos arquivados por longos períodos, principalmente em casos fatais (Miagostovich et 

al., 1997). 

 Diversos protocolos de amplificação genômica utilizando transcrição reversa 

seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR), têm sido utilizados no 

diagnóstico rápido das infecções por dengue (Morita et al., 1991; Lanciotti et al., 1992; 

Brown et al., 1996; Figueiredo et al., 1997; Harris et al., 1998; DePaula et al., 2002).  

Esses protocolos têm sido úteis tanto para a clínica quanto para a vigilância virológica e 

são importantes por identificar o sorotipo infectante.  Além disso, eles podem confirmar o 

diagnóstico em situações em que o material disponível não é adequado para o 

isolamento viral (Morita et al., 1991; Lanciotti et al., 1992).   

O PCR em tempo real ou PCR quantitativo é uma tecnologia que apresenta o 

mesmo princípio de um PCR convencional, porém o produto é detectado à medida que 

é amplificado. Pode-se utilizar o sistema SYBR Green, que possui comportamento 

semelhante ao do brometo de etídio, intercalando-se a qualquer DNA fita dupla, ou 

ainda, o sistema TaqMan ™, que consiste na utilização de uma sonda marcada nas 

duas extremidades por corantes fluorescentes distintos (ex., FAM e TAMRA). Diversos 

protocolos para a detecção dos DENV têm sido propostos desde o desenvolvimento 

desta nova metodologia (Drosten et al, 2002; Jhonson et al., 2005). 

 
1.8.1   Kits Comerciais 

 
Um dos fatores mais importantes e necessários para o diagnóstico clínico e para 

a vigilância epidemiológica do dengue é a disponibilidade de métodos rápidos, sensíveis 

e específicos para detectar a infecção viral. Neste contexto, vários testes comerciais têm 

sido desenvolvidos para o diagnóstico das infecções por DENV para pesquisa de 

anticorpos específicos (Wu et al., 1997; Kuno et al., 1998; Lam & Devine, 1998; Sang et 

al., 1998; Vaughn et al., 1999; Lam et al., 2000; Cuzzubbo et al., 2001). Atualmente, 



 

  
  

vários testes de captura de IgM e IgG encontram-se  disponíveis comercialmente, 

possibilitando a análise rápida e reprodutível de um grande número de amostras, sem a 

necessidade de equipamentos sofisticados (Palmer et al., 1999; Vaughn et al., 1999; 

Lam et al., 2000). Porém, apesar das qualidades desses testes e dos avanços que eles 

proporcionaram na área de diagnóstico, uma importante limitação é a não detecção da 

doença em sua fase inicial. Com o objetivo de atender as estas necessidades, alguns 

ensaios imuno-enzimáticos para captura da proteína viral solúvel NS1 vêm sendo 

desenvolvidos com sucesso (Young et al., 2000; Alcon et al., 2002; Dussart et al., 2006; 

Sekaran et al., 2007; Kumarasamy et al., 2007; Blacksell et al., 2007; Ludert et al., 2008; 

Lapphra et al., 2008; McBride, 2009; Zainah et al., 2009).  

O antígeno NS1 está presente no soro de indivíduos infectados desde o primeiro 

dia do aparecimento dos sintomas e permanece detectável até o quinto ou sexto dia. 

Como essa proteína aparece no início da infecção, antes do surgimento dos primeiros 

anticorpos, seu uso como uma ferramenta de detecção precoce da dengue vem sendo 

investigada (Xu et al., 2006).  

Uma vez que NS1 induz, também, uma forte resposta humoral, o uso dessa 

proteína como antígeno em testes de detecção de anticorpos é bastante promissora 

(Valdes et al., 2000). Os kits comerciais mais comumente utilizados atualmente para o 

diagnóstico do dengue estão apresentados na Tabela 1. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

Tabela 1: Kits comerciais disponíveis para o diagnóstico das infecções por DENV:  

Fabricante Kit 
Format

o 
Detecção/Captura Diagnóstico 

PanBio 

Diagnostics 

 

Dengue Duo 

Cassete 

 

*IC 

 

Detecção IgM e 

IgG 

Diferenciação entre 

infecções primárias e 

secundárias 

Dengue Duo IgM & 

IgG Rapid Strip 

Test 

 

*IC 

 

Detecção IgM e 

IgG 

Diferenciação entre 

infecções primárias e 

secundárias 

Dengue IgM 

Capture ELISA 
ELISA Captura IgM 

Detecção de infecção 

ativa 

Dengue IgG 

Capture ELISA 

ELISA 

 
Captura IgG 

Diagnóstico de 

infecção secundária 

Dengue IgG 

Indirect ELISA 

 

ELISA 

 

Detecção IgG 

Detecção de infecção 

passada/ ativa 

pan-E Dengue 

Early ELISA 
ELISA 

Captura antígeno 

NS1 

Detecção precoce de 

infecção ativa 

Bio Rad 

Laboratorie

s 

Platelia™ Dengue 

NS1 Ag 
ELISA 

Captura antígeno 

NS1 

Infecções primárias e 

secundárias agudas 

Dengue NS1 Ag 

STRIP 
*IC 

Captura antígeno 

NS1 

Detecção precoce de 

infecção ativa 

* IC: Imunocromatografia 

 

 

1.9   Prevenção e controle 

 

No Brasil, o Ministério da Saúde propôs em 1996, o Programa de Erradicação do 

A. aegypti (PEAa) com o objetivo de reduzir sua infestação, a incidência da doença e a 

letalidade por FHD. Entretanto, a introdução do DENV-3 no país e a re-emergência do 

DENV-2, com sua rápida disseminação, evidenciou a facilidade para a circulação de 



 

  
  

novos sorotipos ou cepas virais, ressaltando a possibilidade de ocorrência de novas 

epidemias de DC e FHD.  

Neste cenário epidemiológico, o Ministério da Saúde apresentou em 2002 o 

Programa Nacional de Controle de Dengue (PNCD), para a intensificação e implantação 

de medidas de controle, visando à redução do impacto do dengue no país (FUNASA, 

2002). Porém, apesar deste programa que tem por objetivo a redução dos casos de 

dengue no país, a taxa de incidência apresentou um aumento de mais 50% no ano de 

2008, quando comparado aos de 2006 e 2007, atingindo cerca de 390 casos por 100 mil 

habitantes com grande disseminação do vírus por quase todo o território nacional (SVS, 

2008).  

No ano de 2008, o Brasil representou 80% dos casos de dengue notificados nas 

Américas. O estado do RJ representou uma área de grande importância epidemiológica 

contribuindo com a maior parte do número de casos notificando 259.392 casos 

suspeitos de dengue até a 52ª semana epidemiológica de 2008, onde foram 

confirmados 240 óbitos. O sorotipo DENV-2 ainda predomina no estado, no entanto há 

uma co-circulação dos sorotipos DENV-1, 2 e 3 (SVS, 2009). 

É essencial a obtenção de uma vacina tetravalente, capaz de gerar uma resposta 

de anticorpos elevada e duradoura, tendo em vista a possibilidade de uma reinfecção 

nas áreas endêmicas. Enquanto uma vacina eficaz não for desenvolvida, as medidas de 

controle ao vetor consistem no principal instrumento para a prevenção da infecção pelos 

DENV, além da melhoria dos serviços de saneamento básico e a rápida identificação 

dos pacientes que apresentem formas clínicas graves da doença. 

 

1.9.1   Vacinas em desenvolvimento contra os DENV 

 

Apesar da indisponibilidade de que possa prevenir contra as infecções por dengue, 

várias vacinas candidatas, em diferentes estágios de desenvolvimento estão em estudo 

(Konish et al., 2006). Uma vacina ideal contra os DENV deve ser segura, tetravalente e 

eficiente, induzindo um nível de proteção semelhante ao observado após uma infecção 

natural para todos os sorotipos com o mínimo de imunizações possível (Whitehead et 

al., 2007). Além disso, deve possuir um baixo custo, produzir o mínimo de reações, 



 

  
  

apresentarem pelo menos 85% de efetividade, prover imunidade duradoura (Almond et 

al., 2002) e ser segura para uso em crianças de 9-12 meses em áreas endêmicas 

(Mackenzie et al., 2004).  

Uma grande dificuldade para a produção de vacinas anti-DENV deve-se à falta de 

um modelo animal para a realização dos testes de virulência (WHO, 2002). Macacos 

que são suscetíveis aos vírus e representam os hospedeiros selvagens naturais apenas 

desenvolvem uma viremia moderada e nenhuma doença significativa, mesmo após 

infecção secundária (Halstead et al., 1973).  

As abordagens utilizadas para o desenvolvimento de vacinas contra os DENV 

incluem vacinas vivas atenuadas após passagens seriadas em culturas de células, 

vacinas recombinantes atenuadas, quiméricas e de subunidades (Pugachev et al., 

2003). 

Esforços para desenvolver uma vacina começaram em 1920 com o uso de extratos 

inativados de mosquito Aedes infectados com os vírus e continuaram durante a 2ª 

Guerra Mundial usando vírus atenuado por passagem em cultura de células (Hombach, 

2007). Recentemente, a Fundação Bill e Melina Gates criou uma Iniciativa para uma 

Vacina Pediátrica contra Dengue (PDVI) e está investindo milhões de dólares para 

acelerar o processo de geração e testes clínicos de vacinas (WHO, 2006; Edelman, 

2007). O sucesso de vacinas atenuadas, como da febre amarela, aliada ao fato dessas 

vacinas promoverem imunidade completa e duradoura, fez com que duas candidatas a 

vacina tetravalentes fossem desenvolvidas. 

A primeira, foi desenvolvida pela Universidade Mahidol em Bancoc na Tailândia, 

juntamente com a Sanofi Pasteur, por meio de passagens sucessivas de DENV-1, 2 e 4 

virulentos em células primárias de rim de cachorro (PDK) e DENV-3 em células 

primárias de rim de macaco verde (PGMK) (Homback, 2007). Estudos revelaram que o 

componente DENV-3 era pouco atenuado, induzindo reações moderadas ou sistêmicas 

e mesmo esforços de rederivar molecularmente esse sorotipo não foram bem sucedidos 

(Sanchez et al., 2006).  

O exército americano, por meio do Instituto Militar de Pesquisa (Walter Reed Army 

Institute of Research [WRAIR]), desenvolveu uma vacina utilizando uma estratégia 

similar à empregada pela Universidade de Mahidol. Sorotipos virulentos do DENV foram 



 

  
  

passados em células PDK para atenuação e diferentes passagens foram escolhidas 

para analisar o nível de atenuação, imunogenicidade e capacidade protetora em 

modelos animais (Whitehead et al., 2007). Embora os candidatos monovalentes tenham 

sido bem sucedidos em testes em humanos, foi observada interferência entre os 

sorotipos em formulações tetravalentes testadas, com o DENV-1 apresentando-se 

pouco atenuado em relação aos outros sorotipos (Sun et al., 2003). Os testes clínicos 

conduzidos pelo WRAIR e pela Glaxo Smith Kline em 16 diferentes formulações 

tetravalentes foram analisados em humanos (Edelman et al., 2003). Formulações 

tetravalentes estão em teste de Fase II na América do Norte e no Sudeste Asiático 

(Whitehead et al., 2007) e os fabricantes ainda tentam aperfeiçoar a formulação da 

vacina (Hombach, 2007). 

  O Instituto Nacional de Saúde (NIH) dos Estados Unidos também está 

desenvolvendo uma vacina atenuada contra o vírus. Porém, diferentemente das 

candidatas anteriores, técnicas de manipulação genética foram utilizadas para atenuar o 

vírus por meio de uma deleção de 30 nucleotídeos na sua região 3’ não traduzida 

(Whitehead et al., 2003). Outra estratégia do mesmo Instituto é o desenvolvimento de 

vacinas quiméricas contendo os genes prM/E dos DENV-1, 2 e 3 no vírus atenuado de 

DENV-4 que contém a deleção de 30 nucleotídeos na 3’ não traduzida (Blaney et al., 

2006). 

  Seguindo a mesma estratégia dos vírus quiméricos, as empresas farmacêuticas 

Acambis e Sanofi Pasteur criaram a ChimeriVax, uma vacina quimérica onde os genes 

prM/E dos quatro sorotipos de DENV são inseridos no vírus vacinal da Febre Amarela 

FA 17D (Guirakhoo et al., 2001; Guirakhoo et al., 2006). Vacinas quiméricas 

dengue/dengue estão sendo desenvolvidas pelo Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças dos Estados Unidos (CDC), mas ainda se encontram em ensaios pré-clínicos 

(Huang et al., 2003).  

  Uma vacina quimérica tetravalente em estudo, submetida aos testes de 

avaliação, produziu anticorpos neutralizantes em macacos rhesus contra os quatro 

sorotipos do DENV (Raviprakash et al., 2006). A maioria das vacinas em 

desenvolvimento utiliza a proteína E do DENV para induzir resposta imune. Entretanto, 

sabe-se que a resposta imune mediada pela célula estimulada por essa proteína é 



 

  
  

fraca. Por essa razão, novas abordagens para o desenvolvimento de vacinas utilizam a 

proteína NS1, com resultados satisfatórios em camundongos (Timofeev et al., 2004; 

Costa et al., 2007; Hombach, 2007).   

 A companhia Hawaii Biotech está investindo em vacinas recombinantes onde as 

proteínas E/NS1 são expressas em células S2 de Drosophila melanogaster (Putnak et 

al., 2005) e testes clínicos de Fase I devem começar em breve. Existem ainda vacinas 

de DNA sendo desenvolvidas pelo Centro de Pesquisas Médicas da Marinha Americana 

(Raviprakash et al., 2003, 2006; Hombach, 2007).  

 Após a realização de estudos satisfatórios em pequenos animais e primatas não-

humanos, as vacinas candidatas devem completar os estudos de Fase 1 e 2 (segurança 

e imunogenicidade) e o estudo de Fase 3 (eficácia vacinal) em populações 

selecionadas. Apesar do grande otimismo, a liberação de uma vacina efetiva contra os 

quatro sorotipos do DENV, ainda requer anos de pesquisa e testes clínicos em seres 

humanos. As principais tentativas para o desenvolvimento de vacinas contra o dengue 

estão apresentadas na Tabela 2 (Cordeiro et al., 2007a). 

 

Tabela 2: Lista parcial das vacinas candidatas contra os DENV (adaptado de Hombach 

et al., 2007). 

 

FRhL: Célula de pulmão de feto de macaco Rhesus 

 



 

  
  

2  RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

 O dengue é um problema de saúde pública em muitos países tropicais e 

subtropicais do mundo. A inexistência de uma vacina licenciada e de terapias antivirais 

específicas requer um diagnóstico sensível e específico essenciais à vigilância da 

doença. O diagnóstico precoce pode guiar a implementação de medidas de controle do 

vetor, atuando preventivamente na expansão de surtos e epidemias.  

 As técnicas de diagnóstico mais utilizadas tem sido baseadas na detecção de 

anticorpos IgM e IgG anti-DENV por meio do MAC-ELISA e IgG-ELISA (Huang et al., 

2001). Porém, uma das limitações consiste na variação dos percentuais variáveis de 

detecção destes anticorpos durante a fase aguda da doença. Geralmente, são 

necessários de 3 a 5 dias para anticorpos IgM anti-DENV e de 1 a 14 dias para 

anticorpos IgG anti-DENV se tornam detectáveis, além de apresentarem diferentes 

perfis de indução em infecções primárias e secundárias (Schilling et al., 2004).  

 Durante a fase aguda da infecção por DENV, a proteína NS1 é produzida 

associada à membrana ou pode ser secretada da superfície da célula infectada (Mason, 

1989; Westaway et al., 1997, Lapphra et al., 2008; McBride, 2009), sendo encontrada 

circulando no soro de pacientes apresentando infecção primária ou secundária (Young 

et al., 2000). Pode ser detectada até 9 dias após o início dos sintomas, tanto de 

pacientes com DC quanto FHD e antes mesmo que o IgM se torne detectável (Alcon et 

al., 2002; Lapphra et al., 2008).  

A disponibilidade de testes comerciais para a captura do antígeno NS1 de DENV 

no soro agudo fornece uma ferramenta diagnóstica adicional às abordagens existentes 

como o PCR, sorologia e isolamento viral. Estudos recentes já demonstraram a 

sensibilidade e especificidade de testes comerciais para a captura de NS1 para o 

diagnóstico laboratorial das infecções por dengue (Kumarasamy et al., 2007; Blacksell et 

al., 2008; Dussart et al., 2008; Lapphra et al., 2008; McBride, 2009; Zainah et al., 2009; 

Hang et al., 2009; Chaiyaratana et al., 2009). 

 

 



 

  
  

Portanto, neste estudo, visamos avaliar a sensibilidade e especificidade dos três 

testes comerciais de captura de antígeno NS1 de DENV disponíveis no mercado em 

casos provenientes de epidemias ocorridas no estado do Rio de Janeiro de 1986 a 

2008. 

Diante da situação epidemiológica do dengue no país, com a co-circulação de 

três sorotipos e ocorrência de sucessivas epidemias, o diagnóstico precoce se torna de 

grande importância para atender as necessidades do SUS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

3  OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o desempenho de três kits comerciais de captura de antígeno NS1 (pan-E 

DENGUE EARLY ELISA - PanBio Diagnostics; Dengue Platelia NS1 - BioRad 

Laboratories e Dengue NS1 Ag STRIP; Bio-Rad Laboratories) disponíveis para o 

diagnóstico precoce das infecções por dengue com painel de amostras do Laboratório 

de Referência para Dengue e Febre Amarela no período de 1986- 2008.  

   

3.1.1 Objetivos Específicos: 

 

• Estudar a sensibilidade e especificidade de cada kit individualmente e em uma mesma 

subpopulação; 

 

• Estudar a sensibilidade na confirmação de casos de DENV-1, DENV-2 e DENV-3; 

 

• Estudar a sensibilidade em relação à técnica de RT-PCR, isolamento viral e MAC-

ELISA; 

 

• Estudar a sensibilidade na confirmação de casos de infecção primária e secundária por 

dengue; 

 

• Realizar uma curva de detecção de NS1 no soro dos pacientes de acordo com o 

número de dias após o início dos sintomas. 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

4   MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Flavivirus, Laboratório de Referência 

Regional para Dengue e Febre Amarela, do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. 

 

4.1  Definição dos casos de dengue e não-dengue 

 

Os casos de doença aguda febril compatível com dengue de acordo com critérios 

da WHO (1997) e na qual a infecção foi confirmada por isolamento viral em cultura de 

células C6/36 (Igarashi, 1978), MAC-ELISA (Kuno et al, 1987), IgG-ELISA (Miagostovich 

et al, 1999) e RT-PCR (Lanciotti et al, 1992). Casos suspeitos apresentando quadro 

febril onde não houve confirmação por nenhuma metodologia disponível no laboratório e 

casos de indivíduos saudáveis foram definidos neste estudo como casos não-dengue. 

As amostras de casos de indivíduos saudáveis foram obtidas de doadores saudáveis do 

Banco de sangue, Hemocentro, no Hospital Universitário Clementino Fraga, UFRJ. As 

amostras foram doadas após a confirmação de testes sorológicos negativos para VDRL 

(sífilis), Doença de Chagas, Hepatites Virais (HBSag, anti-HCV) e Anti- HIV1 e HIV2. 

 

4.2  Amostras clínicas 

 

As amostras analisadas neste estudo foram obtidas a partir da coleção de soros do 

Laboratório de Flavivirus, do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Foram examinadas 

amostras (n=852) do primeiro ao nono dia após o inicio dos sintomas, de casos 

ocorridos desde a introdução do dengue no Rio de Janeiro em 1986 até o ano de 2008. 

Os pacientes que foram incluídos neste estudo informaram por escrito o consentimento 

livre e esclarecido e este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Humana (CEP: 274/05). 

Um total de 852 amostras foram analisadas pelo pan-E ELISA (PanBio 

Diagnostics),  845 amostras analisadas pelo NS1 Ag Strip (BioRad Laboratories) e 450 

amostras analisadas pelo NS1 Dengue Platelia (BioRad).  Uma subpopulação de 450 



 

  
  

amostras foi utilizada com o intuito de se comparar o desempenho dos três kits 

comerciais de captura do antígeno NS1 entre si. 

Para a avaliação dos kits comerciais de captura de NS1 de DENV, um painel de 

amostras previamente caracterizadas foram distribuídas em 10: Grupo A: soros de 

pacientes infectados por DENV-1, Grupo B: soros de pacientes infectados por DENV-2, 

Grupo C: soros de pacientes infectados por DENV-3, Grupo D: soros de pacientes onde 

a infecção foi confirmada por MAC-ELISA, porém onde o sorotipo não pôde ser 

identificado, Grupo E: soros de indivíduos saudáveis, Grupo F: soros de casos suspeitos 

de dengue, mas que não foram confirmados após a realização do diagnóstico 

laboratorial de referência, Grupo G: soros de pacientes positivos para febre amarela, 

Grupo H: soros de pacientes vacinados para febre amarela, Grupo I: soros de pacientes 

positivos para sarampo e Grupo J: soros de paciente positivos para rubéola. A 

distribuição das amostras nos grupos de acordo com os kits comerciais utilizados está 

apresentada na Tabela 3. As amostras de pacientes positivos para rubéola e sarampo 

foram gentilmente cedidas pela Drª Marilda Siqueira do Laboratório de Vírus 

Respiratório e Sarampo /IOC-FIOCRUZ. 

 

Tabela 3. Distribuição dos Grupos de amostras analisadas de acordo como o kit 

de captura de antígeno NS1 avaliado. 

Grupo 
  

No. de amostras analisadas 

pan-E PanBio NS1 Platelia NS1 Ag Strip 

A (casos de DENV1) 
B (casos de DENV2) 
C (casos de DENV3) 
D (casos IgM positivo) 

100 
100 
100 
126 

50 
50 
58 
62 

100 
100 
122 
100 

Total dos grupos A-D 426 220 422 
E (pessoas saudáveis) 
F (pessoas negativas para dengue) 
G (casos de febre amarela) 
H (vacinados para febre amarela) 
I (casos de sarampo) 
J (casos de rubéola) 

30 
277 
22 
47 
16 
34 

30 
86 
20 
44 
16 
34 

30 
274 
22 
47 
16 
34 

Total dos grupos E-J 426 230 423 

Total analisado 852 450 845 



 

  
  

4.3  Isolamento Viral 

 

O isolamento viral foi realizado em cultura de células de mosquito Ae. Albopictus 

clone C6/36 (Igarashi, 1978). 

 As células foram incubadas a 28ºC em meio Leibovitz (Sigma Chemical Company, 

St. Louis, USA) (L15, Leibovitz, 1963) e mantidas por repiques semanais. Tubos foram 

preparados com 1,5 mL da suspensão celular em meio L-15 com 2% de soro fetal 

bovino (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Os soros diluídos 1/10 em meio L-15 foram 

inoculados em alíquotas de 0,05 mL. Após inoculação, os tubos foram incubados a 28°C 

e observados diariamente, por um período de até dez a quatorze dias, em microscópio 

óptico invertido (Zeiss - Deutschland, Germany), com aumento de até 800 vezes. 

As culturas que não apresentaram ECP (efeito citopático) após o 10° dia de 

inoculação foram testadas com fluído ascítico hiperimune de camundongo (Instituto 

Evandro Chagas – PA) para dengue, pela técnica de imunofluorescência indireta (IFI) 

para detecção dos DENV, sendo as reações negativas consideradas como isolamento 

negativo. 

As culturas que apresentaram reação positiva pela IFI para detecção ou pela 

observação de ECP foram processadas pela técnica de IFI para a tipagem viral, 

empregando-se, neste caso, anticorpos monoclonais específicos para os quatro 

sorotipos dos DENV (Instituto Evandro Chagas – PA) (Henchal et al, 1982; Gubler et al, 

1984). 

Após agitação, os tubos de células inoculados foram mantidos a 4°C por no mínimo 

2 horas para a sedimentação das células. Aproximadamente 1ml do fluído de cada 

cultura foi retirado e as células ressuspensas no meio restante. 

Para a detecção viral, cerca de 0,025 mL de suspensão celular foram depositadas 

em lâminas de 26 x 76 mm (Biolab Merieux, New Zealand). Após secagem à 

temperatura ambiente, as células foram fixadas com acetona P.A. (VETEC QUÍMICA 

FINA LTDA) a - 20°C durante 20 minutos. Controles de células infectadas e não 

infectadas foram incluídas em cada grupo de lâminas processadas. 

Após secagem à temperatura ambiente, foi adicionado 0,025 mL de fluído ascítico 

hiperimune de camundongo inoculado com DENV-2/Nova Guiné B (Research Reference 



 

  
  

Reagent, Bethesda, USA), do inglês "mouse immune ascitic fluid" (MIAF), diluído 1:50 

em PBS pH 7,5.  

As lâminas foram incubadas em câmara úmida a 37°C durante 30 minutos e, em 

seguida, foram lavadas duas vezes em PBS pH 7,2 por 10 minutos e deixadas à 

temperatura ambiente para secagem. Posteriormente, foram adicionados 0,025 mL de 

anti-lgG de camundongo conjugado com fluoresceína (Antibodies Incorporated, Davis, 

USA.), diluído 1:30 em preto de naftaleno (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) a 

0,1% e incubadas em câmara úmida a 37°C por 30 minutos. Após duas lavagens em 

PBS pH 7,2 por 10 minutos, as lâminas foram rinsadas com água destilada, colocadas à 

temperatura ambiente para secagem e montadas com glicerina tamponada (Sigma 

Chemical Company, St. Louis, USA) e lamínulas (24 x 60 mm) (Sigma Chemical 

Company, St. Louis, USA). 

Para a tipagem viral, foi preparada uma lâmina para cada amostra, adicionando-se 

cerca de 0,025 mL de suspensão celular em cada círculo. As lâminas foram colocadas à 

temperatura ambiente para secagem e fixadas com acetona a -20°C durante 20 

minutos. 

Em cada círculo, foram adicionados 0,025 mL de anticorpos monoclonais 

específicos para os DENV-1(15F3), DENV-2 (3H5), DENV-3 (5D4) e DENV-4 (1H10) 

(Henchal el al, 1982), diluídos 1:50 (DENV-1, DENV-3 e DENV-4) e 1:20 (DENV-2) em 

PBS pH 7,5. Controle positivo (MIAF diluído 1:120 em PBS pH 7,5) e controle negativo 

(PBS pH 7,5) foram adicionados para cada amostra testada. 

Após incubação em câmara úmida a 37°C durante 30 minutos, as lâminas foram 

lavadas duas vezes em PBS pH 7,2 por 10 minutos e deixadas à temperatura ambiente 

para secagem. A seguir, foram adicionados 0,025 mL de IgG de cabra anti-camundongo 

conjugado com fluoresceína (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) diluída 1:30 

em preto de naftaleno (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) 0,1% em PBS pH 

7,5. Após incubação em câmara úmida a 37°C durante 30 minutos, as lâminas foram 

lavadas duas vezes em PBS pH 7,2 por 10 minutos, rinsadas em água destilada, 

deixadas à temperatura ambiente para secagem,  montadas com glicerina tamponada 

(Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) e cobertas por lamínulas (24 x 50 mm). 



 

  
  

As lâminas foram observadas em microscópio óptico de epifluorescência (Zeiss, 

Deutschland, Alemanha), com aumento de 400 vezes, equipado com lâmpada de 

mercúrio de alta pressão HBO 50 W e jogo de filtro convencional (FT 510 / LP 520). 

 

4.4  Extração do RNA viral 

 

O RNA viral foi extraído do soro pelo método da sílica, de acordo com o protocolo 

descrito por Boom et al. (1990) ou pela utilização do QIAmp Viral RNA mini Kit (Qiagen, 

USA) seguindo recomendações do fabricante.   

 

4.4.1  Transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) 

 

Foi utilizada a metodologia descrita por Lanciotti et al. (1992) para detecção e 

tipagem dos DENV a partir de amostras de soro.  Este protocolo detecta os quatro 

sorotipos simultaneamente em um procedimento semi-nested, gerando produtos 

amplificados (amplicons) com tamanhos específicos (em pb) para cada sorotipo dos 

DENV.  

     Em uma primeira etapa, foram utilizados iniciadores consensuais (D1 e D2) para 

os quatros sorotipos dos DENV, complementares as seqüências dos genes C e prM. No 

procedimento semi-nested, foram utilizados iniciadores específicos TS1, TS2, TS3 e 

TS4 para os DENV-1 a 4, respectivamente (Tabela 4).  

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

Tabela 4: Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na transcrição reversa seguida pela 

reação em cadeia pela polimerase para a tipagem dos vírus dengue. 

Oligonucleotídeo 

iniciador* 

(Sentido do 

primer) 

Seqüência 

(5´- 3´) 

Posição 

no 

genoma 

Tamanho do 

amplicon (em 

pares de base 

[[[[pb]]]]) 

D1 (+) TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG 134-161 
511 

D2 (-) TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC  616-644 

TS1 (-) CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 (D1 + TS1) 

TS2 (-) CGCCACAAGGGCCATGAACAG  232-252 119 (D1 + TS2) 

TS3 (-) TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 (D1 + TS3) 

TS4 (-) CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA  506-527 392 (D1 + TS4) 

 

  

O RNA extraído foi transcrito reversamente em cDNA (42oC/60 minutos) em uma 

primeira etapa e as condições de termociclagem para a amplificação do DNA 

consistiram de 35 ciclos de desnaturação (94oC/35 segundos), anelamento (55oC/1 

minuto), extensão (72oC/2 minutos) e um ciclo de extensão final (72oC/5 minutos) 

utilizando os reagentes descritos na Tabela 5. 

 Para a tipagem dos DENV, os produtos obtidos na primeira etapa foram diluídos 

(1/100) e submetidos a 18 ciclos de desnaturação (94oC/30 segundos), anelamento 

(55oC/1 minuto), extensão (72oC/2 minutos) e extensão final (72oC/5 minutos) utilizando 

os reagentes descritos na Tabela 4. Após a Nested –PCR, os produtos foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% acrescido de brometo de etídeo 

(Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) por 45 minutos e visualizados em luz 

ultravioleta. 

 

 

 

* Invitrogen 



 

  
  

Tabela 5: Reagentes utilizados na transcrição reversa seguida da reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR) 

Reagentes RT-PCR (1X) Semi-nested PCR 
(1X) 

Água livre de nucleases 

(Promega Corporation, Madison, USA) 
39,5 µl 39,2 µl 

10 X Tampão PCR livre de Mg * 5,5 µl 5,5 µl 

10 mM desoxinucleotídios (dNTPs)* 4,0 µl 4,0 µl 

0,1 M Dithiothreitol (DTT)* 0,25 µl - 

10 µM iniciador D1 * 0,13 µl 0,13 µl 

10 µM iniciador D2 * 0,13 µl - 

10 µM iniciadores TS1-4 * - 0,25 µl 

40 U/µl RNAsin * 0,25 µl - 

5 U/µl Taq DNA Polimerase* 0,25 µl 0,25 µl 

2,5 U/µl enzima AMV-RT* 0,063 µl - 

50 mM Cloreto de Magnésio* 1,2 µl 1,2 µl 

* Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

 

4.5  MAC-ELISA 

  

Foi empregado o teste imunoenzimático de captura de imunoglobulinas da classe 

M (MAC-ELISA) descrito por Kuno et al. (1987), com modificações. 

 Após 5 lavagens em PBS pH 7,4, as placas de poliestireno de fundo chato 

(Immulon II Dynatech Ind.) foram sensibilizadas com 0,1 mL anti-IgM humana 

(Kirkegaard & Perry Laboratories) diluída 1/200 em tampão carbonato/ bicarbonato 0,1 

M pH 9,6. As placas foram incubadas em câmara úmida por 18 horas a 4°C e em 

seguida, foram lavadas com PBS pH 7,4 por 5 vezes.  

 Como solução bloqueio, foram distribuídos 0,2 mL de soro albumina bovina (SAB) 

(Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) 4% em PBS pH 7,4. As placas foram 

incubadas em câmara úmida à temperatura ambiente por 15 minutos e lavadas com 



 

  
  

PBS pH 7,4 por 5 vezes. Foram adicionadas 0,05 mL de cada soro diluído 1/10 em 20% 

de soro humano normal (SHN) em PBS 7,4.  

 Após incubação em câmara úmida por duas horas à temperatura ambiente, as 

placas foram lavadas 5 vezes com PBS pH 7,4. Foram adicionados 0,05 mL dos 

antígenos virais (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) diluídos em SHN a 20%.  

 As placas foram incubadas em câmara úmida por 18 horas a 4°C e após 5 

lavagens com PBS pH 7,4, foram adicionados 0,025 mL de anticorpo monoclonal com 

especificidade para o gênero Flavivirus, conjugado com peroxidase (HRP-conjugated 

6B6C-1/ Jackson Immuno Research), diluído 1/80 em 20% de SHN em PBS 7,4. As 

placas foram incubadas em câmara úmida por 1 hora a 37°C.  

 Após 7 lavagens com PBS pH 7,4 foram adicionados 0,1 mL de substrato, 

resultante da mistura de igual volume de ABTS (2,2' -azino-di[3-etil-benthlazoline 

sulfonate]) e peróxido de hidrogênio (Kirkegaard & Perry Laboratories).  

 Após período de incubação de 30 minutos à temperatura ambiente foi realizada 

leitura visual e em espectrofotômetro, utilizando comprimento de onda de 410 nm 

(Multiskan MCC, Thermo Electron Corporation).  

 

4.6 IgG-ELISA 

 

Foi utilizado o ensaio imunoenzimático para a detecção de anticorpos da classe 

IgG anti-DENV conforme descrito por Miagostovich et al. (1999).  

A classificação da resposta imune como primária ou secundária é resultante da 

análise dos títulos de IgG de acordo com o número de dias de doença após o início dos 

sintomas (Tabela  6). 

 

Tabela 6: Critérios para interpretação do tipo de resposta imune de acordo com os 

títulos de IgG e dias de doença após o início dos sintomas (Miagostovich et aI., 1999). 

 

 

Títulos de IgG 

Dias após o início dos sintomas 
Resposta Imune 

< 5 dias 6 - 9 dias > 10 dias 

< 160 < 10.240 < 40.960 Primária 

> 160 > 10.240 >40.960 Secundária 



 

  
  

Microplacas Immulon II (Dynatech Ind.) foram lavadas uma vez com PBS pH 7.4. 

Foram adicionados 0,1mL de fluído ascítico hiperimune (mistura de anti-DENV-1, DENV-

2, DENV-3 e DENV-4) diluído em tampão carbonato/bicarbonato 0,1M pH 9.6 e as 

placas foram incubadas em câmara úmida à 4 °C por 18 horas.  

Após 3 lavagens com PBS pH 7,4, os orifícios foram bloqueados adicionando-se 

diluente padrão (PBS pH 7.4, Tween 20 a 0,05%, soro normal de cabra a 3%). Após 

incubação em câmara úmida por 1 hora a 37°C, 0,075 mL de uma mistura de antígeno 

(DENV-1, DENV-2 e DENV-3) diluída em diluente padrão, foram aplicadas a cada 

orifício e as placas foram incubadas em câmara úmida por 1 hora a 37°C.  

Após serem lavadas 3 vezes em PBS 7,4, 0,1mL de soro diluído 1:40 em tampão 

de diluição (PBS pH 7.4, Tween 20 a 0,05%, leite em pó desnatado a 3%) foi adicionado 

ao primeiro orifício e 0,075 mL nos orifícios restantes. Foram realizadas diluições 

seriadas na razão 4, até o último orifício, transferindo e misturando 0,025 mL da 

amostra.  

As placas foram incubadas em câmara úmida por 1 hora a 37°C, lavadas 3 vezes 

com PBS 7,4 e 1 vez com diluente padrão. Foram adicionados 0,04mL de anti-IgG 

humano conjugado com peroxidase (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA), diluído 

1/1500 em tampão de diluição.  

Após incubação em câmara úmida por 1 hora à temperatura ambiente, as placas 

foram lavadas 6 vezes com PBS pH 7,4 e 0,1 mL de substrato, resultante da mistura de 

iguais volumes de ABTS (2,2' -azino-di[3-etil-benthlazoline sulfonate]) e peróxido de 

hidrogênio (Kirkegaard & Perry Laboratories) foi adicionado a cada orifício. Após 30 

minutos à temperatura ambiente foi realizada leitura visual e em espectrofotômetro, 

utilizando comprimento de onda de 410 nm (Multiskan MCC, Thermo Electron 

Corporation) e títulos de IgG anti-DENV determinados, de acordo com as diluições 

máximas obtidas para cada amostra. 

 

 

 

 

 



 

  
  

4.7  Kits comerciais para captura de antígeno NS1 de DENV 

 

4.7.1  pan-E DENGUE EARLY ELISA (PanBio Diagnostics) 

 

O teste é baseado em ensaio imunoenzimático em microplacas (cat. N ° E-

DEN01P, lote n º 06263; Panbio, Brisbane, Austrália) para detectar antígeno NS1 dos 

DENV, em soro humano ou plasma. O teste utiliza anticorpo monoclonal anti-NS1 

conjugado com peroxidase. Se o antígeno NS1 estiver presente na amostra, um 

complexo imune-MAb-NS1-MAb/peroxidase será formado. Para o uso, os reagentes e 

os espécimes clínicos deverão estar em temperatura ambiente (21-22ºC). Adicionaram-

se 100µL dos espécimes clínicos e controles diluídos em seus respectivos orifícios e 

estes foram incubados por 60 min a 37ºC.  

As placas foram lavadas 6 vezes e 100 µL do conjugado anti-NS1 MAb HRP foram 

adicionados em cada orifício. Após incubação por 60 min a 37ºC, as placas foram 

lavadas 6 vezes. Cem microlitros do substrato (Tetrametilbenzidina / H2O2) foram 

adicionados a cada orifício e as placas foram incubadas por 10 minutos em temperatura 

ambiente em câmara escura. A presença de imunocomplexos é demonstrada pelo 

desenvolvimento de uma cor azul e a reação enzimática é interrompida pela adição de 

100µL de H3PO4 a 1 M.  

A densidade óptica (DO) foi obtida pela leitura em espectrofotômetro com filtro de 

450-620nm e a quantidade de antígeno NS1 presente na amostra sérica foi determinada 

pela comparação do DO da amostra com a DO do controle.  

O valor de corte corresponde ao valor médio das densidades ópticas dos três 

calibradores vezes o fator de calibração, fornecido pelo fabricante. Os resultados são 

expressos sob a seguinte forma, divide-se o valor da densidade óptica da amostra pelo 

valor de corte e em seguida multiplica-se por dez, onde obtem-se a unidade PanBio. Os 

resultados foram calculados como "unidades Panbio", com resultados <9,0, 9,0-11,0, e ≥ 

11,0 definidos como negativo, inconclusivo e positivo, respectivamente. Amostras que 

inicialmente obtiveram resultado inconclusivo foram novamente testadas para 

confirmação do resultado. 

 



 

  
  

4.7.2  Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories) 

  

 O teste Platelia™ Dengue NS1 Ag é um método imunoenzimático em fase única, 

do tipo sanduíche, em formato de microplaca, para captura do antígeno NS1 do DENV 

no soro ou plasma humano. O teste utiliza anticorpos monoclonais de camundongo 

(Mab) para a captura e a revelação. 

 Foram adicionados a cada orifício previamente sensibilizado com Mab, 50 µL do 

diluente, 50 µL do soro e 100 µL do conjugado simultaneamente. As placas foram 

incubadas durante 90 minutos a 37ºC. Na presença do antígeno NS1 na amostra, 

forma-se um complexo imune Mab-NS1-Mab/peroxidase.  

Após as 6 lavagens, a presença do complexo imune é revelada por adição de 160 

µL, em cada poço, de uma solução reveladora (Tetrametilbenzidina/ H2O2). Após 30 

minutos de incubação a temperatura ambiente, a reação é parada por adição de 100 µL 

da solução de parada (H2SO4)..  

A DO obtida a 450/620 nm é proporcional a quantidade de antígeno NS1 

presente na amostra testada. A presença do antígeno NS1 numa amostra individual é 

determinada por comparação entre a DO da amostra com a DO do controle.  

O valor de corte corresponde ao valor médio das densidades ópticas das 

duplicatas de calibradores. Os resultados são expressos sob a seguinte forma, divide-se 

o valor da densidade óptica da amostra pelo valor da média dos calibradores. Os 

valores calculados e com resultados <0.5, 0.5 – 1.0, e ≥ 1.0 são definidos como 

negativo, inconclusivo e positivo, respectivamente. Amostras que inicialmente obtiveram 

resultado inconclusivo foram novamente testadas para confirmação do resultado. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

4.7.3  Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) 

 

O Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) é um teste imunocromatográfico 

(TIC) para a detecção rápida do antígeno NS1.  

Uma gota do tampão de migração foi adicionada a 50µL do espécime clínico em 

um tubo de hemólise e uma fita do teste foi colocada no tubo por 15 minutos.  

A fita possui duas linhas: uma linha controle (C) (complexo de partículas coloidais 

de biotina - ouro revestidas com estreptavidina) e uma linha teste (T) (anticorpos 

monoclonais anti-NS1 (Mab) - NS1 Ag – complexo de partículas de ouro coloidais 

revestido com anti-NS1 MAb).  

O aparecimento das linhas T e C após um tempo de migração de 15 minutos 

(min) indicam um resultado positivo. O surgimento apenas da linha C indica um 

resultado negativo. Se a linha C não estiver presente, o ensaio é considerado nulo e 

deve ser repetido (Figura 11). Foram avaliadas todas as amostras aos 15 min (15 min 

TIC) e, em seguida, aos 30 min (30 min TIC). 

 

Figura 11: Diagrama esquemático da realização do kit Dengue NS1 Ag STRIP 

(Bio-Rad Laboratories). 

 

 

Resultado Positivo 

Prova Inválida 

Resultado Negativo 



 

  
  

 4.8  Análises Estatísticas 

 

A sensibilidade, especificidade, eficiência, valor preditivo negativo e valor 

preditivo positivo foram calculados de acordo com as fórmulas abaixo: 

Sensibilidade: a/a+c X 100% 

Especificidade: d/d+b X 100% 

Eficiência: a+b/a+b+c+d X 100% 

Valor preditivo negativo: d/d+c X100% 

Valor preditivo positivo: a/a+b X 100% 

Onde: a= número dos verdadeiros positivos 

b= número dos falsos positivos 

c= número dos falsos negativos 

d= número dos verdadeiros negativos 

Os resultados obtidos foram postos em planilhas do Microsoft Excel e avaliada 

pelos testes qui-quadrado e/ou Fisher.  O programa estatístico utilizado no 

processamento e análise dos dados foi o EPIINFO versão 6 (Center for Disease Control 

and Prevention, Atlanta).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

5  RESULTADOS 

 

A avaliação dos kits de captura do antígeno NS1 dos DENV foi realizada com 

painel de 852 amostras de soros de pacientes da coleção de amostras do Laboratório 

de Flavivirus, do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. As amostras foram representativas 

desde a primeira epidemia de dengue no RJ, em 1986, até o ano de 2008, 

compreendendo tanto períodos interepidêmicos como períodos epidêmicos.  

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram previamente testadas por todas 

as metodologias de referência disponíveis no Laboratório de Flavivirus. Portanto, o 

diagnóstico da infecção foi definido com bases nestes parâmetros.  

O teste de sensibilidade dos três kits comerciais avaliados foi realizado baseado 

nos Grupos A a D, soros representativos de casos positivos de DENV-1, 2 e 3 e casos 

positivos pela sorologia, onde o sorotipo não pôde ser identificado, respectivamente. A 

especificidade foi baseada na análise dos resultados obtidos nos Grupos E e F, soros 

de indivíduos sadios e soros considerados negativos para dengue, respectivamente por 

todas as metodologias utilizadas para o diagnóstico na fase aguda .  

Para avaliação da reação cruzada com outras doenças os Grupos de G a J foram 

investigados. Algumas reações inespecíficas e/ou cruzadas foram observadas em 

indivíduos negativos para DENV, vacinados para o VFA e/ou positivos para rubéola. 

Todas as amostras com resultado inconclusivo foram retestadas e excluídas ou re-

incluídas após análise dos resultados. 

 

5.1   Kit pan-E Dengue Early ELISA (PanBio Diagnostics) 

 

Para a avaliação do Kit pan-E Dengue Early ELISA da PanBio, foram testadas 852 

amostras biológicas, divididas em amostras positivas (casos dengue) e negativas (casos 

não-dengue). Uma sensibilidade total de 72% (308 / 426) considerando casos até o 9º 

dia após o início dos sintomas e com especificidade de 100%.  

Quando somente os soros agudos (0 a 6 dias) foram considerados, a sensibilidade 

foi de 72,2%. A sensibilidade variou de 71% a 86% dependendo do sorotipo viral 



 

  
  

analisado (Tabela 7). Uma menor sensibilidade foi observada em soros de pacientes 

infectados pelo DENV-3. 

 
Tabela 7: Sensibilidade do Kit pan-E Dengue Early ELISA (PanBio Diagnostics) 

para captura do antígeno  NS1 em casos positivos de dengue de acordo com o sorotipo 

viral (n=300). 

Casos Positivos NS1  
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

Grupo A: casos DENV-1 81 / 100 81 

Grupo B: casos DENV-2 86 / 100 86 

Grupo C: casos DENV-3 71 / 100 71 

TOTAL 238 / 300 79 

 
 

Dos 426 soros de pacientes com infecção por dengue, 126 foram confirmados por 

MAC-ELISA (Grupo D, casos de IgM positivo). A sensibilidade do kit em relação à 

presença ou ausência de IgM também foi avaliada. Na presença de IgM (Grupo D; n= 

126) a sensibilidade foi de 55% (70/126), significativamente menor do que quando 

comparada com os casos positivos por RT-PCR e/ou isolamento viral (Grupo A-C) de 

79%  (p< 0,001, Odds ratio de 4,80 e 95% de IC 2,99 – 7,71). A Tabela 8 apresenta a 

comparação da detecção do antígeno NS1 na ausência e presença de anticorpos IgM. 

 
Tabela 8: Comparação da sensibilidade do Kit pan-E Dengue Early ELISA (PanBio 

Diagnostics) em relação aos casos onde há presença e ausência de IgM (n= 426). 

Anticorpo IgM NS1 
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

Ausência (Grupo A-C) 238 / 300  79 

Presença (Grupo D) 70 / 126 55 

Total 308 / 426 72 

 

 



 

  
  

Em casos positivos por isolamento viral, a sensibilidade foi de 84% e em casos 

positivos por RT-PCR foi de 67%. Porém, em amostras positivas por ambas as 

metodologias, a sensibilidade foi de 93% (Tabela 9). 

 

 Tabela 9: Sensibilidade do pan-E Dengue Early ELISA (PanBio Diagnostics) em 

casos confirmados por Isolamento viral e/ou RT-PCR (n=300). 

Casos confirmados (+) NS1 
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

RT-PCR (apenas) 75 / 111 67 

ISOL (apenas) 121 / 144 84 

ISOL e PCR 42 / 45 93 

Total 238 / 300 79 

 

A sensibilidade do kit também foi avaliada de acordo com o número de dias após 

o início dos sintomas. A análise (Grupo A – D) revelou que o antígeno NS1 pode ser 

detectado até o 6º dia após o início dos sintomas em aproximadamente 70% e 

decrescendo com o surgimento e elevação dos anticorpos IgM. A Figura 12 demonstra a 

sensibilidade de detecção do antígeno NS1 de acordo com o número de dias após o 

início dos sintomas. 

 

 

 Figura 12: Sensibilidade do Kit pan-E Dengue Early ELISA (PanBio Diagnostics) 

para captura do antígeno NS1 do dengue de acordo com o número de dias após o início 

dos sintomas (n=426). 

 



 

  
  

Analisamos ainda a relação de detecção do antígeno NS1 de acordo com o sexo 

do paciente. Não houve diferença significativa na sensibilidade do kit, quando casos 

femininos (n=218) e masculinos (n=208) foram comparados, 71% e 74%, 

respectivamente (p= 0,141, Odds ratio de 1,923 e 95% de IC 0,844 – 4,378), Figura 13. 

 

 

Figura 13: Sensibilidade do Kit pan-E Dengue Early Elisa (PanBio Diagnostics) 

para detecção do antígeno NS1 do Dengue de acordo com o sexo do paciente (n=426). 

Não houve diferença significativa na sensibilidade do kit, na corfirmação dos 

casos tanto para os grupos de menores de 15 anos, quanto para os grupos de maiores 

de 60 anos, Figura 14. 

 

 

Figura 14: Sensibilidade do Kit pan-E Dengue Early Elisa (PanBio Diagnostics) 

para detecção do antígeno NS1 do Dengue de acordo com a faixa etária (n=426). 

 



 

  
  

A habilidade em detectar o antígeno NS1 em soros de casos primários e 

secundários também foi avaliada. Do total de 426 casos de dengue, 110 casos foram 

classificados pela resposta imune humoral, sendo 67 casos classificados pelo IgG-

ELISA como infecção primária e 43 como infecção secundária, de acordo com os 

critérios de classificação do método. Os resultados obtidos pelo kit pan-E Dengue Early 

ELISA (PanBio Diagnostics) nestes casos demonstraram uma maior sensibilidade na 

confirmação de casos primários  75% (50/67), do que em secundários 60% (26/43), 

(p<0,001, Odds ratio de 4,50 e 95% de IC 1,83 – 11,19), Figura 15. 

 

 

 

Figura 15: Sensibilidade do Kit pan-E Dengue Early ELISA (PanBio Diagnostics) 

para detecção do antígeno NS1 de acordo com a resposta imune (n=110). 

 

A especificidade do kit e a reação cruzada com outras doenças também foram 

avaliadas. Nenhuma inespecificidade (Grupos E e F) e reação cruzada (grupos G – J) 

foram observadas utilizando o kit pan-E Early ELISA (PanBio Diagnostics), Figura 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Resposta a captura de antígeno NS1 nos diferentes grupos estudados. Os 

valores de absorbância (D.O.405 e 620) estão representados para amostras de casos 

de dengue e de casos não-dengue e o “cut–off” está representado pela linha pontilhada. 

 

 5.2  Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories) 

  

Para a avaliação do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories), 

utilizamos 450 amostras, compreendendo amostras positivas e negativas para dengue. 

Uma sensibilidade total de 84% (184 / 220) em amostras positivas (Grupos A - D) foi 

obtida considerando casos até o 9º dia de doença após início dos sintomas, e 99% de 

especificidade, baseado nas amostras de indivíduos saudáveis e soros negativos para 

dengue (Grupos E e F). A sensibilidade variou de 86% a 98% dependendo do sorotipo 

viral analisado (Tabela 10). Uma menor sensibilidade foi observada em soros de 

pacientes infectados pelo DENV-3, coincidindo com o resultado obtido do kit pan-E Early 

ELISA. 
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Tabela 10: Sensibilidade do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) para captura do antígeno  NS1 em casos positivos de dengue de acordo 

com o sorotipo viral (n=158). 

Casos Positivos NS1 
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

Grupo A: casos DENV-1 49 / 50 98 

Grupo B: casos DENV-2 45 / 50 90 

Grupo C: casos DENV-3 50 / 58 86 

TOTAL 144 / 158 91 

 

Um total de 62 amostras do Grupo D (MAC-ELISA) foi analisado. Na presença de 

anticorpos IgM, a sensibilidade do kit foi de 64% quando comparado com casos 

positivos por RT-PCR e/ou isolamento viral, onde a IgM é geralmente ausente obtendo 

91% (40 / 62) de sensibilidade (p<0,001, Odds ratio 18,70 e 95% de IC 8,27 – 43,04) . A 

Tabela 11 apresenta a sensibilidade da detecção do antígeno NS1 na presença e 

ausência de anticorpos IgM. 

 

Tabela 11: Sensibilidade do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) em relação a ausência (Grupo A – C) e presença (Grupo D) de IgM (n= 

220). 

Anticorpo IgM NS1  
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

Ausência (Grupo A-C) 144 / 158  91 

Presença (Grupo D) 40 / 62 64 

Total 184 / 220 84 

 

Em amostras positivas tanto por isolamento viral quanto por RT-PCR o kit 

apresentou uma sensibilidade de 94%. A sensibilidade em casos positivos somente por 

RT-PCR foi de 82%. Porém, quando analisamos as amostras positivas somente por 

isolamento viral, verificamos que houve uma maior detecção do antígeno NS1, com 95% 

de sensibilidade. A sensibilidade do kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 



 

  
  

Laboratories) de acordo com RT-PCR e/ou isolamento viral está apresentada na Tabela 

12. 

 

 Tabela 12: Sensibilidade do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) em casos confirmados por RT-PCR e/ou isolamento viral (n=158). 

Casos confirmados NS1 
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

RT-PCR (apenas) 37 / 45 82 

ISOL (apenas) 73 / 77 95 

ISOL e RT-PCR 34 / 36 94 

Total 144 / 158 91 

 

A sensibilidade do kit também foi avaliada de acordo com o número de dias após 

o início dos sintomas dos casos de dengue (Grupos A – D). A análise revelou uma maior 

sensibilidade na detecção nos primeiros 4 dias de doença (80 – 90%). Após este 

período, uma diminuição na sensibilidade (70%) é observada, provavelmente devido ao 

início da produção de anticorpos (Figura 17).  

 

 

 

 Figura 17: Sensibilidade do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) para captura do antígeno NS1 em relação ao número de dias após o início 

dos sintomas (n=220). 

 



 

  
  

A análise da detecção do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) de acordo com o sexo do paciente infectado, demonstrou que não houve 

diferença significativa entre casos femininos (n=116) e masculinos (n=104) (81% e 86%, 

respectivamente) (p=0,281, Odds Ratio de 0,665 e 95% de IC 0,320 – 1,38), Figura 18. 

 

 

 

 Figura 18: Sensibilidade do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) para detecção do antígeno NS1 de acordo com o sexo do paciente 

(n=220). 

 

Não houve diferença significativa na sensibilidade do kit, tanto para os grupos de 

menores de 15 anos, quanto para os grupos de maiores de 60, Figura 19. 

 

 

 Figura 19: Sensibilidade do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) para captura do antígeno NS1 de acordo com a faixa etária (n=220). 

 



 

  
  

A habilidade do Platelia™ em detectar o antígeno NS1 em casos primários e 

secundários também foi avaliada. Do total de 220 casos confirmados de dengue, 54 

casos foram classificados pela resposta imune humoral, sendo 40 casos classificados 

pelo IgG-ELISA como infecção primária e 14 como infecção secundária, de acordo com 

os critérios de classificação do método. Os resultados obtidos demonstraram que o teste 

foi mais sensível na confirmação de casos primários 95% (38/40), do que em 

secundários 71% (10/14) (p<0,001 – Teste Exato de Fisher - Odds ratio de 47,50), 

Figura 20. 

 

 

Figura 20: Sensibilidade do Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad 

Laboratories) para detecção do antígeno NS1 de acordo com a resposta imune (n=110). 

 

Os testes de especificidade e reação cruzada demonstraram uma reação 

inespecífica em um soro de paciente negativo para dengue (Grupo F), uma reação 

cruzada com o soro de um paciente vacinado para FA e com um caso positivo para 

rubéola (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Resposta a captura de antígeno NS1 nos diferentes Grupos estudados. 

Os valores de absorbância (D.O.405 e 620) estão representados para amostras de 

casos de dengue e de casos não-dengue e o “cut–off” está representado pela linha 

pontilhada. 

 

 5.3 Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) 

  

  Para a avaliação do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories), um total 

de 845 amostras, divididas em amostras positivas e negativas para dengue foram 

analisadas. O kit apresentou uma sensibilidade total de 90% (381/422) em amostras 

positivas para dengue (Grupos A - D), considerando casos até o 9º dia após o início dos 

sintomas e 99% de especificidade baseado em indivíduos saudáveis e soros negativos 

para dengue (Grupos E e F). A sensibilidade variou de 88% a 98% dependendo do 

sorotipo viral analisado (Tabela 13). Como nos outros dois kits, a sensibilidade em 

detectar o antígeno NS1 em amostras positivas por DENV-3 foi a menos observada em 

soros de pacientes infectados. 
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Tabela 13: Sensibilidade do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) 

para captura do antígeno NS1 em casos positivos de dengue de acordo com o sorotipo 

viral (n=322). 

Casos Positivos NS1 
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

Grupo A: casos DENV-1 98/100 98 

Grupo B: casos DENV-2 98/100 98 

Grupo C: casos DENV-3 108/122 88 

TOTAL 304/ 322 94 

 

A análise de amostras IgM positiva (Grupo D) demonstrou uma sensibilidade de 

77%, significativamente menor do que a sensibilidade observada quando anticorpo IgM 

é ausente 94% (304/322) (p< 0,001, Odds Ratio de 39,41 e 95% de IC 20,21 – 77,77). A 

Tabela 14 apresenta a sensibilidade do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad 

Laboratories) na ausência e presença de anticorpos IgM. 

 

Tabela 14: Sensibilidade do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) na 

presença e ausência de IgM (n= 422). 

Anticorpo IgM NS1 
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

Ausência (Grupo A-C) 304/322  94 

Presença (Grupo D) 77/100 77 

Total 381/422 90 

 

As amostras positivas por isolamento viral foram detectadas em 99% dos casos 

quando comparado aos casos positivos por RT-PCR (86%). Porém, todas as amostras 

positivas para isolamento viral e para RT-PCR, foram detectadas (Tabela 15). 

 

 

 

 



 

  
  

 Tabela 15: Sensibilidade do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) em 

casos confirmados por RT-PCR e/ou isolamento viral (n=322). 

Casos confirmados NS1+ 
Pos / Test 

Sensibilidade 
(%) 

RT-PCR (apenas) 102/118 86 

ISOL (apenas) 155/157 99 

ISOL e RT-PCR 47/47 100 

Total 304/322 94 

 

A sensibilidade também foi avaliada de acordo com o número de dias após o 

início dos sintomas. A análise (Grupo A – D) revelou que o antígeno NS1 pode ser 

detectado até em torno do 6º dia após o início dos sintomas. A figura 22 demonstra a 

sensibilidade de detecção do antígeno NS1 de acordo com os dias após o início dos 

sintomas. 

 

 Figura 22: Sensibilidade do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) 

para captura do antígeno NS1 do Dengue relacionado ao início dos sintomas (n=422). 

 

Cerca de 88% dos casos femininos (n=217) e 92% dos casos masculinos (n=205) 

foram confirmados pelo kit. Esta diferença não foi significativa e esta relação não possui 

efeito protetor (p= 0,249, Odds ratio de 0,650 e 95% de IC 0,336 – 1,26), Figura 23. 



 

  
  

 

Figura 23: Sensibilidade do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) 

para captura do antígeno NS1 do dengue de acordo com o sexo (n=422). 

 

A sensibilidade por faixa etária também foi avaliada. Contudo, não houve 

diferença significativa na sensibilidade do kit, tanto para os grupos de menores de 15 

anos, quanto para os grupos de maiores de 60 anos, Figura 24.  

 

Figura 24: Sensibilidade do Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) 

para captura do antígeno NS1 do dengue de acordo com a faixa etária (n=422). 

 

A habilidade em detectar o antígeno NS1 em casos primários (n=57) e secundários 

(n= 31) também foi avaliada. Os resultados obtidos pelo Kit Dengue NS1 Ag Strip 

demonstraram 93% de sensibilidade em confirmar tanto os casos primário como os de 

infecção secundária (p=1.000, Odds ratio de 0,913 e 95% de IC 0,157 – 5,296), Figura 

25. 



 

  
  

 

Figura 25: Sensibilidade o Kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) para 

captura do antígeno NS1 do dengue de acordo com a resposta imune (n=88). 

 

5.4  Comparação dos três kits comerciais de captura de antígeno NS1 para o 

diagnóstico das infecções DENV 

 
Com o objetivo de compararmos o desempenho dos três kits, entre si, avaliamos 

um total de 450 amostras (n= 220 casos dengue e n= 230 de casos não dengue), todas 

testadas pelas três metodologias.  

O Kit pan-E Early ELISA (PanBio) apresentou 72% (159/220) de sensibilidade e 

100% de especificidade, enquanto que o Kit Platelia NS1 (BioRad), apresentou 84% 

(184/220) de sensibilidade e 99% de especificidade, já o Kit NS1 Ag Strip (BioRad), 

apresentou 89% (197/220) de sensibilidade e 99% de especificidade. Uma maior 

sensibilidade (92%, 94% e 100%), foi observada em casos positivos por ambas as 

técnicas, RT-PCR e isolamento viral, quando comparados com os casos positivos 

somente por Isolamento viral (71%, 95% e 99%) e somente por RT-PCR (62%, 82% e 

82%), para os kits pan-E Early ELISA, Platelia NS1 e Dengue NS1 Ag Strip, 

respectivamente. Em amostras IgM positivas, uma menor sensibilidade foi observada 

(69%, 64% e 77%), para os três kits estudados, pan-E Early ELISA, Platelia NS1 e 

Dengue NS1 Ag Strip, respectivamente (Figura 26). 

 

 



 

  
  

 

Figura 26: Sensibilidade entre os três kits para captura do antígeno NS1 em casos 

positivos de dengue de acordo com a metodologia utilizada (n=220). 

 

Em relação ao sorotipo viral, houve uma variação da sensibilidade entre os três 

kits de captura de antígeno NS1. O Kit pan-E Early ELISA (PanBio), apresentou uma 

maior sensibilidade (82%) em casos de DENV-2. O Kit Platelia NS1 (BioRad) foi mais 

sensível em casos de DENV-1 (98%). O Kit Dengue NS1 Ag Strip (BioRad) apresentou 

a mesma sensibilidade em casos DENV-1 e DENV-2 (98%). Casos de DENV-3 

apresentaram um percentual menor de confirmação pelos três kits (65%, 86% e 88%), 

respectivamente (Figura 27). 

 

 

Figura 27: Sensibilidade entre os três kits para captura do antígeno NS1 em casos 

positivos de dengue de acordo com o sorotipo viral infectante (n= 158). 

 

 



 

  
  

Uma maior detecção foi observada pelos três kits nos primeiros quatro dias após 

o início dos sintomas com diminuição após este período tanto por pan-E EARLY ELISA, 

como por Platelia NS1. Porém, pelo Platelia NS1 após o quarto dia dos sintomas a 

sensibilidade permaneceu em torno de 75% até o sexto dia dos sintomas. Enquanto, o 

NS1 Ag Strip permaneceu com uma sensibilidade constante (89%) até o sexto dia após 

o início dos sintomas (Figura 28).  
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 Figura 28: Comparação da sensibilidade entre os três kits para captura do 

antígeno NS1 relacionado ao número de dias após o início dos sintomas (n=220). 

 

Comparamos a relação da captura do antígeno NS1 dos três kits de acordo com 

o sexo do paciente infectado. Foram analisados pacientes do sexo feminino (n=116) e 

do sexo masculino (n=104). Foi demonstrado que os três kits foram mais sensíveis em 

confirmar a infecção em pacientes do sexo masculino. Uma maior sensibilidade foi 

obtida em ambos os casos pelo kit NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories), (p= 0.14, OR 

1,92 e 95% de IC 0.84 – 4.37), Figura 29. 



 

  
  

 

Figura 29: Comparação da sensibilidade entre os três kits analisados de acordo 

com o sexo do paciente (n=220). 

 

A habilidade dos kits em detectar o antígeno NS1 em casos primários (n= 40) e 

secundários (n=14) também foi comparada (Figura 30). Os resultados obtidos 

demonstraram uma maior sensibilidade de confirmação de casos de infecção primária 

pelos três kits, porém não houve diferença significativa em relação aos casos de 

infecção secundária. 

 

Figura 30: Comparação da sensibilidade entre os três kits em casos primários e 

secundários de dengue (n=54). 

 



 

  
  

 A Figura 31 resume a sensibilidade, especificidade, eficiência, valor preditivo 

positivo e valor preditivo negativo dos três kits analisados. A sensibilidade variou de 

acordo com o kit (72%, 84%, 90%, para PanBio, Platelia e Strip).  

 Os três kits se mostraram altamente específicos com especificidade entre 99% e 

100%. O kit da PanBio (pan-E Early ELISA) mostrou-se menos eficiente em confirmar os 

casos de dengue (86%) quando comparado com o Platelia (91%) e o Ag Strip (95%). O 

valor preditivo positivo variou de 98 a 100%, porém uma menor variação foi observada 

para o valor preditivo negativo 78% para o pan-E Early ELISA, 86% para o Platelia e 

91% para o Ag Strip. 

 

 

Figura 31: Comparação entre os três kits de NS1 do dengue, em relação à 

sensibilidade, especificidade, eficiência, valor preditivo positivo e valor preditivo 

negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

6  DISCUSSÃO 

 

 O dengue é a arbovirose mais importante da atualidade e a cada década o 

número de casos reportados a OMS cresce exponencialmente (Nathan & Drager, 2006).  

A importância do dengue como um problema de saúde pública crescente em países 

tropicais e subtropicais, com sérias implicações médicas, econômicas e políticas têm 

estimulado pesquisas relacionadas à epidemiologia, virologia molecular e metodologias 

de diagnóstico desta infecção.  

O estabelecimento do diagnóstico laboratorial precoce das infecções por DENV é 

de grande importância para guiar a implementação de medidas de controle que visem à 

prevenção de surtos e epidemias.  

Até então, as técnicas de diagnóstico mais amplamente utilizadas tem sido 

baseadas na detecção de anticorpos IgM por MAC-ELISA e IgG por IgG-ELISA. Porém, 

uma das limitações destas técnicas é a variação dos níveis dos anticorpos anti-DENV 

específicos na fase aguda da doença (PAHO, 1997, Schilling et al., 2004). São 

necessários de 3 a 5 dias para anticorpos IgM anti-DENV e de 10 a 14 para o IgG anti-

DENV se tornarem detectáveis. Além disso, infecções primárias e secundárias 

apresentam diferentes perfis de produção destes anticorpos (Shu et al., 2004).  

A detecção de produtos virais tais como antígeno ou RNA, é apropriada para o 

diagnóstico durante a fase aguda ou virêmica da doença. Porém, apesar do isolamento 

viral ser considerado o “padrão-ouro” para o diagnóstico laboratorial precoce das 

infecções por DENV, é ainda considerado um método caro, além de serem necessários 

de 6 a 10 dias para a replicação viral em cultura celular. O método molecular de 

detecção do acido nucléico viral, RT-PCR também ainda consiste em um método caro e 

é indisponível em muitos laboratórios de países em desenvolvimento. 

A forma hexamérica da proteína NS1 é altamente conservada nos quatro 

sorotipos e foi encontrada circulando no soro de pacientes do primeiro ao nono dia após 

o início da febre (Falconar, 1997; Flamand et al., 1999, Young et al., 2000, Alcon et al, 

2002, Xu et al., 2006).   

Aproveitando-se destas características, ensaios imunoenzimáticos para a 

detecção específica da proteína NS1 têm sido desenvolvidos e avaliados para a 



 

  
  

confirmação de casos agudos primários e secundários de dengue (Xu et al., 2006; 

Dussart et al., 2006; Kumarasamy et al, 2007; Sekaran et al, 2007; Blacksell et al, 2007; 

Lapphra et al., 2008; Chuansumrit et al, 2008; Phuong et al., 2009; Chaiyaratana et al, 

2009; Hang et al, 2009).  

Atualmente, três kits comerciais estão disponíveis para o diagnóstico precoce das 

infecções de dengue baseado na captura de antígeno NS1: pan-E DENGUE EARLY 

ELISA (Panbio Diagnostics, Brisbane, Australia), PLATELIA™ DENGUE NS1 ANTIGEN 

e DENGUE NS1 Ag STRIP (Biorad Laboratories, Marnes La Coquette, França). 

No presente estudo, tivemos a oportunidade de avaliar e comparar os três kits 

disponíveis com um painel de amostras (n=852) do primeiro ao nono dia após o inicio 

dos sintomas, de casos ocorridos desde a introdução do dengue no Rio de Janeiro em 

1986 até o ano de 2008.  

A sensibilidade foi baseada na análise de amostras positivas para dengue 

(Grupos A-D). A especificidade e análise de reação cruzada com outras doenças foram 

baseadas em amostras de indivíduos saudáveis, pacientes negativos para infecções por 

DENV, pessoas vacinadas contra febre amarela, pacientes positivos para febre amarela, 

sarampo e rubéola (Grupos E-J). Todas as amostras foram previamente submetidas ao 

diagnóstico laboratorial por metodologias estabelecidas no Laboratório de Flavivirus, 

IOC-FIOCRUZ, constituído por isolamento viral, RT-PCR, IgM-ELISA e IgG-ELISA. 

Dentro desta amostragem, os kits foram avaliados quanto a habilidade de 

confirmar casos de pacientes infectados por DENV-1, DENV-2, DENV-3, casos de 

pacientes IgM positivos e casos de infecção primária e secundária. 

 

6.1  pan-E Dengue Early ELISA (Panbio Diagnostics) 

  

Sensibilidades entre 63 e 91% foram observadas em diferentes estudos de 

avaliação do kit pan-E Dengue Early ELISA (Blacksell et al, 2007; Bessoff et al, 2008; 

McBride, 2009). 

 Uma das primeiras avaliações do kit da Panbio foi realizada em Laos, onde a 

sensibilidade total do kit foi de 63% e especificidade de 100%, em um painel de 92 

amostras (Blacksell et al, 2007). Estudos seguintes obtiveram sensibilidades similares, 



 

  
  

de 60,4% (Bessoff et al., 2008) e 64,9% (Dussart et al., 2008). Estes resultados 

corroboram com os resultados obtidos recentemente em estudo realizado com 91 

amostras na Austrália, onde a sensibilidade total foi de 63,7% (McBride, 2009). 

Neste estudo, o kit pan-E Dengue Early ELISA apresentou uma maior 

sensibilidade total (72%, 308/426) em casos confirmados de dengue até o 9º dia de 

doença e 100% de especificidade. Não houve diferença na sensibilidade (72,2%) 

quando a análise foi realizada considerando-se as amostras até o 6odia de doença. 

Porém, estas sensibilidades foram menores do que a obtida em um estudo realizado na 

Malásia, onde 91% (60/66) dos casos testados foram confirmados com 100% de 

especificidade (Sekaran et al. 2007). Nenhuma reação cruzada foi observada com soros 

de pacientes vacinados contra febre amarela, positivos para febre amarela, sarampo ou 

rubéola. 

A sensibilidade do kit variou de 71% a 86% dependendo do sorotipo viral 

infectante analisado. Uma menor sensibilidade foi observada em soros de pacientes 

infectados pelo DENV-3 (71%, 71/100) e a aparente inabilidade do kit em detectar NS1 

em infecção causada por este sorotipo já havia sido demonstrada (Blacksell et al., 

2007). Diferenças de sensibilidades entre os sorotipos demonstraram que o kit também 

foi menos sensível em casos de DENV-2 (McBride, 2009) e DENV-4 (Bessoff et al., 

2008; McBride, 2009), porém foi sugerida uma análise com um maior número de 

amostras representativas destes sorotipos.  

Nosso estudo não incluiu amostras de DENV-4 pela não circulação deste sorotipo 

no país. 

A sensibilidade do kit em relação à presença ou ausência de IgM também foi 

avaliada. Na presença de IgM (Grupo D; n= 126) a sensibilidade foi de 55% (70/126), 

significativamente menor do que quando comparada com os casos positivos por RT-

PCR e/ou isolamento viral (Grupo A-C) de 79%  (p< 0,001, Odds ratio de 4,80 e 95% de 

IC 2,99 – 7,71). Na maioria dos casos destes Grupos o anticorpo IgM estava ausente. O 

mesmo perfil foi observado previamente, onde na presença do IgM a sensibilidade foi 

significativamente menor  (48,3%). Sekaran e colaboradores (2007) demonstraram que 

conforme os níveis de anticorpos IgM aumentam, a taxa de detecção do NS1 diminui em 

concordância com os nossos resultados. 



 

  
  

Uma maior sensibilidade (84%) foi observada quando o kit foi testado em 

amostras positivas por isolamento viral do que em amostras positivas por RT-PCR 

(67%). Este fato é de grande relevância, uma vez que o isolamento viral, apesar de ser 

o “padrão-ouro” para o diagnóstico das infecções por DENV, é um método trabalhoso e 

que requer pelo menos 10 dias para a obtenção do resultado. 

O pan-E Dengue Early ELISA também demonstrou ser capaz de confirmar casos 

de infecção primária e secundária por DENV, apesar de ser um consenso entre os 

estudos realizados, que uma maior sensibilidade é obtida em casos de infecção primária 

(Kumarasamy et al, 2006; Sekaran et al., 2007). Os resultados obtidos neste estudo 

demonstraram uma maior sensibilidade na confirmação de casos primários [75% 

(50/67)], do que em secundários [60% (26/43)], (p<0,001, Odds ratio de 4,50 e 95% de 

IC 1,83 – 11,19), corroborados pela análise realizada recentemente na Austrália por 

McBride e colaboradores (2009), com 77,5% e 54,5%, para infecções primárias e 

secundárias, respectivamente. Foi demonstrado que dissociação de imunocomplexos de 

antígeno-anticorpo de amostras de soro de pacientes com infecção secundária, 

aumentou significativamente a detecção do antígeno NS1 (Koraka et al., 2003). 

Neste estudo, amostras até o 9o dia após o início dos sintomas foram testadas. 

Porém, a insuficiência de amostras com 7, 8 e 9 dias e a indisponibilidade de amostras 

mais tardias, inviabilizou a análise a partir do 6º dia de doença.  

O antígeno NS1 pôde ser detectado até o 6º dia após o início dos sintomas em 

aproximadamente 70%, decrescendo com o surgimento e elevação dos anticorpos IgM.  

Sekaran e colaboradores (2007) detectaram antígeno NS1 até o 100 dia após o início 

dos sintomas (cerca de 30%), com uma diminuição após este período. 

 

6.2    Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories) 

 

Diversos estudos demonstraram a utilidade do kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-

ELISA (BioRad Laboratories) para o diagnóstico precoce das infecções por DENV 

(Dussart et al., 2006; Kumarasamy et al., 2007; Lapphra et al, 2008; Chuansumrit et al.  

2008; Phuong et al., 2009; McBride, 2009; Zainah et al.,  2009; Hang et al., 2009). 



 

  
  

O Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA é um ensaio imunoenzimático sanduíche de 

uma etapa em microplaca para a detecção qualitativa ou semi-quantitativa do antígeno 

NS1 de DENV presente no soro ou plasma humano. 

 Neste estudo, um total de 450 amostras foram analisadas e a sensibilidade total 

obtida foi de 84% (184 / 220) considerando casos até o 9º dia de doença após início dos 

sintomas com uma especificidade de 99%. De igual modo, neste estudo, devido a 

insuficiência de amostras com 7, 8 e 9 dias e a indisponibilidade de amostras mais 

tardias, inviabilizou a análise a partir do 6º dia de doença. O mesmo foi observado em 

estudos prévios onde sensibilidade de 82% e 88%, ambos com 100% de especificidade 

foram obtidos em estudos realizados no Vietnã (Hang et al, 2009) e Guiana Francesa 

(Dussart et al., 2006), respectivamente. Porém sensibilidades de 63,2% e 93,3 % 

também foram observadas por outros autores (Lapphra et al., 2008; Kumarasamy et al., 

2007).  

A sensibilidade variou de 71% a 86% dependendo do sorotipo viral analisado. 

Uma menor sensibilidade foi observada em soros de pacientes infectados pelo DENV-3, 

coincidindo com o resultado obtido com o kit pan-E Early ELISA (Panbio Diagnostics). 

Porém, Dussart e colaboradores (2006) não observaram diferenças na sensibilidade em 

casos de pacientes infectados pelos diferentes sorotipos (DENV-1 a 4). 

A diferença de sensibilidade obtida pelo kit quando o anticorpo IgM estava 

ausente (91% Grupos A-C) e presente (64%, Grupo D), foi significativa (p<0,001, Odds 

ratio 18,70 e 95% de IC 8,27 – 43,04) e já havia sido descrita anteriormente (96,3% e 

88,6%, respectivamente; Kumarasamy et al., 2007). 

A comparação do kit com os outros dois métodos de diagnóstico de casos 

agudos, isolamento viral e RT-PCR, demonstrou que o kit obteve melhor desempenho 

em casos previamente positivos por isolamento viral (95%) do que aqueles positivos por 

RT-PCR (82%). Estes dados corroboram os resultados prévios, onde 94,1% e 85% dos 

casos positivos por isolamento viral e RT-PCR, respectivamente, foram confirmados 

pelo kit Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (Dussart et al., 2006). Recentemente, McBride 

(2009) demonstrou que a captura de antígeno NS1 foi possível em 87% dos casos 

positivos por RT-PCR, coincidindo com os nossos resultados. 



 

  
  

A sensibilidade do kit foi avaliada quanto o número de dias após o início dos 

sintomas. A análise revelou uma maior sensibilidade na detecção do antígeno NS1 nos 

primeiros 4 dias de doença (80 – 90%). Após este período, uma diminuição na 

sensibilidade (70%) é observada, provavelmente pela diminuição da viremia. Este fato é 

um consenso em diferentes estudos, onde a sensibilidade ótima está de 0 a 4 dias após 

o início dos sintomas, sendo considerado dia 0, o primeiro dia do estabelecimento da 

febre (Dussart et al., 2006; Hang et al., 2009). Uma maior sensibilidade (88,5%) também 

foi observada em amostras com até 5 dias após o início dos sintomas em relação 

aquelas amostras de pacientes com de 5-8 dias  de doença (53,8%; McBride, 2009). 

A habilidade do Platelia™ em detectar o antígeno NS1 em casos primários e 

secundários foi avaliada. Os resultados obtidos demonstraram que o teste foi mais 

sensível na confirmação de casos primários 95% (38/40), do que em secundários 71% 

(10/14) (p<0,001 – Teste Exato de Fisher - Odds ratio de 47,50). Sensibilidades de 

97,4% e 68,8% para infecções primárias e secundárias, respectivamente foram obtidas 

por Kumarasamy e colaboradores (2007) e de 97,5% e 59,1 % por McBride (2009). 

Em nossa avaliação, foi observada uma reação cruzada com o soro de um 

paciente vacinado para FA e com um caso positivo para rubéola. Porém, nenhuma 

reação com malária, leptospirose e encefalite japonesa foi observada (Hang et al., 

2009).  

Não foi observada diferença significativa na confirmação dos casos femininos e 

masculinos (81% e 86%, respectivamente) pelo kit (p<0,001, Odds Ratio de 27,47 e 

95% de IC 12,53 – 61,36). 

 

6.3   Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) 

  

 A importância do estabelecimento de ferramentas precisas para o diagnóstico 

precoce das infecções por DENV já foi demonstrada. A nova abordagem para 

confirmação dos casos agudos de dengue baseada na captura do antígeno NS1 

circulante no soro de pacientes infectados se mostrou de grande importância até então, 

pelos resultados obtidos nas diversas avaliações. Os kits pan E Early ELISA (Panbio 

Diagnostics) e Platelia™ (Biorad Laboratories) são de ampla aplicação para o 



 

  
  

diagnóstico, uma vez que utilizam os mesmos equipamentos. Porém, recentemente, um 

método alternativo foi desenvolvido para atender às necessidades de aplicação no 

campo.  

 O kit Dengue NS1 Ag STRIP (BioRad Laboratories) consiste em um teste 

imunocromatográfico, formado por uma membrana em fita com uma esponja para 

aplicação da amostra, uma esponja de conjugado contendo partículas coloidais 

revestidas por anticorpos monoclonais anti-NS1 de DENV e partículas coloidais 

revestidas por estreptavidina, onde os resultados são obtidos de 15-30 minutos. 

 Com um total de 845 amostras, divididas em amostras positivas e negativas para 

dengue como parte deste trabalho. Até a conclusão deste trabalho, apenas dois estudos 

de avaliação do NS1 Ag STRIP estão disponíveis. 

 Neste estudo, o kit apresentou uma sensibilidade total de 90% (381/422) com 

casos positivos até o 9º dia após o início dos sintomas e 99% de especificidade. Uma 

avaliação recente do kit na Malásia demonstrou 90,4% de sensibilidade e 99,5% de 

especificidade (Zainah et al., 2009). Em uma outra análise, porém, a sensibilidade foi de 

72% e especificidade de 100% (Hang et al., 2009). 

 A sensibilidade variou de 88% a 98% dependendo do sorotipo viral analisado. 

Como nos outros dois kits, uma menor sensibilidade também foi observada em casos de 

pacientes infectados por DENV-3. Contudo, Hang e colaboradores (2009) descreveram 

uma menor sensibilidade em amostras de pacientes infectados por DENV-2 (55%) 

Na presença de anticorpo IgM, a sensibilidade do kit foi de 77%, significativamente 

menor do que a sensibilidade observada quando anticorpo IgM não está presente (94%, 

p< 0,001, Odds Ratio de 39,41 e 95% de IC 20,21 – 77,77).  

 As amostras positivas por isolamento viral foram detectadas em 99% dos casos 

quando comparado aos casos positivos por RT-PCR (86%), resultados corroborados por 

Zainah e colaboradores (2009) onde 96.3% dos casos positivos por isolamento viral e 

87% dos casos positivos por RT-PCR foram confirmados pelo kit. 

No presente estudo, utilizando o kit Dengue NS1 Ag STRIP, cerca de 90% dos 

casos foram confirmados até o 60 dia de doença após o início dos sintomas. Porém, 

Hang e colaboradores (2009) demonstraram uma maior sensibilidade em amostras 

coletadas até o terceiro dia após o início dos sintomas. 



 

  
  

A sensibilidade em confirmar tanto os casos primários como os de infecção 

secundária foi de 93% (p=1.000, Odds ratio de 0,913 e 95% de IC 0,157 – 5,296). 

Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos para os casos de infecção 

primária, porém menor sensibilidade foi observada em casos de infecção secundária 

(65,6% - 79,1%; Hang et al., 2009, Zainah et al., 2009). 

 

6.4  Comparação dos três kits de captura de antígeno NS1 em uma 

subpopulação de 450 amostras 

 

A análise dos três kits testados foi avaliada entre si. Um total de 450 amostras 

(n= 220 casos dengue e n= 230 de casos não-dengue) foram selecionadas e testadas 

pelas três metodologias.  

Dentre os três kits analisados, o kit NS1 Ag Strip (BioRad) foi o mais sensível em 

confirmar casos de dengue na amostragem testada (89%, 197/220), seguido pelo 

Platelia NS1 (BioRad) (84%, 184/220) .O menos sensível foi  o pan -E Early ELISA 

(PanBio) com 72% (159/220) de sensibilidade. Porém, neste estudo o kit da PanBio foi o 

mais especifico (100%) enquanto que ambos os kits da BioRad apresentaram 99% de 

especificidade. Em estudos de comparação entre os kits pan-E Early ELISA (PanBio) e 

Platelia NS1 (BioRad), também demostrou-se menor sensibilidade para o kit da PanBio 

(Bessoff et al., 2008, McBride, 2009). 

Os três kits pan-E Early ELISA, Platelia NS1 e Dengue NS1 Ag Strip, foram mais 

sensíveis em confirmar casos positivos por isolamento viral do que em casos positivos 

por RT-PCR. 

O kit pan-E Early ELISA (PanBio) foi o menos sensível em casos IgM positivos 

(69%), porém mais sensível em detectar casos de paciente infectados por DENV-2  

(82%). O kit Platelia NS1 (BioRad) foi mais sensível em casos de DENV-1 (98%) e o 

Dengue NS1 Ag Strip (BioRad) apresentou a mesma sensibilidade tanto em casos de 

DENV-1 quanto de DENV-2 (98%). Casos de DENV-3 foram os menos confirmados 

pelos três kits, em menor proporção. 

Corroborando os dados da literatura, o período ótimo para a captura do antígeno 

NS1 pelos três kits analisados compreende os quatro primeiros dias de doença após o 



 

  
  

aparecimento dos sintomas. Porém, os dois kits da BioRad, Platelia NS1 e NS1 Ag Strip 

sustentam a detecção até o sexto dia, com sensibilidades de 75% e 89%, 

respectivamente. 

Os resultados obtidos demonstraram uma maior sensibilidade de confirmação de 

casos de infecção primária pelo pan-E Early ELISA e pelo Platelia NS1, conforme 

observado em estudos prévios (Sekaran et al., 2007, Kumarasamy et al., 2007; 

Chuansumrit et al., 2008, Lapphra et al., 2008, Hang et al., 2009, Zainah et al., 2009). 

Porém, o NS1 Ag Strip apresentou a mesma sensibilidade em casos primários e 

secundários. 

 O kit da PanBio (pan-E Early ELISA) mostrou-se menos eficiente em confirmar os 

casos de dengue (86%) quando comparado com o Platelia NS1 (91%) e o NS1 Ag Strip 

(95%). O valor preditivo positivo variou de 98 a 100%, porém uma menor variação foi 

observada para o valor preditivo negativo 78% para o pan-E Early ELISA, 86% para o 

Platelia NS1 e 91% para o NS1 Ag Strip. Dentre os kits avaliados, o Dengue NS1 Ag 

Strip (Biorad) foi o kit mais eficiente em confirmar casos de dengue pela captura do 

antígeno NS1. Além disso, é o mais conveniente por ser de fácil utilização, os resultados 

são obtidos em 15 minutos e a realização não envolve a utilização de equipamentos 

laboratoriais específicos. O kit Platelia Dengue NS1 Ag é realizado apenas com um 

período de incubação e onde os resultados são obtidos em torno de 2 horas, sendo 

mais rápido do que o kit pan-E Dengue Early ELISA que é realizado com duas 

incubações e os resultados são obtidos em torno de 2 horas e 30 minutos.    

 De acordo com estudos prévios e com os resultados obtidos neste estudo, a 

presença do antígeno NS1 no soro humano pode ser confirmado entre os dia 0 e 9 após 

o início dos sintomas. Neste contexto, a combinação da utilização da captura de 

antígeno NS1 aplicado a soros de fase aguda com a utilização do MAC-ELISA, em 

soros com 5-10 dias após o início dos sintomas, poderia aumentar a sensibilidade total 

de ambos os ensaios.  

Resultados negativos para captura de antígeno NS1, não devem ser considerados 

necessariamente casos não-dengue. Resultados falso-negativos podem ser resultantes 

da formação de imunocomplexos do antígeno NS1 com a IgG, particularmente em 



 

  
  

infecções secundárias para dengue, onde antígenos alvos não são mais acessíveis ao 

mAb (anticorpo monoclonal) do ELISA (Hang et al, 2008). 

Portanto, de modo geral, os kits de captura de antígeno NS1 se mostraram 

sensíveis e específicos para utilização no diagnóstico precoce do dengue. Porém, como 

são mais eficientes na fase aguda da doença, os kits deverão ser utilizados em 

combinação com MAC-ELISA para aumentar a sensibilidade detecção, principalmente 

em áreas de alta prevalência de infecções secundárias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
  

7   CONCLUSÕES 

 

•    O kit pan-E Dengue Early ELISA (PanBio Diagnostics) apresentou  uma 

sensibilidade de 72% (308 / 426) e especificidade de 100%, considerando casos 

até o 6º dia após o início dos sintomas. 

• A análise revelou que o antígeno NS1 pode ser detectado até o 6º após o início 

dos sintomas em aproximadamente 80% dos casos. 

• Uma sensibilidade de 84% e 99% de especificidade foi obtida para o kit 

Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories), considerando casos até o 

6º dia de doença após início dos sintomas. 

• O kit Dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories) apresentou uma 

sensibilidade de 90% e 99% de especificidade, considerando casos até o 6º dia 

após o início dos sintomas.  

• Os três kits foram mais sensíveis em confirmar casos positivos por isolamento 

viral do que em casos positivos por RT-PCR. 

• A sensibilidade variou de 71% a 98% dependendo do sorotipo infectante. Casos 

de DENV-3 foram confirmados em menor proporção pelos três kits avaliados. 

• Na presença de IgM a sensibilidade variou de 55% a 77%, significativamente 

menor do que quando o IgM era ausente (79% a 94%).   

• Os resultados obtidos demonstraram uma maior sensibilidade de confirmação 

de casos de infecção primária pelo pan-E Early ELISA e pelo Platelia NS1, 

entretanto o NS1 Ag Strip não se observou variação em relação ao tipo de resposta 

imune humoral. 

 

 

 

 

 
  
 
 
 
 



 

  
  

8  PERSPECTIVAS 
 
 A detecção precoce das infecções por dengue em áreas susceptíveis é de 

grande importância para auxiliar a prevenção de surtos e/ou epidemias. 

 Três estudos de comparação entre os kits da PanBio e BioRad haviam sido 

descritos (Bessoff et al., 2008, Dussart et al., 2008, McBride, 2009) e os resultados aqui 

obtidos, confirmaram a  sensibilidade e alta especificidade dos testes de captura de 

antígeno NS1 para o diagnóstico precoce do dengue.  

 A disponibilidade destes kits tem possibilitado a detecção do vírus em 

localidades onde o isolamento viral e RT-PCR são inacessíveis. Neste contexto, o 

Ministério da Saúde tem utilizado estes kits como um método de triagem de amostras a 

serem submetidas ao isolamento viral, como um método na vigilância ativa do dengue.  

Dessa forma, amostras positivas para o antígeno NS1 devem ser estudadas por 

métodos clássicos de isolamento em cultivo de células permitindo estudos 

complementares de caracterização genética dos vírus isolados ou métodos moleculares 

para se determinar o sorotipo envolvido.   

 Por serem métodos mais eficientes na fase aguda da doença, a utilização em 

combinação com o MAC-ELISA em especial em áreas de alta prevalência de infecções 

secundárias, como no Brasil possibilitará o aumento do número de casos confirmados 

da doença. 

 Uma abordagem a ser proposta será a utilização dos kits de captura de 

antígeno NS1 a tecidos provenientes de casos fatais suspeitos de dengue, 

considerando-se que o país tem sido marcado por epidemias cada vez graves com a 

ocorrência de óbitos e a presença do vetor. 
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