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RESUMO

A incidéncia de dengue no estado do Amapa e no municipio de Macapa apresentou um padrdo
observado na regido Norte e no Brasil, com os ciclos de alta transmisséo influenciados pela
predominancia de diferentes sorotipos. O virus dengue, pertencente a familia Flaviviridae,
género Flavivirus é constituido de RNA de fita simples que codifica proteinas estruturais e ndo
estruturais e possui quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. A existéncia de
um programa continuo de vigilancia epidemioldgica tem como objetivo detectar e monitorar a
circulacdo dos sorotipos DENV no pais, onde existe a co-circulagdo de DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4. O principal objetivo deste trabalho foi estabelecer um procedimento
operacional padrdo (POP) para a implantacdo de meétodo molecular para o diagnostico
laboratorial de dengue em apoio a vigilancia epidemioldgica da doenca no pais, investigar os
casos febris suspeitos de dengue ocorridos no estado do Amapa, descrevendo 0s aspectos
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais de casos recebidos sob demanda espontanea no
LACEN/AP, entre janeiro de 2014 a marco de 2015, e aplicar a técnica de RT-PCR. Para tal,
foi realizado um estudo analitico, observacional e transversal. Foi desenvolvido o POP de
extracdo de RNA viral e amplificagdo gendmica para identificacdo do sorotipo de DENV por
RT-PCR de acordo com o protocolo de Lanciotti et al (1992). Um total de 2.408 casos febris
suspeitos de infeccdo por dengue foi recebido no LACEN/AP no periodo de estudo, testados
pelo diagnostico laboratorial sorolégico de rotina (MAC-ELISA e NS1 ELISA) e, 89,3%
(2.151/2.408) foram confirmados. Deste total, 79,6% (1.918/2.408) foram confirmados por
MAC-ELISA e 9,7% (233/2.408) por NS1 ELISA. A RT-PCR confirmou 12% dos casos
analisados, sendo DENV-1 (n=9) e DENV-4 (n=3) os sorotipos identificados. Os resultados
discordantes entre a RT-PCR e o MAC-ELISA foram significativos, mas o0 mesmo ndo foi
observado quando os resultados discordantes da RT-PCR e NS1 foram avaliados. Os
resultados obtidos ressaltam a contribuicdo do presente trabalho para a vigilancia deste agente
nesta regido e, a implementacdo de um método de identificagdo viral rapido e sensivel encontra

uma efetiva aplicacéo.

Palavras Chaves: Dengue. Amapa. Vigilancia epidemioldgica, RT-PCR



ABSTRACT

The incidence of dengue in the state of Amapéa and in the city of Macapa showed a pattern
observed in the North and in Brazil, with high transmission cycles influenced by the
predominance of different serotypes. The dengue virus belongs to the Flaviviridae family, genus
flavivirus. It consists of single-stranded RNA encoding structural and nonstructural proteins. It
has four serotypes: DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4. The existence of an ongoing
program of surveillance aims to detect and monitor the movement of DENV serotypes in the
country, where there is the co-circulation of DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4.The
aim of this study was to establish a standard operating procedure (SOP) for the implantation of
a molecular method for laboratory diagnosis of dengue in support of the epidemiological
surveillance of the disease in the country and to investigate dengue suspected febrile cases
occurred in the state of Amapa4, describing the epidemiological, clinical and laboratorial aspects
of cases received spontaneously in LACEN/AP from January 2014 to March 2015, and to apply
the RT-PCR technique. For this purpose, an analytical, observational and cross-sectional study
was performed. Viral RNA extraction SOP and a genomic amplification SOP to identify DENV
serotypes by RT-PCR according to the protocol Lanciotti et al (1992) were established. A total
of 2,408 cases of dengue suspected cases was received at LACEN / AP during the studied
period. The cases were submitted to routine serological laboratory diagnostics (MAC-ELISA
and ELISA NS1) and 89.3% (2,151 / 2,408) were confirmed. Of this total, 79.6% (1,918 / 2,408)
were confirmed by MAC-ELISA and 9.7% (233 / 2,408) for NS1 ELISA. The RT-PCR
identified the infecting serotype in 12% of the cases analyzed. DENV-1 (n = 9) and DENV-4
(n = 3) were the serotypes characterized. The diferences observed in the RT-PCR and MAC-
ELISA where significant, but the same was not observed when the results obatined by the RT-
PCR and NS1 ELISA were ccompared. The results obtained here shows the contribution of this
work to the monitoring of this agent in this region and the implementation of a rapid and

sensitive viral identification method is an effective application.

Key words: Dengue, Amapa, Epidemiological surveillance, RT-PCR.

LISTA DE FIGURAS



Figura 1 Namero acumulado dos sorotipos de dengue registrados desde 1943...................... 16
Figura 2 Distribuicdo global do risco de infeccao pelos virus dengue...........cccccoeveveeiveinennnne 17
Figura 3 Particula (a) e genoma (b) do virus dengue (DENV): proteina precursora da proteina
de membrana (prM); proteina de membrana (M); proteina do envelope (E); proteina
do capsideo (C); proteinas ndo estruturais 1 — 5 (NS1-5); regides ndo traduzidas (UTR)

Figura 4 Ciclos de transmissao dos virus dengue (DENV) .......ccccooveveiiieieeiesiee e 21
Figura 5 Esquema representativo das etapas do processo de replicacdo dos virus dengue..... 23
Figura 6 Representacdo esquematica da cinética de antigeno e anticorpo nas infeccdes por

(01130 =SS STRSPRSSN 24
Figura 7 Classificacdo dos casos de dengue de acordo com a WHO, 2009............ccccovevvrennene 25
Figura 8 Histdria evolutiva do diagnostico das infeccdes por dengue ..........cccoeveeverieeniennns 26

Figura 9 Comparacdo entre a disponibilidade e especificidade dos métodos diretos e indiretos

para o diagnostico das infecgBes POr AENQUE ........ccvvieeieeriecieie e 31

Figura 10 Distribuicdo dos sorotipos de dengue nas Américas, 1990-2014 ........c..cccccvevvvennene 33
Figura 11 Casos provaveis de dengue, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas, Brasil,
2013 @ 2005, ...ttt naerenrens 35

Figura 12 Distribuigéo dos sorotipos de dengue no Brasil, 2015...........ccccceveiiiiieniieninnnn 36
Figura 13 Incidéncia de casos provaveis de dengue, Brasil, regido norte, Amapa e Macapa,
2000 @ 200000ttt r ettt re et nrens 37

Figura 14 Municipios com notificacdo de casos de dengue no estado do Amap4, 2014 ........ 37

Figura 15 Estratégia de amplificacdo do RNA viral dos virus dengue (DENV) pela transcri-
cdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), de acordo com
protocolo descrito por Lanciotti et al. (1992). A: Transcricdo reversa e amplificacdo
do RNA viral utilizando iniciadores consensuais. B: Tipagem dos virus dengue
(semi-nested PCR) utilizando iniciadores tipo-especifiCos ........cc.coovreivreniienenen. 48

Figura 16 Distribuicdo dos casos estudados (n=100), confirmados por MAC-ELISA e/ou NS1

ELISA, de acordo os municipios do estado do Amapé, no periodo de janeiro de
2014 a marco de 2015, para investigacdo do sorotipo infectante............c.cccccvenee 50
Figura 17 Frequéncia das manifestagdes clinicas observadas em casos confirmados de dengue
(n=100) ocorridos no Amapa, de Janeiro de 2014 a Marco de 2015..................... 51

Figura 18 Eletroforese em gel de agarose de produtos da amplificacdo por RT-PCR de casos



representativos, para tipagem dos DENV de acordo com Lanciotti et al. (1992).
Anélise representativa de casos de DENV-1 (A) e DENV-4 (B) .......cccccoovevenanins 52
Figura 19 Distribuicdo da confirmacdo laboratorial de casos de dengue (n=100) por MAC-
ELISA, NS1 ELISA e RT-PCR de acordo com o numero de dias de sintomas dos

pacientes provenientes do AMAPA .........cveveierieriererese e 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Classificacdo genotipica baseada na analise filogenética do sequenciamento do gene
que codifica para a proteina E, de acordo com Weaver e Vasilakis (2009) ............ 20
Tabela 2 Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcrigdo reversa seguida pela reacdo
em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos virus dengue.................. 45

Tabela 3 Reagentes utilizados na transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia
(RT-PCRY) ottt bttt et e ettt s et et bennens 45
Tabela 4 Distribuigdo dos casos notificados e confirmados de infeccdo por dengue, por
municipio de ocorréncia, Janeiro de 2014 a Margo de 2015 .........cccceeevreicenienen. 49
Tabela 5 Distribuicdo dos casos confirmados por dengue (n=100) no Amap4, por género e faixa
etaria, Janeiro de 2014 a Margo de 2015 ......ccccveviiiieie i 51
Tabela 6 Diagndstico laboratorial (MAC-ELISA e NS1 ELISA) em casos confirmados de
dengue (n=100) ocorridos no Amapa, no periodo de Janeiro de 2014 a Marco de 2015

.................................................................................................................................. 52
Tabela 7 Caracterizacdo dos casos de dengue confirmados por RT-PCR (n=12) em relacao aos
testes de MAC-ELISA e NS1 ELISA.2014 a Margo de 2015.........cccooevvvviivninne. 53

Tabela 8 Comparacdo entre os resultados obtidos nos testes de RT-PCR e MAC-ELISA
utilizados na investigacdo dos casos de dengue provenientes do Amap4, entre Janeiro
de 2014 a Margo de 2015.......cciiie e 54
Tabela 9 Comparacdo entre os resultados obtidos nos testes de RT-PCR e NS1 ELISA
utilizados na investigacéo dos casos de dengue provenientes do Amap4, entre Janeiro
de 2014 @ Margo de 2015......c.ooiiieeieieriee e e 54



SIGLAS E ABREVIATURAS

Ae. Aedes aegypti

Acs Anticorpos

AP Amapa

AP-61 Célula de superficie de mosquito Ae. pseudoscutellaris passagem 61
AP-64 Célula de superficie de mosquito Ae. pseudoscutellaris passagem 64
BHK21 Rim de hamster recém-nascido (do Inglés: Baby hamster kidney)

°C Grau Célsius

C Proteina do capsideo ou core

C6/36 Célula de mosquito Ae. Albopictus clone 6 passagem 36

CLA-1 Glicoproteina de membrana plasmatica 1

CVS Coordenadoria de Vigilancia em Saude

DC Dengue cléssico

DC-SIGN Células dendriticas ICAM-3 integrina ndo aderida (do inglés: dendritic cell
ICAM-3 grabbing nonintegrin)

DENV Virus dengue

DENV-1 Virus dengue sorotipo 1

DENV-2 Virus dengue sorotipo 2

DENV-3 Virus dengue sorotipo 3

DENV-4 Virus dengue sorotipo 4

DNA Acido desoxirribonucleico

E Proteinas do envelope

ECP Efeito citopatico

ELISA Ensaio Imunoenzimatico

FD Febre Dengue

FHD Febre hemorrégica do dengue
FIOCRUZ  Fundagéo Oswaldo Cruz

IgG Imunoglobulina G

IgM Imunoglobulina M

I0C Instituto Oswaldo Cruz

LABFLA Laboratério de Flavivirus
LACEN Laboratério Central



LLC-MK2  Celulas epiteliais de rim de macaco Rhesus
M Proteina de membrana
MAC-ELISA Ensaio imunoenzimaticos de captura do anticorpo M (do Inglés: IgM antibody-

capture enzyme-linked imunossorbent assay)

mL Mililitro

NK Célula matadora natural (do Inglés: Natural killer)
Nm Nandmetros

NS Proteinas ndo estruturais

OMS Organizacdo Mundial da Saude

Pb Pares de Base

PCR Reacdo da cadeia pela polimerase

POP Procedimento operacional Padrao

PEAa Programa de Erradicacdo do Ae. aegypti

prM Proteina pré-membrana

PRNT Teste de neutralizacdo por reducdo de placa

RDT Teste rapido (do Inglés: Rapid Diagnostic Test)
RE Reticulo endoplasmatico

RNA Acido ribonucléico

RT Transcrigédo reversa

RT-PCR Transcriptase reversa seguida da reacdo pela cadeia da polimerase
SCD Sindrome do Choque por Dengue

SVS Secretaria de Vigilancia em Salde

TRA-284 Linhagem celular de mosquito Toxorhynchites amboinensis
VERO Célula de rim de macaco verde Africano (do Inglés: kidney epithelial cells

extracted from an African green monkey)



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt sttt en s sn e 17
1.1 BREVE HISTORICO ..o ssess s st ssesnae s 18
1.2 AGENTE ETIOLOGICO ...t sees s 19
1.3 DIVERSIDADE GENETICA DOS VIRUS DENGUE .........ccoooevnviereeeeeriesseeiensinnns 20
1.4 TRANSMISSAQO DOS VIRUS DENGUE .........cooceveeeeeeeeeeiesessessiessessessies s 22

1.5 REPLICACAO VIRAL E RESPOSTA IMUNE NAS INFECCOES POR DENGUE..23

1.6 MANIFESTACOES CLINICAS NAS INFECOES POR DENGUE..........cccccccvvevennne. 25
1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS INFECCOES POR DENGUE.................... 27
1.7.1 Amostras bioldgicas para 0 diagnostico do dengue ...........cceeveeveeveeiiesiese e 28
1.7.2 Isolamento viral € imunOflUOrESCENCIA ........ccvvveieieieie e 28
1.7.3 MELOUOS SOFOIOGICOS ..euvveviieieiieiesieiee ettt sttt sttt nenae e 29
1.7.4 Métodos moleculares para a detec¢do do genoma dos DENV.........cccccceeeiiiiinenns 30

1.7.4.1 Transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) 31

1.7.42 RT-PCR em Tempo Real........ccooiiiiiiiee e 32

L8 EPIDEMIOLOGIA ...ttt sneas 33
1.8.1 DENQUE NAS AMEIICAS ... .ecuveiveeieetieiteesieeeesteeste et e steesteesresseesteassessaesreesesseesseeeesreeseas 33

1.9 DENGUE NO BRASIL ...ttt 34
1.10 DENGUE NO ESTADO DO AMAPA .......oooiveeeeeeseeeeeees e, 37
1.11 CONTROLE E PREVENGAO.........cooieieeiieesteeieeeeesseseeeee s sesss s snessssassnssnae s, 39

2 JUSTIFICATIV A ettt ettt 41
G OBUIETIVOS ...ttt b ettt a e ettt e et e e s ne e rn e ne e 42
3.1 OBIETIVO GERAL ...ttt 42
3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS. ....cooiiiiiriiriseeseineiesiecssssssssssseesess st ssssesssenas 42

A MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt en s 43

4.1 ELABORACAO DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA
IMPLANTACAO DA TECNICA DE RT-PCR CONVENCIONAL .......coceveverererrrrenns 43



4.2 INVESTIGAGAO DOS CASOS FEBRIS SUSPEITOS DE DENGUE OCORRIDOS

NO AMAPA ..ot 43
4.2.1 CONSIACIAGOES BLICAS ....veuvereveienieiesiesieie ettt sttt sttt 43
4.2.2 DESENN0 08 BSTUUO. .......vieiieiiteee e 43
4.2.3 Amostragem e banco de dados...........cccueiiiieiieii i 44
4.2.4 Estocagem e conservacdo das amostras biol0gicas..........cccevvveveivieieenecie e 44
4.2.5 Triagem dos casos suspeitos de dengue por métodos sorol0gicos............cccvervrenene. 44
4.2.6 Determinacéo de anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA) .......ccccveviviveiiernennn, 45
4.2.7 Teste de captura de antigeno NSL..........cccvoiiiieiiiie s 45

4.2.8 Extracdo do RNA viral e transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela

POIIMErASE (RT-PCR)....c.eiiiiieiiiiiii et 45
4.2.9 Infraestrutura diSPONIVEl ..........ccoiiiiiiiiie s 47
4.2.10 ANALISE ESTALISLICA. ... .cveveieeteiteieiisie et 47
S RESULTADOS ...ttt ettt sttt e et e e sbe e be e be e e beesnneenes 48

5.1 ELABORACAO DO PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA
IMPLANTACAO DA TECNICA DE RT-PCR CONVENCIONAL DE ACORDO COM O

PROTOCOLO DE LANCIOTTI ET AL. (1992) NO LACEN/AP.......coocovviriererrsrenrinnes 48
5.2 INVESTIGACAO DOS CASOS FEBRIS SUSPEITOS DE DENGUE OCORRIDOS
NO AMAPA ...ttt ettt nensan 49
5.2.1 Descricao dos aspectos epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais.............cc.cccvee.n. 49

B DISCUSSAD ...ttt st s s s sn e 56
7 CONCLUSOES ..ottt 63
REFERENCIAS ...ttt 64
] =5 1 OO 79

ANEXO T o 86



1 INTRODUCAO
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A dengue é hoje uma das mais importantes doencas infecciosas do mundo em termos

de morbidade e mortalidade e, nos ultimos 50 anos a dengue vem progressivamente alcangando

o status de pandemia, hospitalizando mais de 5 milhGes de criangas e com o registro de mais de

70.000 mortes devido a forma mais grave da doenca. Em todo o mundo estima-se que

aproximadamente trés bilhGes de pessoas, 2/5 da populacdo mundial, estdo sob risco de contrair

dengue e que ocorram anualmente cerca de 50 milhGes de casos. Desse total, cerca de 550 mil

necessitam de hospitalizagéo e pelo menos 20 mil morrem em consequéncia da doenca (WHO,

2013).

Desde o primeiro isolamento do virus na década de 40, a doenca dispersou,

principalmente devido a urbanizacéo e trafego aéreo, com a co-circulacao dos quatro sorotipos

do virus ocasionando a uma situacdo hiperendémica em muitas regides do mundo como

demostrado na (Messina et al., 2014). Figura 1.

Figura 1 - Numero acumulado dos sorotipos de dengue registrados desde 1943.
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Atualmente, todos os sorotipos do virus estdo circulando na Africa, Sul e Sudeste da
Asia, Regides do Pacifico Ocidental, Caribe, ¢ Américas Central e do Sul e introducdes
frequentes no sudeste da América do Norte sdo regularmente reportadas (Rodriguez-Roche &
Gould, 2013). A Figura 2 demonstra a distribuicao global do risco de infeccao pelos DENV
(Guzméan & Harris, 2014).

Figura 2 - Distribuig@o global do risco de infec¢do pelos virus dengue.
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Fonte: Adaptado de Guzméan & Harris, 2014.

1.1 BREVE HISTORICO

A origem geografica dos virus dengue (DENV) tem sido um tépico de intensa
especulacdo, uma vez que alguns defendem a origem Africana do virus devido a mesma origem
do principal vetor, Aedes (Ae.) aegypti (Christophers, 1960). No entanto, nos estudos de Smith
e Rudnick (Smith, 1956; Rudnick & Lim, 1986), foi demonstrada uma relativa susceptibilidade
do vetor Ae. aegypti formosus da Africa aos DENV (Diallo et al., 2005) e analises filogenéticas
apontaram para uma origem asiatica (Wang et al., 2000). Independentemente da sua origem, 0s
DENV provavelmente evoluiram como um virus de mosquito arbéreo antes de se adaptar a
primatas em ambientes silvestre (Gubler, 1997).

Os primeiros relatos de grandes epidemias de uma doenga compativel com dengue
datam de 1779 e 1780 e foram relatadas na Asia, Africa e América do Norte, porém ha registros
da ocorréncia desta doenca no século 111 (Gubler, 2006).

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
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enfermidade, até entdo referida na literatura como "febre articular”, "febre quebra 0ssos",
"dinga", "polka", entre outros (Siler et al., 1926; Halstead, 1980). Este termo € um homénimo
espanhol para o Swahili "Ki denga Pepo”, que significa pancada ou golpe, causada por um
espirito do mal, que provoca um ataque doloroso semelhante a caimbra (CDC, 2006).

Graham em 1903 foi o primeiro a publicar que a transmissdo do DENV se dava através
de mosquitos e a transmisséo pelo Ae aegypti foi confirmada em 1926 por Siler, Hall e Hitchens
(Siler et al., 1926). Ashburn e Craig, em 1907, observaram que a doenca era causada por um
organismo filtravel e de tamanho ultramicroscopico, descartando a hipotese de uma infeccao
por bactérias e/ou protozoérios.

As primeiras cepas dos DENV foram isoladas em 1944 durante a Segunda Guerra
Mundial, a partir de soros de soldados que contrairam a infecgdo na india, Nova Guiné e Havai
(Sabin, 1952). Os virus provenientes da India, do Havai e de uma das cepas de Nova Guiné
foram antigenicamente semelhantes e denominados virus dengue 1 (DENV-1) e a cepa havaiana
considerada prototipo. Outras cepas de Nova Guiné apresentaram caracteristicas antigénicas
diferentes, permitindo a identificacdo de outro sorotipo-virus dengue tipo 2 (DENV-2), sendo
considerado prototipo. Dois novos virus foram isolados durante uma epidemia ocorrida em
Manila (1953) e estes virus foram classificados como virus dengue tipo 3 (DENV-3) e virus
dengue tipo 4 (DENV-4) (Hammon et al., 1960), sendo as cepas H87 e H241 consideradas
protétipos para estes sorotipos, respectivamente.

Embora umas séries de epidemias estivessem ocorrendo no Sudeste Asiatico, ndo
houveram epidemias notificadas nas Américas, Africa e Oceania durante os 20 anos seguintes,
principalmente devido ao programa de erradicacdo do Ae. aegypti por parte da Organizacao
Pan-Americana de Salde, que visava evitar epidemias de febre amarela urbana. No entanto,
com a descontinuidade desse programa no final dos anos 70, o Ae. aegypti voltou a infestar a

maioria dos paises americanos (Gubler, 1997).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

Os quatro sorotipos de dengue (DENV-1 a 4) pertencentes a familia Flaviviridae, sdo
mantidos na natureza por um ciclo de transmissdo que envolve hospedeiros vertebrados e
mosquitos hematofagos do género Aedes, onde o homem é o unico hospedeiro capaz de

desenvolver as formas clinicas da infecgdo (Gubler, 1997). Estudos recentes sugeriram o
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isolamento e a caracterizacdo de um novo sorotipo de DENV de transmissdo silvestre em
Sarawak, Malésia, detectado em humanos (Vasilakis et al 2013; Normile, 2013).

O virus ¢ esférico, com 40 a 60 nm de diametro, contendo um capsideo de simetria
icosaédrica envolto por envelope lipidico. O genoma viral é constituido por RNA de fita simples
com aproximadamente 11.000 pares de base, polaridade positiva e uma Unica fase aberta de
leitura que codifica para trés proteinas estruturais: proteina C do capsideo, proteina pré-M/M
associada a membrana e proteina E do envelope além de sete proteinas ndo estruturais (NS):
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Figura 3 (Miller et al., 2010; Rosa Maria Del
Angel, 2013).

Figura 3 - Particula (a) e genoma (b) do virus dengue (DENV): proteina precursora da proteina
de membrana (prM); proteina de membrana (M); proteina do envelope (E); proteina do capsideo

(C); proteinas ndo estruturais 1-5 (NS1-5); regides ndo traduzidas (UTR).
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Fonte: Adaptado de Rosa Maria Del Angel, 2013.

1.3 DIVERSIDADE GENETICA DOS VIRUS DENGUE

Os quatro sorotipos de DENV apresentam alta variabilidade genética devido a falta do
mecanismo de correcdo da RNA polimerase viral durante a replicacdo, as rapidas taxas de
replicacdo, ao grande tamanho populacional e pressdo frente a reposta imunoldgica do
hospedeiro (Homes & Twiddy et al., 2003).

Dados filogenéticos e de epidemiologia molecular subdividem os DENV em diferentes
gendtipos, que sdo geralmente associados a diferentes areas geograficas (Chen, 2011). Até 2009

era utilizada uma classificagdo genotipica estabelecida por Rico-Hesse (2003), que se baseava
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no sequenciamento da regido do gene E do genoma. Esta classificagdo caracterizou cinco
genotipos para DENV-1, quatro para DENV-2 e DENV-3 e trés gendétipos para DENV-4.
Baseados no sequenciamento completo do gene E, Weaver e Vasilakis (2009) caracterizaram o
DENV-1 em 5 gendtipos, DENV-2 em 6 genotipos, DENV-3 em 5 gendtipos e DENV-4 em 4
genotipos (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo genotipica baseada na analise filogenética do sequenciamento do gene

que codifica para a proteina E, de acordo com Weaver e Vasilakis (2009).

Sorotipo Genétipo Distribuicio geografica
I Sudeste Asiatico, China, Leste da Africa
II Tailandia (1950-1960)
DENV-1 I Malasia (cepas selvagens)
v Ilhas do Oeste do Pacifico e Australia
A\ Ameéricas, Oeste da Africa Africano, Asia
Asiatico I Malasia e Tailandia
Asiatico 11 Vietnd, da China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas
Cosmopolita Austrélig, Leste e Oeste. Africano,. Ilhas dog oceanos Paciﬁco e
DENV-2 _ Indlcp. Subcqntmente Indiano e Orlent.e Médio .
Americano América Latina, Caribe (1950—1969), Subcontinente Indiano e
Ilhas do Pacifico
Sudeste Tailandia, Vietna, Américas (tltimos 20 anos)
Selvagem Oeste Africano e Sudeste Asiatico
1 Indonésia, Malésia, Filipinas e Sul da Ilhas do Pacifico
11 Tailandia, Vietna e Bangladesh
DENV-3 111 Sri Lanka, India, Africa, Samoa, Tailandia (1962)
v Porto Rico, Américas Latina e Central, Taiti (1965)
\Y Filipinas (1956), Japdo (1973), China (1980) América do Sul
I Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Japdo (provenientes do
Sudeste Asiatico)
DENV-4 11 Indonésia, Malasia, Taiti, Caribe e Américas
111 Tailandia (cepas recentes)
v Malasia (cepas selvagens)

No Brasil atualmente circula o gendtipo Américas/Africa ou genétipo V de DENV-1,
porém trés linhagens distintas dentro deste genotipo foram descritas (dos Santos et al., 2011;
de Bruycker-Nogueira et al., 2015). Para o DENV-2, foi descrita a existéncia de duas linhagens
do genoétipo do Sudeste Asiatico/Americano (Faria et al., 2013) e de quatro linhagens do
geno6tipo do Subcontinente Indiano ou genoétipo 111 para os DENV-3 (Aragjo et al., 2009). Para
o DENV-4 ja foi descrita a existéncia de dois gendtipos (I e II) no pais (Nunes et al., 2012;
Figueiredo et al., 2013).
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1.4 TRANSMISSAO DOS VIRUS DENGUE

Os virus s@o mantidos na natureza por um ciclo de transmissao envolvendo hospedeiros
vertebrados e mosquitos hematdfagos do género Aedes, sendo 0 homem o Unico hospedeiro
capaz de desenvolver as formas clinicas da infeccdo (Gubler, 2002).

O Ae. aegypti esta envolvido no ciclo urbano da doenca, em consequéncia de seus
habitos domeésticos, preferindo alimentar-se em humanos e depositar seus ovos em locais
proximos ou dentro de residéncia, sendo portanto, 0 vetor mais importante na transmissdo da
doenca para 0 homem. Entretanto, outras espécies de Aedes, como o Ae. albopictus, estdo
envolvidas em diferentes ciclos de transmissao rural e enzo6tica destes virus (Chen & Vasilakis,
2011), Figura 4.

Figura 4 - Ciclos de transmissao dos virus dengue (DENV).

TOT Ae. furcifer (Oeste da Africa) TOT.

Ae. aiboptcrus (Sudeste Asiatico)

> Zona >
Emergénma 3

SILVESTRE Rural HUMANO
Ae. luteochephalus (Oeste da Africa) A ;
Ae. furcifer {Oeste da Africa) Ae,ecli::)%i/t%s

Ae. niveus ssp (Sudeste Asiatico) Ae. polynensiensis

*TOT: transmiss3o transovariana

Fonte: Adaptado de Chen & Vasilakis, 2011.

O mecanismo de transmissdo dos DENV ocorre durante o repasto sanguineo, pela fémea
do mosquito vetor. Ap6s a ingestdo de sangue contaminado, é necessario um tempo de
incubacdo extrinseca, que varia de 8 a 12 dias e é 0 tempo necessario para que 0 Virus se
replique, até a localizacéo nas glandulas salivares do inseto, 0 que permite sua passagem para
um hospedeiro humano susceptivel por meio de um novo repasto sanguineo, determinando um

novo ciclo (Gubler, 1998; Chan & Johansson, 2012). Existe, ainda, a transmissdo do virus da
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fémea do mosquito para sua prole, denominada de transmisséo transovariana ou vertical, ndo

havendo a necessidade de outro hospedeiro neste ciclo (Anderson & Rico-Hesse, 2006).

1.5 REPLICACAO VIRAL E RESPOSTA IMUNE NAS INFECCOES POR DENGUE

Apos a picada do vetor infectado com o virus, durante o repasto sanguineo, as células
dendriticas na pele sdo, provavelmente, as primeiras células infectadas apos a picada do vetor
infectado com o virus. Estudos conduzidos em autdpsias de tecidos humanos e camundongos,
identificaram os mondcitos, macrofagos e células dendriticas imaturas e maduras como
algumas células alvos das infecgdes pelos DENV. Apds a replicagdo inicial e migragdo para os
linfonodos, os virus aparecem na corrente sanguinea (Balsitis et al., 2009; Laughlin et al., 2012).

Os virus entram na célula por ligagdo especifica da proteina E com diversos receptores
celulares, incluindo DC-SIGN e receptores de manose (Rodenhuis-Zybert et al., 2010) seguido
do processo de endocitose (van der Schaar et al., 2008). O pH 4cido do endossoma induz a
fusdo do envelope do virion com a membrana celular. Apos o desnudamento, o RNA viral ¢
liberado no citoplasma e as proteinas virais sdo traduzidas como poliproteina unica que ¢
clivada por proteases virais ¢ do hospedeiro. A replicagdo do genoma viral inicia com sintese
da fita negativa de RNA, que serve como molde para a sintese de fitas positivas de RNA da
progénie (Zaitseva et al., 2010). A montagem das particulas virais ocorre associada ao reticulo
endoplasmatico das células hospedeiras, os virus brotam para dentro do limen do reticulo
endoplasmatico, adquirem uma membrana lipidica (envelope) e sdo liberadas através do

sistema de Golgi conforme a figura 5, (Laughlin et al., 2012).
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Figura 5 - Esquema representativo das etapas do processo de replica¢do dos virus dengue.
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Fonte: Adaptado de Laughlin et al., 2012.

O periodo de viremia ocorre antes mesmo do aparecimento dos primeiros sintomas, que
permanece detectavel durante a fase febril aguda, geralmente por trés a cinco dias (Vorndam &
Kuno, 1997).

A resposta imune adquirida na infeccé@o pelos DENV consiste na producgéo de anticorpos
principalmente dirigidos contra a proteina do envelope viral. Na infec¢do primaria pelo virus
h& uma resposta lenta e com baixo titulo de anticorpos, sendo os da classe IgM os primeiros a
aparecer (Guzman et al 2010). A maioria dos pacientes apresenta niveis detectaveis de IgM no
sexto dia apds o aparecimento dos sintomas. Os niveis de IgM alcangcam seu pico por volta de
duas semanas, mantendo-se detectaveis por 2 a 3 meses e diminuindo apos este periodo
(Nogueira et al., 1992).

Os anticorpos 1gG comecam a aparecer a partir do quinto dia de doenca, na infec¢éo
priméaria. Os titulos de IgG, apds um aumento a partir da primeira semana de infeccao,
continuam detectaveis por toda a vida. Ja na infec¢do secundéria ha um alto titulo de 1gG que
pode ser detectado mesmo na fase aguda, além de alto grau de reagdo cruzada, mesmo contra
outros flavivirus (Guzman et al 2010). Por outro lado, os niveis de IgM na resposta secundéria
sdo mais baixos do que na resposta primaria (Figura 6). Com isso, a relacdo entre os titulos de
IgM e 1gG e a especificidade dos anticorpos podem ser usados na caracterizagéo da resposta

imune em primaria ou secundaria (Halstead, 2006).



25

Figura 6 - Representacdo esquematica da cinética de antigeno e anticorpo nas infeccbes por

dengue.
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Fonte: Adaptado de Lima et al., (2014).

1.6 MANIFESTACOES CLINICAS NAS INFECOES POR DENGUE

Os quatro sorotipos podem produzir um amplo espectro de sinais e sintomas que vao
desde uma doenca febril leve até as formas graves. O periodo de incubag&o do virus no homem
pode variar de 3 a 14 dias, mas usualmente € de 5 a 7 dias (WHO, 2013). Os principais sinais e
sintomas consistem de febre subita, dor retro-orbitaria associada com o movimento dos olhos e
congestdo conjuntival, cefaleia, artralgia, mialgia, prostracdo, exantema maculopapular
generalizado, prurido, astenia, nauseas, vomitos, dor abdominal, sabor metalico nos alimentos,
mudanca no estado psicolégico, podendo ocorrer depressdo pdés-doenca. Em alguns casos,
ocorre um segundo pico de febre que pode durar dois a trés dias, desaparecendo em seguida
(Dietz et al., 1990).

A grande maioria dos pacientes apresenta a forma leve da doenca, a dengue cléssica que
tem uma evolugdo benigna. Em uma propor¢do menor dos casos, entre 1 a 2%, a doenca
apresenta evolugdo muito mais grave, como a febre hemorragica da dengue/sindrome de choque

da dengue. Esta segunda forma da doenca se caracteriza pelo aumento da permeabilidade
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capilar, extravasamento de plasma e anormalidades homeostéticas que podem evoluir para
insuficiéncia circulatéria e choque hipovolémico (WHO, 2009).

Estudos sugeriram um novo modelo para classificar a forma clinica da doenca que
utiliza critérios para definir casos de dengue e niveis de gravidade: dengue com ou sem sinais
de alerta e dengue grave. Este modelo vem sendo testado em 18 paises e tem demonstrado ser
de uso prético para a decisdo médica. (Figura 7). Desde janeiro de 2014 o Brasil adotou a nova
classificacdo de acordo com a OMS 2009. (WHO, 2009)

Né&o existe um tratamento especifico para dengue, o tratamento recebido pelos pacientes
é de suporte e inclui repouso, hidratacdo, antipiréticos, analgésicos e antieméticos (WHO,
2009). Enquanto ndo houver uma vacina efetiva disponivel para a populacéo, o controle efetivo
do mosquito, envolvendo a comunidade e a vigilancia epidemiolégica laboratorial sdo as
melhores estratégias para prevenir epidemias de dengue e reduzir o impacto social (De Simone
et al., 2004).

Figura 7 - Classificacdo dos casos de dengue de acordo com a WHO, 2009.

DENGUE % SINAIS DE ALERTA DENGUE GRAVE

COoOM
SINAIS DE

Extravasamento grave de plasma

Hemorragia grave

ALERT}.\ Grave envolvimento de orgaos

CRITERIOS PARA DENGUE + SINAIS DE ALERTA CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

CASO PROVAVEL DE DENGUE SINAIS DE ALERTA* Extravasamento grave do plsma
Morar ou viajar para area endémica de dengue. +Dorabdominal oecasionando:
Apresentar febre e 2 dos seguintes critérios: *Vdmito persistente *Choque (SC[.))’ . o
+Nausea, vbmito «Derrame cavitario +Derrame cavitario com estresse respiratorio
*Rash Sang to de ’
*Dores *Letargia , inquietagéio *Hemorragia grave
*Prova do lago positiva *Figado aumentado L o
*Leucopenia *Laboratorial: hematécrito elevado deacordo com avaliagéo médica.
*Qualquer sinal de alerta simultinea plaguetopenia . o

+Grave envolvimento de drgdos
CONFIRMAGAO LABORATORIAL DE DENGUE *Requer observagio e intervengéo °Figado: AST ouALT2 1000
(importante quando ha sinal de ext + édi *SNC: envolvimento da consciéncia
do plasma) +Coragéo e outros drgéos

Fonte: Adaptado de WHO, 2009.
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1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS INFECCOES POR DENGUE

Em muitas situacdes, como na assisténcia ao paciente, vigilancia, investigactes de
surtos e epidemias, estudo de vacinas e diagnostico diferencial, um diagnostico laboratorial
preciso é de grande relevancia (Lima et al., 2014).

O diagnostico laboratorial das infecges pelos DENV pode ser realizado pelo
isolamento viral e/ou deteccdo do &cido nucléico viral, de técnicas soroldgicas para deteccao de
anticorpos especificos (IgM/1gG), de antigeno (NS1) e pela deteccdo de antigenos virais em
tecidos (Guzman et al., 2010; Fatima & Wang, 2015). Desde o primeiro isolamento do virus a
partir do soro de pacientes no Japdo em 1943, por Kimura e Hotta, o diagndstico da doenca

evolui e permitiu cada vez mais a confirmacéo de casos (Figura 8).

Figura 8 - Historia evolutiva do diagndstico das infecges por dengue.

NS1 ELISA
Detecgo RNA viral Dias 1-9
Genoma viral sequenciado (a partir do dia 1) Young et al., 2000
Rice et al,, 1985 Lanciottl et al., 1992 Alcon et al., 2002

! ! !
I

Isolamento viral IgM-ELISA (a partir do 5 dia) &/ Teste imunccromatogréfico
Dia 1-5 ou IgG ~ELISA (a partir do 8 dia) Vaughn et al., 1998
Kimura e Hotta, 1943 Innin et al,, 1989

Fonte: Adaptado de Fatima & Wang, 2015.

O periodo da doenca em que 0 paciente se encontra é importante para decisdo de qual o
método para diagndstico mais apropriado para ser utilizado e para uma correta interpretacéo
dos resultados obtidos, embora o tratamento ndo dependa do diagndstico virol6gico (Simmons,
et al 2012).

A escolha do método de diagnéstico ird depender ndo apenas do objetivo do teste, mas
de fatores como a infraestrutura do laboratdrio, expertise técnica disponivel, coleta da amostra,

condigdes de envio e armazenamento.
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1.7.1 Amostras biologicas para o diagnéstico do dengue

Para o diagnostico das infecfes pelos DENV, a amostragem ideal consiste na obtencéo
de duas amostras de sangue pareadas, sendo uma coletada no inicio dos sintomas e outra na
fase de convalescenca. O sangue obtido deve ser preferencialmente centrifugado, sob
refrigeracéo, para separacéo do soro, que é entdo transferido para tubos estéreis bem vedados e
mantidos sob refrigeracdo (4° C por até 24 horas) ou congelado a -20° C. O plasma também
pode ser utilizado e no momento da coleta deve se usar tubos com EDTA. Na eventual
disponibilidade do liquor, pode-se realizar a pesquisa de virus e anticorpos.

Na ocorréncia de casos fatais, tecidos como figado, baco, rim, linfonodos, pulmao,
coracdo e cérebro podem ser submetidos ao isolamento viral e testes moleculares e devem ser
colocados em recipientes separados, secos, estéreis, com a identificacdo de cada tecido e
mantidos refrigerados apds a coleta. Tecidos que se destinam a testes histopatoldgicos e
imunohistoquimicos, devem ser colocados em solugdo de formalina tamponada a 10% e
transportados em temperatura ambiente (Nogueira & dos Santos, 2015).

No Brasil, as amostras deverdo ser enviadas ao Laboratério Central (LACEN) de cada
estado e eventualmente ao laboratério de referéncia da regido para a complementacdo de
diagnostico, caso necessario. As amostras enviadas deverdo ser acompanhadas da ficha de
identificacdo contendo todos os dados do paciente e informac6es sobre viagens, vacina contra

febre amarela e a evolucdo do caso (Nogueira & dos Santos, 2015).

1.7.2 Isolamento viral e imunofluorescéncia

O isolamento viral ¢ considerado como “padrdao ouro” pois ¢ a evidéncia direta da
infeccdo viral e com ele é possivel diagnosticar a dengue durante a fase aguda da doenca,
quando os titulos de anticorpos ainda ndo atingiram niveis detectaveis.

Os sistemas de isolamento dos DENV mais utilizados incluem a inoculagdo
intracerebral em camundongos recém nascidos, cultura de células de mamiferos (ex. células
LLC-MKZ2, Vero e BHK?21), inoculacéo intratoracica em mosquitos adultos e cultura de células
de mosquitos (AP-61, TRA-284, C6/36, AP64 e CLA-1). EM termos de sensibilidade, a
inoculagdo de amostras diretamente em mosquitos adultos é considerada o melhor sistema de

isolamento, mas demanda experiéncia técnica e infraestrutura (Gubler, 1997).
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O estabelecimento da cultura de células de mosquito no sistema de isolamento viral
representou um grande avanco aos métodos virologicos utilizados no diagndstico do dengue. O
clone C6/36 (lgarashi, 1978) tem sido o mais utilizado nas Ultimas décadas, pois demonstrou
ser altamente sensivel a infeccdo pelos DENV, além de sua facil manutencéo, ja que pode ser
mantida & temperatura ambiente. A presenca viral pode ser detectada pelo efeito citopatico
(ECP) na monocamada celular ou pela técnica de imunofluorescéncia indireta, com a utilizagéo
de soros hiperimunes aos quatro sorotipos dos DENV. Para a identificacdo dos DENV,

utilizam-se anticorpos monoclonais especificos para os quatro sorotipos (Gubler et al., 1984).

1.7.3 Métodos soroldgicos

A sorologia é o método utilizado para confirmacdo laboratorial de rotina. Por meio
destas técnicas soroldgicas é possivel detectar infecgdes atuais ou recentes, pela da captura das
imunoglobulinas da classe M (IgM) por ELISA (MAC-ELISA). Na maioria dos casos, somente
uma amostra de soro coletada é suficiente para a confirmacéo diagndstica, contudo um resultado
negativo em amostra coletada em fase precoce (6 a 10 dias apds o inicio dos sintomas) néo
exclui o diagndstico de dengue, uma vez que, em alguns casos, 0s niveis de IgM tornam-se
detectaveis pelo teste somente apos esse periodo. O anticorpo IgM anti-dengue desenvolve-se
rapidamente, geralmente a partir do quinto dia do inicio da doenga, e tanto em infecdes
primarias, quanto secundarias, apresentam esses anticorpos detectaveis (Innis et al., 1989;
Peeling et al, 2010).

O teste de inibicdo de hemaglutinacdo (IH) descrito por Clarke e Casals (1958) €
considerado o ‘padrdo ouro’ para a quantificacdo de anticorpos IgM e IgG anti-DENV,
permitindo a caracterizacdo do tipo de infec¢do em primaria ou secundéaria. O aparecimento,
aumento ou diminuicdo de quatro vezes no titulo de anticorpos anti-DENV entre amostras
pareadas de um mesmo paciente, confirma a soroconversao soroldgica e, portanto, a infeccao.
No entanto, esse método é trabalhoso e necessita de coletas pareadas para uma correta
interpretacdo dos resultados (Nogueira & dos Santos, 2015).

O ensaio imunoenzimatico para a detecgdo de anticorpos da classe 1gG (IgG-ELISA)
também pode ser utilizado para classificar o tipo de infeccdo em primaria ou secundaria, de
acordo com os titulos obtidos no teste e foi desenvolvido em substituicdo ao teste de IH
(Miagostovich et al, 1999). Anticorpos IgG sao produzidos, em uma resposta primaria, alguns

dias apos o IgM, em geral, sendo detectaveis a partir do quinto dia de doenga, aumentando
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lentamente a partir da primeira semana de infec¢do e permanecendo detectaveis por toda a vida
(Innis et al., 1989; Miagostovich et al., 1999).

O teste de neutralizacdo por reducéo de placas (PRNT) ¢ considerado ‘padrdo ouro’ € a
ferramenta mais especifica para a determinacdo de imunidade sorotipo especifica aos DENV
(Calisher et al., 1989), sendo o teste recomendado pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
para os estudos de eficacia das vacinas em desenvolvimento (Hombach & Barrett, 2008). No
entanto, diante das caracteristicas laboriosas desses testes, atualmente, na grande maioria dos
casos, sua utilizacéo esta restrita a poucos laboratdrios.

A proteina NS1 é uma glicoproteina com cerca de 50 kDa ausente na particula viral,
porém é produzida em duas formas: associada & membranas e secretada, estando presente no
soro de individuos infectados desde o primeiro dia do aparecimento dos sintomas (Young et al.,
2000; Alcon et al., 2002; Libraty et al., 2002). Aproveitando-se dessas caracteristicas, ensaios
imunoenzimaticos para a deteccdo especifica deste antigeno foram desenvolvidos e avaliados
para a confirmacdo de casos agudos primarios e secundarios de dengue (Dussart et al., 2006;
Kumarasamy et al., 2007; Lapphra et al., 2008; Phuong et al., 2009; Lima et al., 2010; 2011;
2014). A deteccdo de antigeno NS1 pode ser realizada pelo método imunoenzimatico (ELISA)
ou por testes imunocromatograficos rapidos, disponiveis comercialmente. No Brasil, o
Ministério da Saude disponibiliza Kits de teste NS1 ELISA para triagem das amostras para
isolamento viral em unidades sentinelas (SVS/MS, 2010).

1.7.4 Métodos moleculares para a detec¢do do genoma dos DENV

De uma forma geral, antecedendo a utilizacdo de métodos moleculares para a deteccéo
de genomas virais, deve-se proceder a extracdo do acido nucleico do virus das amostras
bioldgicas e, a extracdo e purificacdo destes, sdo etapas importantes na eficacia da deteccédo
molecular. O protocolo descrito por Boom et al., (1990), amplamente utilizado parar a extracéo
de DNA ou RNA de amostras de sangue ou urina, utiliza silica e pode ser realizado
manualmente ou de forma automatizada (de Bruycker-Nogueira, 2015). Contudo, atualmente,
diversos Kits comerciais para extracdo dos &cidos nucleicos baseados em extracdo organica,

silica, separagdo magnética ou de troca idnica, encontram-se disponiveis.
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1.7.4.1 Transcricao reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é baseada na amplificacdo enzimatica in vitro
de sequéncias especificas de DNA direcionada por iniciadores (primers), que resulta na geracdo
de um numero exponencial de cdpias. A técnica consiste em ciclos repetidos de desnaturacdo
do &cido nucleico, hibridiza¢do dos primers no alvo e sintese da cadeia por uma enzima DNA
polimerase, em temperaturas especificas (de Bruycker-Nogueira, 2015).

Diversos protocolos de amplificacdo genémica utilizando transcricdo reversa seguida
da reagdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) importantes por identificar o sorotipo
infectante, tém sido utilizados no diagndstico rapido das infeccbes pelos DENV, sendo Uteis
tanto para a clinica quanto para a vigilancia virologica (Lanciotti et al., 1992; Brown et al.,
1996; Harris et al., 1998; De Paula et al., 2002).

O protocolo mais utilizado é o descrito por Lanciotti et al. (1992), sugerido pela OPAS,
detecta os quatro sorotipos simultancamente em um procedimento “semi-nested”, gerando
produtos amplificados (amplicons) com tamanhos especificos em pares de base (pb) para cada
sorotipo dos DENV. Em uma primeira etapa, sdo utilizados oligonucleotideos iniciadores
consensuais (D1 e D2) para os quatros sorotipos dos DENV, complementares as sequéncias dos
genes C e prM. No procedimento nested, sdo utilizados iniciadores especificos TS1, TS2, TS3
e TS4 para os DENV-1 a 4, respectivamente. Os produtos obtidos apds a amplificacdo por RT-
PCR sdo submetidos a eletroforese, em gel de agarose, para a diferenciacdo, pelo peso
molecular, permitindo a visualizacdo, através de moléculas intercalantes de DNA, como o
brometo de etideo, revelados em luz ultravioleta (Guzman et al., 2004; De Paula et al, 2002;
Chuaet al., 2011).

Além dos métodos de diagndéstico utilizados na rotina, métodos moleculares como a
PCR seguido a sequenciamento genémico viral sdo de grande importancia para a vigilancia dos
sorotipos e/ou genotipos de DENV circulantes em uma dada regido. Para a caracterizagao
molecular e genotipagem dos sorotipos circulantes de DENV, utiliza-se o sequenciamento
parcial (gene E) ou completo, com o uso de primers que amplificam o genoma dos DENV
(Miagostovich et al., 2006).



32

1.7.4.2 RT-PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real permite que a deteccdo dos fragmentos amplificados de forma
simultanea a reacdo de amplificacdo e, 0 monitoramento da presenca do amplicon em tempo
real seja possivel gracas & marcacao de sondas, iniciadores ou do préprio produto de PCR com
moléculas fluorogénicas (Mackay et al., 2002). A técnica possibilita também a quantificacdo
do genoma e, portanto, a determinacao da carga viral, em uma ampla faixa de concentracao
(Niesters, 2002). Diversos protocolos utilizando essa abordagem para o diagnéstico ou para a
quantificacdo do RNA dos DENV j& foram descritos (Callahan et al., 2001; Drosten et al., 2002;
Ito et al., 2004; Johnson et al., 2005; Kong et al., 2006; Lai et al., 2007; Gurukumar et al., 2009;
Pok et al., 2010; Hue et al., 2011; Waggoner et al., 2013).

Nem sempre os métodos diretos de deteccdo, como o isolamento viral, detec¢do do
genoma e do antigeno, que sdo mais especificos (Figura 9), sdo os mais disponiveis para 0
diagnostico das infeccbes por DENV (Peeling et al., 2010).

Figura 9 - Comparacao entre a disponibilidade e especificidade dos métodos diretos e indiretos

para o diagndstico das infecgdes por dengue.
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Fonte: Adaptado de Peeling et al., (2010).
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1.8 EPIDEMIOLOGIA

1.8.1 Dengue nas Ameéricas

Nas Américas, inumeras epidemias em intervalos irregulares foram registradas a partir
de 1896, nos Estados Unidos e em paises do Caribe, sem conhecimento dos sorotipos
envolvidos. No final do século XIX e inicio do século XX, uma ampla distribuicdo de doenca
semelhante a dengue foi descrita, incluindo paises do norte, como os Estados Unidos e até do
sul, como Chile e Argentina. Entre 1941 e 1946 a doenca continuou a dispersar, com surtos no
Texas nos Estados Unidos, Panama, Cuba, Porto Rico, Venezuela, Bermudas, Bahamas e
Sonora e México (Brathwaite et al., 2012). Um programa de erradicacdo do Ae. aegypti iniciado
pela OPAS nas décadas de 1940 e 1950 para prevenir epidemias urbanas de febre amarela
resultou na diminuigdo significativa das epidemias de dengue nas Américas. No entanto, a
descontinuacdo do programa no inicio da década de 1970 e a falta de eliminacéo do vetor em
algumas regides resultaram em reinfestacdo do vetor nas décadas subsequentes (Gubler, 1997).

Em 1953 foram isoladas as primeiras amostras de DENV-2 e, dez anos depois, as
primeiras amostras de DENV-3 em Porto Rico. Em 1977, o DENV-1 foi introduzido nas
Américas e, nos anos seguintes, este mesmo sorotipo foi isolado nos EUA (Gubler, 1992). Em
1981, o DENV-4 foi introduzido no continente, houve a expansao da area de transmissdo da
doenca e 0 aumento do nimero de casos notificados. Naquele mesmo ano, ocorreu em Cuba, a
primeira epidemia de febre hemorragica do dengue/ sindrome do choque por dengue
(FHD/SCD) das Americas, causada pelo DENV-2 (Kouri et al, 1986). Em 1994, ocorreu a
reintroducdo do DENV-3 na Nicaragua, tendo este sorotipo sido isolado nos anos seguintes, em
todos os paises da América Central (Guzman et al, 1996).

Entre 2000 e 2007, todos os sorotipos virais foram identificados simultaneamente em
Barbados, Colémbia, Republica Dominicana, El Salvador, Guatemala, Guiana Francesa,
Meéxico, Peru, Porto Rico e Venezuela. Neste periodo, os paises do Cone Sul (Argentina, Brasil,
Chile, Paraguai e Uruguai) notificaram 64,6% (2.798.601) de todos os casos registrados nas
Américas, sendo o Brasil responsavel pela notificagdo de 98,5% deste total (San Martin, et al,
2010).

Em 2014, foram notificados nas Américas um total de 1.176.529 casos de dengue,
16.238 casos de dengue grave e 761 Obitos. Até a 412 semana epidemioldgica de 2015
(06/11/2015), um total de 2.007.421 casos de dengue, 7.444 casos de dengue grave e 1.007
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Obitos foram notificados nas Américas, sendo 1.523.858 casos e 764 6bitos registrados somente
no cone sul (PAHO,
http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&id=4494&Itemid=24

81&lang=en, acesso em 09/11/15).

Atualmente, ocorre a circulacdo dos quatro sorotipos do DENV em varios paises da
América do Sul e Caribe e, 0 continente americano evoluiu de uma situacdo ndo endémica para
hiperendémica, onde se observou um aumento na densidade vetorial, na co-circulacdo de
maultiplos sorotipos e na ocorréncia de casos graves,( Figura 10).

Figura 10 - Distribuicdo dos sorotipos de dengue nas Américas, 1990-2014.
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Fonte: Adaptado de PAHO (disponivel em
http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_topics&view=readall&cid=3273&Itemid=40734&lang=en,
acesso em 09/11/2015).

1.9 DENGUE NO BRASIL

Em 1981 ocorreu um surto de dengue na cidade de Boa Vista, Roraima, onde o DENV-
1 e DENV-4 foram isolados, e um total de sete mil casos da doenga foram notificados (Osanai
et al., 1983). Porém, foi apos a introducdo do DENV-1 no estado do Rio de Janeiro em 1986
que a atividade dos DENV cresceu de modo significativo no Brasil (Schatzmayr et al., 1986).
A grande circulagdo de pessoas naquela regido resultou na rdpida dispersdo do virus, causando

uma epidemia com 92 mil casos nos anos de 1986-1987 (Nogueira et al., 1999).


http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=4494&Itemid=2481&lang=en
http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=4494&Itemid=2481&lang=en
http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_topics&view=readall&cid=3273&Itemid=40734&lang=en
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O DENV-2 foi isolado na cidade de Nitero6i, regido metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro no ano de 1990, e a situacdo do dengue no pais se agravou, sendo notificados os
primeiros casos de FHD/SCD (Nogueira et al., 1990). Em 1995-1996, uma nova epidemia foi
registrada no Estado do Rio de Janeiro, sendo DENV-1 e DENV-2, os sorotipos isolados
(Nogueira et al, 1999).

A introducdo do DENV-3 em Nova Iguacu, Rio de Janeiro no final de 2000 (Nogueira
et al, 2000) resultou em 2002, na co-circulacéo dos trés sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-
3) e na maior e mais grave epidemia do pais registrada até entdo (Nogueira et al, 2002; De
Simone et al, 2004).

Entre 2002 e 2007, o DENV-3 foi 0 sorotipo predominante no pais, porém, em 2007, o
DENV-2 reemergiu, resultando em uma extensa epidemia em 2008, com 657.818 casos
notificados, 4.455 casos de FHD e 259 6bitos (SVS/MS, 2008). Esta epidemia foi caracterizada
por um aumento significativo no nimero de casos graves em menores de 15 anos, representando
cerca de 50% dos casos e 86% dos Obitos registrados (Teixeira et al., 2009).

Em 2009 foram notificados 417.028 casos de dengue, 10.418 casos de dengue grave e
341 6bitos (SVS/MS, 2009). Neste mesmo ano, 0 DENV-1 reemergiu e causou em 2010 uma
epidemia explosiva, com 1.029.678 casos de dengue registrados, 17.474 casos graves e 656
Obitos. Naquele ano, os estados de Minas Gerais e S&o Paulo contribuiram com cerca de 90%
do total dos casos (SVS/MS, 2010). Uma caracteristica desta epidemia consistiu na ocorréncia
de Obitos em pacientes que apresentavam como morbidades e uma maior hospitalizacdo em
maiores de 60 anos de idade (Siqueira Junior, et al 2011).

Em julho de 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima, cerca de 30 anos ap0s
a primeira detec¢do deste sorotipo no pais e 0s primeiros casos decorrentes da dispersao deste
sorotipo foram detectados somente a partir de janeiro de 2011 no Amazonas e Pard. Em marco,
o virus foi detectado no Piaui, Pernambuco, Bahia, Ceara Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Temporéo
et al, 2011; SVS/MS, 2011). Naquele ano, um total de 775.060 casos de dengue, 10.546 casos
graves e 482 casos fatais foram notificados. Em 2012 foram notificados 594.343 casos da
doenca e 327 @bitos, no entanto, em 2013, um aumento no nimero de notificagdes aumentou
expressivamente e 1.452.489 de casos de dengue foram registrados (SVS/MS, 2013).

No ano de 2014, uma reducdo nas notificagdes foi observada (589.107 casos e 433
Obitos), no entanto até a 40* semana epidemioldgica de 2015, 1.485.397 casos de dengue e 761
Obitos, o que representa um aumento de 76% em comparagdo ao mesmo periodo de 2014, foram

registrados (Figura 11).



36

Figura 11 - Casos provaveis de dengue, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas,
Brasil, 2013 a 2015.
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Fonte: Adaptado de SVS/MS, 2015.
Em 2015, a regido Sudeste do pais registrou o maior nimero de casos (950.144 casos;

64,0%) em relacdo ao total do pais e, 93,7% dos casos foram causados pelo DENV-1 (SVS/MS,
2014; 2015), Figura 12.

Figura 12 - Distribuicdo dos sorotipos de dengue no Brasil, 2015.
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SOROTIPOS (%)
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Fonte: Adaptado de SVS/MS, 2015.
1.10 DENGUE NO ESTADO DO AMAPA

A incidéncia de dengue no estado do Amapa e no municipio de Macap4, no periodo de
2000 a 2010, apresentou um padréo observado na regido Norte e no Brasil, com os ciclos de
alta transmissédo influenciados pela predominancia de diferentes sorotipos: DENV-3 entre 0s
anos de 2001 a 2006 e DENV-2 entre os anos de 2007 a 2009 (Figura 13). O ano de 2010 foi
marcado pelo predominio do DENV-1 e uma incidéncia de 384,7 casos por 100 mil habitantes

na capital Macapa (Brasil, 2011).
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Figura 13 - Incidéncia de casos provaveis de dengue, Brasil, regido norte, Amapa e Macapa,

2000 a 2010.
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Fonte: Adaptado de Brasil, 2011.

Em 2013, foram confirmados 1.213 casos de dengue e 2 casos de dengue grave,

apresentando o Estado um aumento do nimero de casos notificados e confirmados, quando

comparado ao mesmo periodo de 2012. Os municipios de Macapa, Oiapoque, Porto Grande e

Pedra Branca do Amapari foram os que mais notificaram casos da doenca. Dentre estes, 0s

municipios de Macapa e Oiapoque foram responsaveis por 41,3% e 25% das notificacGes,
respectivamente (SES/AP, 2013).

Em 2014 foram notificados 1.421 casos de dengue, 2 casos de dengue grave e 1 6bito

no Amapa, distribuidos na maioria dos municipios do estado (SVS, 2014), Figura 14.

Figura 14 - Municipios com notificacdo de casos de dengue no estado do Amapa, 2014.

Fonte: SVS/MS, 2014
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Segundo a Coordenadoria de Vigilancia em Salde (CVS), os casos de dengue no Amapa
dobraram em 2015. De janeiro a maio de 2015, foram 2.172 casos confirmados da doenga. Os
municipios de Macapa, Oiapoque e Santana foram o0s que apresentaram 0 maior numero de
notificacGes da doenca. Na capital Macapa, foram registrados 771 casos confirmados nos primeiros
cinco meses de 2015. Em Santana, 272 casos foram notificados. De acordo com a CVS, o estado do
Amapé encontra-se na classificacdo de "alta incidéncia" de acordo com o Ministério da Salde. Até
a 40% semana epidemiologica, ja foram notificados 2.892 casos de dengue no estado (SVS/MS,
2015).

1.11 CONTROLE E PREVENCAO

O controle e prevencdo da dengue se baseia em trés aspectos fundamentais que
consistem na vigilancia epidemioldgica para um bom planejamento e resposta, redugdo da
doenga e mudanca de conduta para melhorar o controle do vetor. Apesar disso, o controle da
doenca tem se tornado um grande problema em paises endémicos, que ainda possuem um
programa insuficiente baseado em controle vetorial e programas comunitarios para manter o
ambiente livre de potenciais criadouros (Machado et al., 2009; Gubler et al., 2011). Estes
programas combinam métodos de melhoramento ambiental e métodos quimicos, como
administragdo de larvicidas e “sprays” ambientais adulticidas (OMS, 2009; Guzman et al.,
2010).

Em 1996, o Ministério da Salde propbés o Programa de Erradicacdo do A. aegypti
(PEAa) que possuia como objetivo principal a reducao de sua infestacéo, a incidéncia da doenca
e a letalidade por FHD. Entretanto, a introducdo de um novo sorotipo, DENV-3, e a re-
emergéncia de DENV-2 no pais, com rapida disseminacdo, levaram a circulacdo de novos
sorotipos e genotipos virais. Neste cenario epidemioldgico, o Ministério da Salde apresentou
em 2002 o Programa Nacional de Controle de Dengue (PNCD), para a intensificacdo e
implantacdo de medidas de controle, visando a reducdo do impacto do dengue no pais
(FUNASA, 2002).

A Organizagdo Mundial da Salde considera como prioritario o desenvolvimento de
demonstrou a prioridade de desenvolver uma vacina contra 0 DENV, porém o desenvolvimento
tem enfrentado algumas dificuldades, tais como a necessidade de imunizar contra os quatro
sorotipos com alta eficiéncia para evitar o desencadeamento de uma doenga grave em caso de

infeccdo secundaria e a auséncia de um modelo experimental para estudar a resposta pos-
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vacinal. Uma vacina ideal deve promover uma imunizagdo prolongada contra 0s quatro
sorotipos do DENV; ser de baixo custo e toxicidade e manter titulos virais sob refrigera¢éo ou
a temperatura ambiente (Figueiredo et al, 1999).

Diversas abordagens para o desenvolvimento de uma vacina eficaz estdo sendo
utilizadas como as vacinas de virus vivo atenuado, de virus inativados vacinas recombinantes,
quimeéricas e de DNA. Atualmente as vacinas desenvolvidas e em fase experimental utilizando
virus vivo atenuado sdo as da GlaxoSmithKline (GSK), em fase II; Biological E, Panacea, em
fase I/11; Biotec, Butantan, em fase I/11; e Vabiotech, fase I/11. Ja as vacinas contendo virus vivo

quimérico sdo as da Sanofi Pasteur, em fase Il e Inviragen, em fase | (Murrel et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

As arboviroses constituem um importante problema de saude publica em todo 0 mundo
e, na Ultima década, grandes epidemias por arbovirus emergentes e reemergentes foram
reportadas na Asia, Europa, Africa e Américas. O Brasil com dimens®es continentais apresenta
condic@es ideais para a circulacao destes virus e grande maioria dos relatos desta circulagéo e
isolamento destes é concentrada na Regido Norte do pais.

A dispersdo dos DENV pelo territdrio brasileiro, com um aumento nas notificacdes de
casos de dengue, dengue grave e 6bitos ressalta a importancia da vigilancia destes agentes em
todas as regides do pais. O monitoramento dos sorotipos de DENV em uma regido é
extremamente importante, tanto durante os periodos epidémicos como endémicos, uma vez que
0 conhecimento dos virus associados as epidemias podera ajudar a predizer a gravidade de
surtos futuros. Dadas as limitadas opcbes de prevencdo e controle das epidemias, ficou
demonstrado que o diagndstico laboratorial possui um papel fundamental no Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica, através do monitoramento continuo das infec¢des, confirmando
novos casos e identificando os sorotipos circulantes. Adicionalmente, é de relevancia para o
diagnostico diferencial com outros arbovirus, uma vez que muitos dos sinais e sintomas de
dengue e outras arboviroses sdo compartilhados.

O diagnostico laboratorial classico do dengue tem sido realizado por isolamento viral e
a sorologia. Entretanto, em virtude da complexidade antigénica deste e outros arbovirus, a
intensidade das reacdes cruzadas observada entre espécies diferentes de um mesmo grupo, e
ainda as particularidades das respostas imunolégicas a estes virus, € dificil em muitos casos,
discernir e interpretar os resultados obtidos pelos métodos soroldgicos. Uma abordagem viavel
e mais especifica para o diagnostico do dengue consiste na detec¢do de acidos nucléicos virais

que pode ser aplicado na pesquisa de qualquer virus.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um procedimento operacional padrdo para a implantacdo de método
molecular para o diagndstico laboratorial de dengue em apoio a vigilancia epidemioldgica da

doenca no pais e investigar os casos febris suspeitos ocorridos no estado do Amapa.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

o Realizar treinamento na técnica de RT-PCR convencional no Laboratorio de Flavivirus,
IOC/FIOCRUZ, Centro de Referéncia Regional para Dengue;

o Estabelecer um procedimento operacional padrédo para implantagdo da RT-PCR
convencional no LACEN/AP;

o Descrever os aspectos epidemiologicos, clinicos e laboratoriais de casos febris suspeitos
de dengue recebidos sob demanda espontanea no LACEN/AP entre janeiro de 2014 a
margo de 2015;

o Aplicar a técnica de RT-PCR a investigacdo de casos febris suspeitos de dengue
recebidos sob demanda espontéanea no LACEN/AP e triados para dengue.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ELABORACAO DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA
IMPLANTACAO DA TECNICA DE RT-PCR CONVENCIONAL

O POP foi elaborado seguindo o modelo padronizado pelo Sistema de Gestdo da
Qualidade do LACEN-AP. A técnica de RT-PCR convencional é composta por duas etapas
principais - extracdo de RNA viral da amostra bioldgica e reacdo de amplificacdo gendmica
para identificacdo do sorotipo viral e foi descrita de acordo com o treinamento recebido no
Laboratério de Flavivirus, I0OC/FIOCRUZ, Centro de Referéncia Regional para Dengue
(Anexo I).

4.2 INVESTIGACAO DOS CASOS FEBRIS SUSPEITOS DE DENGUE OCORRIDOS NO
AMAPA

4.2.1 Considerac0es éticas

As amostras utilizadas neste estudo provém da demanda espontanea do Laboratdrio
Central do Amapa (LACEN —AP). O estudo teve aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
nimero 720.338 da Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Salde sob a Resolu¢do CNS
466/12, Anexo II.

4.2.2 Desenho de estudo

Este estudo ¢ do tipo analitico, observacional e transversal. O estado do Amapa, situado
na regido Norte tem como capital a cidade de Macapa, com 669.526 habitantes distribuidos em
uma 4rea de 142.827,897 km? e é composto por 16 municipios, sendo Macapa e Santana, os
mais populosos. A incidéncia de dengue no estado do Amapa e do municipio de Macap4, no
periodo de 2000 a 2010, apresentou um padrao observado na regido Norte e no Brasil, com os

ciclos de alta transmissdo influenciados pela predominancia de diferentes sorotipos (Brasil,

2011).
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4.2.3 Amostragem e banco de dados

Foram analisados casos suspeitos de dengue ocorridos no estado do Amapa no periodo
de janeiro de 2014 a marco de 2015. As amostras de soro foram provenientes dos hospitais,
postos de salde que fazem parte da rede sentinela do estado e de pacientes recebidos por
demanda espontanea no LACEN — AP.

Para a investigacdo do sorotipo viral por método molecular (RT-PCR), foram
selecionadas, amostras confirmadas (n=100) pelas metodologias de diagnéstico de rotina
realizadas no LACEN/AP (MAC-ELISA e/ou NS1 ELISA) até 12 dias ap6s o inicio dos
sintomas e com fichas de notificagdes completas.

As amostras recebidas foram acompanhadas por fichas epidemioldgicas contendo
identificacdo e dados referentes a coleta, observacdes clinicas do caso, entre outros dados
relevantes para o seu processamento. Todas as informagdes disponiveis na ficha
epidemioldgica, assim como todos os resultados obtidos pela realizacdo dos testes de
diagnostico foram inseridos em Banco de Dados do Programa Microsoft Access. A coleta de
sangue foi realizada por puncéo venosa através do sistema a vacuo ou seringa, em tubos sem

anticoagulante com o intuito de obter o soro apds centrifugacdo de 1000rpm por 20 minutos.

4.2.4 Estocagem e conservacdo das amostras bioldgicas

As amostras de soro dos casos estudados foram enviadas ao LABFLA, IOC/FIOCRUZ,
Rio de Janeiro, sob refrigeracdo, apds todas as coletas serem realizadas. Os soros foram
mantidos a -70°C ou a -20°C, dependendo da metodologia para a qual eram destinados. A partir
das informac6es fornecidas pela ficha epidemioldgica, as amostras foram aliquotadas em tubos

diferenciados em cabines de seguranca para o devido congelamento até serem processadas.
4.2.5 Triagem dos casos suspeitos de dengue por métodos soroldgicos
A data da coleta foi considerada para a eleicdo do método diagndstico apropriado,

discriminando a fase aguda da doenca para a detecgéo viral (até 7 dias) e fase convalescente

para a sorologia (ap6s 7 dias).
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4.2.6 Determinacgéo de anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA)

A captura dos anticorpos da classe IgM foi realizada de acordo com o protocolo
proposto pelo fabricante do kit Panbio dengue IgM Capture ELISA (Brisbane, Australia). O
anticorpo IgM anti-DENV pode aparecer precocemente antes do quinto dia, porém os maiores
percentuais de positividade sdo alcangados apds 5 dias do inicio dos sintomas, permanecendo
até 30 a 60 dias.

4.2.7 Teste de captura de antigeno NS1

Para a captura de antigeno NS1 foi utilizado o teste de ELISA Platelia™ Dengue NS1

Ag-ELISA (BioRad Laboratories, Fran¢a), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

4.2.8 Extracdo do RNA viral e transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase
(RT-PCR)

A extracdo do RNA viral das amostras de soro foi realizada utilizando-se o QIAmp Viral
Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
Brevemente, 140 pl de soro foi tratado sob condigdes de desnaturacdo para inativar RNAses e
assegurar o isolamento de RNA viral intacto e em seguida carreado em coluna de purificagéo.
Apbs a ligacdo do RNA a membrana de silica-gel, os contaminantes foram removidos através
de duas lavagens por dois tampdes de lavagem diferentes. O RNA foi eluido da coluna com
uma solucédo aquosa livre de RNAse, para posterior armazenagem a - 70 °C, até o momento do
uso.
Para a geracdo do cDNA e amplificacdo gendmica para a deteccdo e tipagem dos DENV, foi
utilizada a metodologia descrita por Lanciotti et al. (1992). Este protocolo detecta os quatro
sorotipos simultaneamente em um procedimento semi-nested, gerando produtos amplificados
(amplicons) com tamanhos especificos em pares de base (pb) para cada sorotipo dos DENV.
Em uma primeira etapa, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) consensuais
(D1 e D2) para os quatros sorotipos dos DENV, complementares as seqiiéncias dos genes C e
prM e os reagentesNo procedimento semi-nested, foram utilizados iniciadores especificos TS1,
TS2, TS3 e TS4 para os DENV-1 a 4, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcri¢do reversa seguida pela reacao

em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos virus dengue.

Oligonucleotideo Posicio Tamanho do
2 " R amplicon
iniciador Sequéncia no
(Sentido) genoma  (Gmpares de

base [pb])
D1 (+) 5’- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’ 134-161 }511
D2 (-) 5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC- 3’ 616-644
TS1() 5’- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3’ 568-586 482 (D1 + TS1)
TS2 () 5’- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3’ 232-252 119 (D1 + TS2)
TS3 () 5’- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3’ 400-421 290 (D1 + TS3)
TS4 (-) 5’- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3’ 506-527 392 (D1 + TS4)

*Invitrogen, California, EUA

O RNA extraido foi transcrito reversamente em cDNA (42°C/60 minutos) em uma
primeira etapa e as condi¢Ges de termociclagem para a amplificacdo do DNA consistiram de
30 ciclos subsequentes de desnaturacdo (94°C/35 segundos), anelamento (56°C/1 minuto),
extensdo (72°C/2 minutos) e um ciclo de extenséo final (72°C/10 minutos), utilizando os
reagentes da Tabela 3.

Em uma segunda etapa (etapa semi-nested) para a tipagem dos DENV, os produtos
obtidos na primeira etapa foram diluidos (1/100) em agua livre de DNase ¢ RNase (UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen, California, EUA) e submetidos a 18 ciclos de
desnaturacdo (94°C/30 segundos), anelamento (56°C/1 minuto), extensdo (72°C/2 minutos) e
extensdo final (72°C/5 minutos), utilizando os reagentes da Tabela 3. Ap6s a semi-nested PCR,
0s produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% acrescido de SuL de
solucdo de brometo de etideo 10 mg/mL (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA) por 60
minutos e visualizados em luz ultravioleta em capturador de imagem Molecular Imager Gel
Doc XR System (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA).

Tabela 3 - Reagentes utilizados na transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR).

Reagentes Mistura para RT- PCR (1X) Mistura para Semi-nested (1X)

Agua livre de Nucleases 2,45 pL 1,85 pL
PCR Master Mix Promega 6,25 puL 12,5 uL

0,1 M Dithiothreiotol (DTT)* 0,62puL | e
10 pyM iniciador D1* 0,32 uL 0,65 pL
10 pM iniciador D2* 0,32uL | e
20 uM iniciadores TS1-4* |  —ememeee- 1,25 uL
2,5 U/ pl enzima AMV- RT* 0,025puL | e

* Invitrogen, California, EUA
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4.2.9 Infraestrutura disponivel

O Laboratdrio de Flavivirus IOC/ FIOCRUZ, Rio de Janeiro, estabelecido desde 1986,
como Centro de Referéncia Regional de Dengue e Febre Amarela dispde da infraestrutura e
apoio técnico para o desenvolvimento do estudo proposto e atua dentro das normas de
Qualidade e Biosseguranga. O LACEN-AP, situado na cidade do Macapé é responsavel pela
investigacdo de diversos agravos e possui infraestrutura estabelecida e apoio técnico para a

realizacdo dos testes sorologicos na investigacao de casos suspeitos.

4.2.10 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o Programa BioEstat versdo 5.0

pelos testes estatisticos ndo paramétricos de Qui-Quadrado e McNemar.



48

5 RESULTADOS

5.1 ELABORACAO DO PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA
IMPLANTACAO DA TECNICA DE RT-PCR CONVENCIONAL NO LACEN/AP DE
ACORDO COM O PROTOCOLO DE LANCIOTTI ET AL. (1992).

Os modelos de POP adotados no laboratério Central de Saude Pdblica do Amapa-
LACEN, séo baseados na ABNT NBR ISO 9001-2008.

Os documentos de descricdo de metodologia sdo imprescindiveis nas instituicdes pois
garantem que todas as técnicas sejam executadas de forma uniforme por diferentes operadores.
Estabelece as sequéncias, frequéncia e requisitos para a realizacdo dos ensaios com
confiabilidade e qualidade dos exames (Anexo ).

O POP tem o objetivo de se padronizar e minimizar a ocorréncia de desvios na execucao
de tarefas fundamentais, para o correto funcionamento do processo. Ou seja, um POP coerente
garante ao usuario que a qualgquer momento que ele se dirija ao estabelecimento, as acbes
tomadas para garantir a qualidade sejam as mesmas, de um turno para outro, de um dia para
outro, ou seja, aumentando a previsibilidade de seus resultados, minimizando as varia¢Ges
causadas por impericia e adaptacdes aleatorias, independente de falta, auséncia parcial ou férias
do executor.

Neste trabalho foram desenvolvidos os POP de extracdo de RNA viral e amplificacdo
genbmica para identificacdo do sorotipo de DENV por RT-PCR de acordo com o protocolo de
Lanciotti et al (1992). Tal metodologia baseia-se na técnica de Semi-Nested PCR, que permite
em uma primeira etapa a detec¢cdo de uma regido génica comum aos quatro sorotipos do virus.
Na segunda etapa da PCR sdo utilizados primers especificos para cada sorotipo viral, garantindo

desta forma, maior especificidade do teste como esquematizado na Figura 15.



49

Figura 15 - Estratégia de amplificacdo do RNA viral dos virus dengue (DENV) pela transcricéo
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), de acordo com protocolo
descrito por Lanciotti et al. (1992). A: Transcrigdo reversa e amplificagdo do RNA viral
utilizando iniciadores consensuais. B: Tipagem dos virus dengue (semi-nested PCR) utilizando

iniciadores tipo-especificos.
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Fonte: Adaptado de Lanciotti et al., 1992.

5.2 INVESTIGACAO DOS CASOS FEBRIS SUSPEITOS DE DENGUE OCORRIDOS NO
AMAPA

5.2.1 Descricdo dos aspectos epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais

Entre o periodo de janeiro de 2014 a marc¢o de 2015, um total de 3.974 casos suspeitos
de dengue foram notificados no estado do Amapa. Destes, 41,8% (1.662/3.974) foram
confirmados. Uma maior notificacdo foi registrada no municipio de Macapa, seguido dos
municipios de Oiapoque, Laranjal do Jari, Mazagao, Calcoene, Santana, Porto Grande e Pedra
Branca. No entanto, um maior percentual de confirmacgéo de casos foi observado em Laranjal
do Jari (53,3%; 505/948), Tabela 4.
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Tabela 4 - Distribuicdo dos casos notificados e confirmados de infecgdo por dengue, por

municipio de ocorréncia, janeiro de 2014 a marc¢o de 2015.

MUNICIPIOS CONFIRMADOS/NOTIFICADOS %
Amapa 1/6 16,6
Calcoene 46/318 14,4
Cutias 0/3 -
Ferreira Gomes 14/47 29,7
Itaubal - -
Laranjal Do Jari 505/948* 53,3
Macapa 546/1.139* 47,9
Mazagéo 109/319* 34,1
Oiapoque 277/978* 28,3
Pedra Branca 58/178 32,6
Porto Grande 1/240 0,4
Pracuuba 0/1 -
Santana 104/312* 33,3
Serra do Navio 1/45 2,22
Tartarugalzinho 0/36 -
Vitoéria do Jari 0/4 -
TOTAL 1.662/3.974 41,8

Um total de 2.408 casos febris suspeitos de infeccdo por dengue foi recebido no

LACEN/AP no periodo de estudo. Os casos foram submetidos ao diagndstico laboratorial
soroldgico de rotina (MAC-ELISA e NS1 ELISA) e, 89,3% (2.151/2.408) foram confirmados.
Deste total, 79,6% (1.918/2.408) foram confirmados por MAC-ELISA e 9,7% (233/2.408) por
NS1 ELISA.

Apos a capacitagdo na técnica de RT-PCR convencional no Laboratério de Flavivirus,
IOC/FIOCRUZ e confeccdo do respectivo POP, procedeu-se a investigacdo de casos
confirmados.

Visando identificar o sorotipo infectante responsavel pelos casos de dengue ocorridos
no Amapa, no periodo estudado, pela técnica a ser implementada no LACEN/AP, casos
confirmados foram selecionados aleatoriamente. Foram analisadas amostras agudas (n=100,
até 7 dias apds o inicio dos sintomas, com exce¢do de uma com 10 dias e uma com 12 dias),
confirmadas como dengue no LACEN/AP por MAC-ELISA e/ou NS1 ELISA, no periodo de

Janeiro de 2014 a Margo de 2015. O maior numero de casos desta casuistica (n=80), foi
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proveniente do municipio de Macapa, seguido de Laranjal do Jari (n=11) e Santana (n=4),
Figura 16.

Figura 16 - Distribuicéo dos casos estudados (n=100), confirmados por MAC-ELISA e/ou NS1
ELISA, de acordo os municipios do estado do Amap4, no periodo de janeiro de 2014 a margo
de 2015, para investigacdo do sorotipo infectante.
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Fonte: Flavia Barreto dos Santos (2015)

A frequéncia das manifestacdes clinicas observadas nos casos confirmados (n=100)
ocorridos de janeiro de 2014 a marco de 2015, foi caracterizada. Os sinais e sintomas mais
frequentemente observados foram febre, cefaéia, mialgia, vémitos, artralgia e exantema, Figura

17. Ndo foram reportados nesta casuistica, a ocorréncia de hemorragias e ébito.
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Figura 17 - Frequéncia das manifestacdes clinicas observadas em casos confirmados de dengue
(n=100) ocorridos no Amapa, de janeiro de 2014 a marco de 2015.

A andlise da distribuicdo da faixa etaria dos pacientes infectados pelos DENV
demonstrou que a média de idade foi de 26 anos e maxima foi de 66 anos. A variavel idade foi
categorizada em trés faixas etarias: < 15 anos, 15 a 30 anos e >30 anos, Tabela 5. Foi observado
uma maior frequéncia de individuos acometidos na faixa acima de 30 anos. Em relagéo ao
género, 53% (53/100) eram do sexo feminino e 47% (47/100) do sexo masculino. Criangas
menores de 15 anos do sexo masculino foram mais acometidas do que as do sexo feminino
(25,5% e 17,0%, respectivamente), enquanto que os jovens adultos (entre 15 a 30 anos) do sexo
feminino foram mais acometidos do que os masculinos (41,5% e 29,5%, respectivamente). Em
maiores de 30 anos, uma distribuicdo de casos acometidos similar entre os géneros foi
observada. Ndo houve diferenca significativa entre a distribuicdo dos casos de pacientes
acometidos em relacdo as diferentes faixas etarias (p=0,598).

Tabela 5 - Distribui¢do dos casos confirmados por dengue (n=100) no Amap4, por género e
faixa etéria, Janeiro de 2014 a Marco de 2015.
FAIXAS ETARIAS EM ANOS (%)

GENERO <15 15-30 >30 TOTAL

Masculino 12 (25,5) 14 (29,5) 21 (45,0) 47
Feminino 9 (17,0) 22 (41,5) 22 (41,5) 53
TOTAL 21 (21,0) 36 (36,0) 43 (43,0) 100

A andlise do diagnostico laboratorial demonstrou que 79% (79/100) dos casos foram
positivos por MAC-ELISA e negativos por NS1 ELISA. Este Gltimo confirmou 21% (21/100)
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dos casos, em que o IgM ndo foi detectado. O total de casos confirmados por ambas
metodologias foi de 2% (2/100). Nesta casuistica, 0 RT-PCR identificou o sorotipo infectante
em 12% (12/100) dos casos. Os DENV-1 e DENV-4 foram os sorotipos identificados em 9 e 3

casos, respectivamente, Figura 18, Tabela 6.

Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose de produtos da amplificagdo por RT-PCR de casos
representativos, para tipagem dos DENV de acordo com Lanciotti et al. (1992). Anélise

representativa de casos de DENV-1 (A) e DENV-4 (B).
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Tabela 6 - Diagnostico laboratorial (MAC-ELISA e NS1 ELISA) em casos confirmados de
dengue (n=100) ocorridos no Amapa, no periodo de Janeiro de 2014 a Marco de 2015.

METODOLOGIA CASOS ESTUDADOS (n=100) SOROTIPO (n)
POSITIVOS/TESTADOS (%)
MAC-ELISA 79 /100 (79,0) -
NS1 ELISA 21/100 (21,0) -
MAC-ELISA e NS1 ELISA 2/100 (0,02) -
DENV-1 (9)
RT-PCR 12/100 (12,0) DENV-4 (3)

A andlise da confirmacdo laboratorial das diferentes metodologias, estratificada pelo
numero de dias de sintomas do paciente, demonstrou um maior percentual de positividade pelo
NS1 ELISA e RT-PCR nos primeiros quatro dias de sintomas e do MAC-ELISA, a partir do
quinto dia. No entanto, a RT-PCR foi capaz de identificar o sorotipo infectante em dois casos

acima de sete dias de doenca, Figura 19.
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Figura 19 - Distribuicdo da confirmacéo laboratorial de casos de dengue (n=100) por MAC-
ELISA, NS1 ELISA e RT-PCR de acordo com o nimero de dias de sintomas dos pacientes

provenientes do Amapa.
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Dos casos positivos para DENV-1 (n=9) por RT-PCR, 4 foram positivos por MAC-
ELISA e 5 por NS1 ELISA. Nos casos de pacientes infectados por DENV-4 (n=3), 1 foi
positivo por MAC-ELISA e 2 por NS1 ELISA. Nenhum dos casos foi positivo por ambas
metodologias, Tabela 7.

Tabela 7 - Caracterizacdo dos casos de dengue confirmados por RT-PCR (n=12) em relacéo
aos testes de MAC-ELISA e NS1 ELISA.

CA;#SO DIEUDYESSE |D§\>|$ICID=TIE:ITAODO MAC—ELITSE: ULTADN%l ELISA
DOENCA
1 2 DENV-1 - i
2 4 DENV-1 - +
3 1 DENV-1 - +
4 3 DENV-1 - +
5 1 DENV-1 - +
6 10 DENV-1 + -
7 7 DENV-1 + ;
8 4 DENV-1 + -
9 12 DENV-1 + :
10 4 DENV-4 - +
11 4 DENV-4 - +
12 7 DENV-4 + -

Legenda: (-): negativo; (+): positivo.
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A analise estatistica dos resultados discordantes entre a RT-PCR e o MAC-ELISA

revelou diferencas significativas entre as duas metodologias (p=0,0001, Tabela 8).

Tabela 8 - Comparacdo entre os resultados obtidos nos testes de RT-PCR e MAC-ELISA
utilizados na investigacdo dos casos de dengue provenientes do Amapa, entre janeiro de 2014

a marco de 2015.
RT-PCR
MAC-ELISA Positivo Negativo TOTAL (%)
Positivo 5 74 79
Negativo 7 14 21
TOTAL (%) 12 (12.,0) 88 (88,0) 100 (100)

A andlise dos resultados discordantes entre a RT-PCR e 0 NS1 revelou que ndo houve

diferencas significativas entre as duas metodologias (p=0,0636, Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacgdo entre os resultados obtidos nos testes de RT-PCR e NS1 ELISA
utilizados na investigacao dos casos de dengue provenientes do Amapa, entre Janeiro de 2014
a Marco de 2015.

RT-PCR
NS1 ELISA — :
Positivo Negativo TOTAL (%)
Positivo 7 14 21
Negativo 5 74 79

TOTAL (%) 12 (12.0) 88 (88.0) 10000)
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6 DISCUSSAO

Embora o isolamento viral seja considerado como padrdo ouro para o diagnostico dos
DENYV, evidenciando a infec¢cdo viral durante a fase aguda da doenca quando os titulos de
anticorpos ainda ndo atingiram niveis detectaveis, esta técnica pode demorar dias ou semanas
para ser concluida e muitas vezes ndo apresenta sucesso devido a presenca de uma pequena
quantidade de particulas viaveis do virus no inoculo, formacgédo de complexo virus-anticorpo e
contaminacdo em decorréncia de uma manipulacdo inapropriada das amostras (Lanciotti,
1992). Além do tempo necessario para a realizacdo do isolamento viral, esta técnica exige
também uma estrutura laboratorial muito dispendiosa (Gubler, 1997). Sendo assim, devido a
necessidade de ferramentas rapidas e especificas para a detec¢do e tipagem deste virus, 0 RT-
PCR destaca-se como método importante para a confirmacao da infeccdo pelo DENV em areas
epidémicas como o Brasil, auxiliando assim na prevengéo, tratamento e controle desta doenca.

A RT-PCR vem sendo cada vez mais utilizada como um método diagndstico para
dengue (Paula et al., 2002), permitindo a detec¢do de diminutas quantidades de RNA viral
mesmo em amostras onde 0 virus esta inativo ou associado a anticorpos (OMS, 1997). Além
disso, varios protocolos para detec¢do do RNA do virus e determinacao do seu sorotipo ja foram
desenvolvidos, como o uso de quatro iniciadores sorotipos-especificos em uma Unica reacdo
(Harris et al., 1998), reacBes de amplificacdo utilizando um Unico par de iniciadores universais
para dengue seguidas de nested PCR (Lanciotti et al., 1992), analise com enzimas de restri¢ao
(Paula et al., 2002), ou hibridacdo com sondas especificas (Henchal et al., 1991).

O protocolo mais utilizado é o descrito por Lanciotti et al. (1992), preconizado pela
Organizacdao Mundial de Saude, que utiliza iniciadores de regiGes conservadas das proteinas C
e prM do genoma viral e, em uma segunda etapa ocorre a tipagem dos virus, com iniciadores
especificos para cada sorotipo (Guzman & Kouri, 2004; De Paula & Fonseca, 2004).

A implementacdo da técnica de RT-PCR para a detec¢éo e tipagem do virus dengue em
laboratérios de diagndstico exige alguns cuidados, como por exemplo, a manipulacdo das
amostras de soro em Cabine de Seguranca Biologica Nivel 2 para evitar a contaminagéo,
mantendo assim a qualidade e integridade das amostras. E importante também a cautela no
desenho dos primers, condicBes de termociclagem, qualidade e quantidade dos reagentes, o
tamanho do produto a ser amplificado e a padronizacdo das condicOes especificas para cada
experimento. Para tal, o laboratorio responsavel por realizar procedimentos de Biologia

Molecular deve dispor de areas e espacos bem delimitados para as diferentes etapas de
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execucao, desde a preparacdo de amostras até a fase de detec¢do do produto amplificado,
conferindo assim a confiabilidade dos resultados e prevengéo de contaminacGes.

Segundo a RDC n°50/2002, o Laboratorio de Biologia Molecular é classificado no Nivel
de Biosseguranca 2 (NB-2), nos quais os procedimentos envolvem um alto potencial para
producdo de aerossois que podem aumentar os riscos de exposi¢do dos funcionérios, quem
devem utilizar barreiras de contencdo primarias e secundarias (Ministério da Sadde, 2002).

Devido aos cuidados necessarios para a realizacdo o RT-PCR, € recomendavel que o
laboratério disponha das seguintes areas: 1) Area de manipulacdo das amostras, onde seréa
realizada a extracdo dos acidos nucléicos e adicdo do DNA a reagdo de PCR através de Camara
de Seguranca Bioldgica Nivel 2 com Ultravioleta; 2) Area de preparagio de reagentes, que é
destinada a preparacdo da mistura de amplificacdo
(mix); 3) Area de Amplificacdo, onde se localizam os termocicladores e também realiza-se a
segunda etapa do RT-PCR (nested) e 4) Area de Detecgéo, onde o gel de agarose sera revelado.
Esta area devera ser instalada completamente separada das areas anteriores devido ao risco de
contaminacdo com o brometo de etideo (Ministério da Saude, 2002).

E importante também que, o procedimento de RT-PCR esteja registrado em
Procedimento Operacional Padrdo (POP), que consiste em instrugcdes detalhadas descritas para
alcancar a uniformidade na execucdo do procedimento. A importancia do estabelecimento de
POP consiste no melhor preparo na conducdo do diagndstico, harmonizacdo dos processos,
credibilidade, garantia da qualidade por meio da padronizacéo e da rastreabilidade do processo
em auditorias e inspe¢des. Cada uma das etapas de elaboracdo do POP devera ter a participacdo
da equipe envolvida, que podera avaliar e validar seus procedimentos, e, se necessario, contratar
pessoal especializado para esta fungdo. O POP deve ser escrito de forma detalhada para a
obtencdo da uniformidade, seja na producdo ou na prestacdo de um servico (Barbosa, 2011).

No estado do Amapa, os modelos de POP adotados pelo LACEN/AP sdo baseados na
ABNT NBR ISO 9001-2008, sendo que a realizacdo do POP para a implementacao de novas
metodologias é de fundamental importancia para a execucdo correta da metodologia e
preparacdo técnica dos profissionais.

Tendo em vista a proposta deste estudo, a implementagdo da técnica de RT-PCR para o
diagnostico de dengue no LACEN/AP representa importancia fundamental para a melhoria na
eficacia e rapidez no diagnostico de DENV em toda a regido do Amap4, tendo em vista que o
LACEN ¢ o laboratério de referéncia para o diagndstico de dengue no estado atendendo as

demandas da capital, hospitais e unidade basicas de satde, bem como as demandas municipais.
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Neste Ultimo caso, a necessidade de envio de amostras pelos municipios exige uma estrutura de
logistica adequada que quase sempre ndo esté disponivel, o que explicaria a baixa frequéncia
de amostras oriundas do interior. A heterogeneidade desses municipios em relacdo aos servicos
de saude prestados pode contribuir para a ocorréncia de subnotificacdes, visto que as a¢Ges de
salde se concentram nas areas com melhor assisténcia.

Neste estudo, casos de dengue recebidos no LACEN/AP, de janeiro de 2014 a marco de
2015, foram submetidos ao diagnéstico de rotina (MAC-ELISA e/ou NS1 ELISA) e,
posteriormente, casos confirmados foram selecionados aleatoriamente e submetidos a técnica
de RT-PCR para tipagem viral. Independente do método de diagndstico utilizado, 89,3% dos
casos analisados foram confirmados. Deste total, 79,6% foram confirmados por MAC-ELISA.

Os métodos soroldgicos, levando em conta suas vantagens como facilidade e baixo
custo, continuam sendo uma étima ferramenta para o diagnostico de dengue em epidemias
(Peeling et al., 2010). Durante a infec¢do primaria por DENV, o anticorpo IgM é primeiro a
aparecer. Este método mostra uma sensibilidade e especificidade de 90% e 98%,
respectivamente, nas amostras colhidas apds a soroconversdo. Os ELISA podem ter maior
sensibilidade, porém as principais desvantagens de todos IgM a s@o de que elas podem reagir
de forma cruzada com outros flavivirus e podem fornecer resultados imprecisos se 0s pacientes
apresentarem uma infeccdo recente de dengue (Parkash & Shueb, 2015).

A IgM de fase convalescente atinge seu maior pico ap6s 2-4 semanas, com uma
sensibilidade de 89,1% diminuindo com o passar das semanas (Guzman et al., 2010). Hu et al.
(2011) relata sensibilidades no MAC-ELISA de 42% para casos de infeccBes primarias em
amostras coletadas até o 3° dia de sintomas e 42,9% para amostras obtidas apds o 8° dia, com
100% de sensibilidade. Apesar de ser 0 método de escolha para a investigacdo de casos de
dengue na fase convalescente (da Silva 2011), uma menor sensibilidade é observada em
infeccdes secundarias quando comparadas as infec¢des primarias (Chatterji et al., 2011).

A proteina NS1 é altamente conservada nos quatro sorotipos de DENV e é encontrada
circulando no soro de pacientes do primeiro ao nono dia ap6s o inicio dos sintomas (Falconar,
1997;Young et al., 2000, Alcon et al., 2002, Xu et al.,, 2006). Aproveitando-se destas
caracteristicas, ensaios imunoenzimaticos para a deteccéo especifica da proteina NS1 tém sido
desenvolvidos e avaliados para a confirmacgdo de casos agudos primarios e secundarios de
dengue (Xu et al., 2006; Kumarasamy et al, 2007; Lapphra et al., 2008; Phuong et al., 2009;
Chaiyaratana et al, 2009; Guzman et al, 2010; Duong et al, 2011; Blacksell et al, 2012; Huang
et al, 2013; Sanchez-Vargas et al, 2014). O teste de captura do antigeno NS1 permite o
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diagndstico da dengue mesmo em laborat6rios com equipamentos e recursos humanos limitados
(Andries et al., 2012). No entanto, os niveis de circulagdo do NS1 em individuos infectados de
dengue pode variar dependendo da gravidade da doenca, o seu estado imunologico - infecgdo
primaria ou secundaria (Antunes Paula, 2015).

Em 2008, o Ministério da Salde implantou unidades sentinelas em municipios
estratégicos do pais, utilizando o teste de captura de NS1 como um método de triagem e
diagnostico precoce das infecgbes pelos DENV, no entanto, sem uma avaliacdo detalhada do
desempenho destes testes.

Neste estudo, 9,7% dos casos testados foram confirmados por NS1 ELISA. Estudos
prévios demonstraram uma maior sensibilidade do teste NS1 ELISA em casos positivos para
RT-PCR e/ou isolamento viral. Dussart et al. (2006) confirmaram 94,1% de casos positivos por
isolamento viral e 85% dos casos de RT-PCR positivos utilizando o Platelia NS1 ELISA.
McBride et al (2009) mostraram que a captura do antigeno NS1 foi positivo em 87% dos casos
positivos por RT-PCR. O estudo realizado por Castro-Jorge et al (2010) que avaliou um teste
comercial para captura de antigeno NS1 em uma amostragem de 105 individuos confirmados
por dengue através da combinacdo de isolamento por cultura e/ou RT-PCR e/ou presenca de
anticorpos IgM, demonstrou uma sensibilidade de 95,9% e a especificidade de 81,1%. Outro
estudo ocorrido nesse mesmo ano foi realizado por Lima et al. (2010) avaliando o uso potencial
de 3 kits comerciais do NS1 ELISA para amostras positivas para dengue em epidemias
ocorridas no Rio de Janeiro entre 1986 a 2008, encontrou uma sensibilidade de 72,3% e
especificidade de 100% para o kit comercial da Panbio. Utilizando a versdo
imunocromatografica do teste NS1, o estudo confirmou 98,7% dos casos positivos por
isolamento viral e 82,3% dos casos positivos por RT-PCR, semelhantes aos resultados obtidos
por Zainah et al. (2009). Contudo, na presenca de anticorpos IgM, o teste Platelia NS1 ELISA
confirmou 64,5% dos casos. A maior sensibilidade para deteccdo do NS1 é até o terceiro dia de
doenca e do quarto ao sexto dia a sensibilidade é menor, resultado da elevacdo dos niveis de
anticorpos IgM (da Silva et al 2011). A avaliacdo do teste imunocromaografico SD Bioline
Dengue Duo, que combina a deteccdo de IgM e NS1 em um Unico teste, demonstrou uma
sensibilidade de 90,6% e especificidade de 89,6% em casos de dengue ocorridos em uma regiao
endémica do México e, casos agudos foram significativamente mais confirmados do que casos
convalescentes (Sanchez-Vargas et al, 2014).

Um resultado negativo por NS1 nédo exclui a possibilidade da doenca, uma vez que ser

resultantes da formacdo de imunocomplexos do antigeno NS1 com a IgG, particularmente em
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infecgBes secundérias, onde antigenos alvos ndo sdo mais acessiveis ao anticorpo monoclonal
utilizado nos testes de ELISA (Hang et al, 2008; Lima et al., 2014). A anélise prévia do soro
de pacientes com infec¢fes secundarias demonstrou uma circulagdo mais curta da NS1 e menor
sensibilidade (60 a 80%) de deteccdo em ensaios ELISA (Guzman et al, 2010).

Atualmente, o pais vive uma situacdo onde o dengue é hiperendémico, com a co-
circulacdo dos quatro sorotipos de DENV, e consequentemente a ocorréncia, cada vez maior de
casos de infeccdes secundarias. Apos a introducdo do DENV-4 no pais em 2010, uma menor
sensibilidade dos testes de NS1 foi relatada (Colombo et al, 2013; Lima et al., 2014). Visando
aumentar a sensibilidade do NS1 ELISA em casos de DENV-4, Lima et al (2014) estabeleceu
um protocolo de dissociacdo térmica para tratar imunocomplexos formados, principalmente em
casos de infeccdo secundaria. Apos este processo, as sensibilidades do teste em casos primarios
e secundarios de DENV-4, foram significativamente aumentadas de 54,4% para 82% e de
39,0% para 73,1%, respectivamente.

Casos confimados de dengue (n=100) foram selecionados aleatoriamente para tipagem
por RT-PCR convencional, de acordo com o protocolo de Lanciotti (1992), preconizado pela
OMS. Nesta casusistica, 0s sinais e sintomas mais frequentemente observados foram febre,
cefaléia, mialgia, vomitos, artralgia e exantema e, a ocorréncia de hemorragias e 6bito ndo foi
observada neste estudo.

Apesar de ter sido o sintoma mais frequentemente reportado, é importante ressaltar que
febre ndo é considerada um bom marcador para o diagnostico, visto que é bastante referido na
maioria das doencas infecciosas (Figueiredo et al, 1992). A cefaléia, geralmente de localizacéo
frontal, e a dor retro-orbitaria podem estar muitas vezes associadas a sintomas
otorrinolaringolégicos, simulando outras doencas, como quadro de sinusite aguda. E uma
manifestacdo frequente, atingindo 93% dos casos (Ponte et al, 2011).

A média de idade dos pacientes foi de 26 anos e maxima de 66 anos. Foi observado
maior frequéncia de individuos acometidos na faixa acima de 30 anos. Pacientes do sexo
feminino (53%) foram mais acometidos do que os do sexo masculino e ndo houve diferenga
significativa em relacdo as diferentes faixas etarias dos pacientes (p=0,598). No estudo de
Teixeira et al (2013) foi demonstrado que houve uma mudanga na distribuicdo etaria da doenca
durante o periodo de estudo e uma grande proporcao de hospitalizacdes relacionadas com a
dengue (40,8%) ocorreu em menores de 10 anos. Durante a epidemia de 2008, uma maior
hospitalizagdo ocorreu em criangas menores de 15 anos, em comparagdo com a epidemia de

2002 ocorrida no pais.
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A RT-PCR identificou o sorotipo infectante em 12% dos casos testados e, DENV-1
(n=9) e DENV-4 (n=3) foram os sorotipos caracterizados. Apesar do predominio do DENV-1
no pais em 2014 e 2015, o DENV-4 também tem circulado na regido Norte do pais. No entanto,
dados da investigacdo de casos de dengue do Amapa pelo Ministério da Saude nos dois anos,
reportam apenas o DENV-1 no estado (SVS/MS, 2014; 2015).

Embora a técnica molecular apresente alta sensibilidade, neste trabalho verificou-se
que, em 14 amostras positivas por NS1 ELISA, ndo foi possivel detectar o RNA viral pela RT-
PCR convencional, provavelmente em decorréncia do processo de armazenamento de algumas
amostras testadas que, na fase inicial do estudo, foram armazenadas a -20C.

Um maior percentual de positividade foi obtido pelo NS1 ELISA e RT-PCR nos
primeiros quatro dias de sintomas e pelo MAC-ELISA, a partir do quinto dia. A pesquisa de
IgM deve ser empregada na fase convalescente enquanto que a deteccdo do RNA viral, na fase
aguda da doenca, onde a viremia esté presente. Na andlise dos dados discordantes entre a RT-
PCR e 0 ELISA IgM, a diferenca entre esses métodos foi significativa (p=0,0001). O estudo de
Cruz et al (2014) demonstrou que, o uso combinado da RT-PCR e MAC-ELISA na fase aguda
aumentou a sensibilidade na confirmac&o dos casos para 86,3%, diferindo do obtido por Castro-
Jorge et al. (2010) que relataram uma sensibilidade de 67,1% para essa combinacdo. Na
disponibilidade da amostra convalescente, a combinacdo da RT-PCR com MAC-ELISA pode
aumentar a sensibilidade para 100%. Esses resultados evidenciam a importancia da coleta de
uma segunda amostra de sangue principalmente se o paciente apresentar sintomatologia
caracteristica da doenca e o resultado da primeira avaliacdo soroldgica negativa.

Neste trabalho, foi possivel detectar o RNA viral em cinco amostras negativas para NS1.
A andlise de 150 amostras negativas para NS1 por Meneses et al (2012), detectou 0 RNA viral
de arbovirus em 53. Neste contexto, destaca-se a necessidade da implantacdo de metodologias
com alta sensibilidade para detec¢éo viral em areas de alto risco para arboviroses como a regido
Amazodnica. Além disso, a ndo confirmacéo laboratorial dos casos pode prejudicar a execugao
de acdes de controle de vetores pela vigilancia epidemioldgica dos estados.

Os dados do Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Salde sobre o
monitoramento do dengue no Brasil reportam que, apenas 2 amostras do Amapa foram
analisadas para identificacdo do sorotipo viral em 2014 e 10 em 2015, destas, 0 DENV-1 foi o
unico sorotipo identificado em quatro amostras (SVS/MS, 2014; 2015). Neste contexto, é

evidente a contribuicdo do presente trabalho para a vigilancia deste agente na regido e, a
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implementacdo de um método de identificacdo viral rapido e sensivel encontra uma efetiva

aplicagéo.
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7 CONCLUSOES

o O estabelecimento do POP para implantacdo de método molecular para o diagnéstico
de dengue (RT-PCR) para utilizacdo no LACEN/AP ira fornecer apoio a Vigilancia
Epidemiologica para a investigacdo de casos suspeitos ocorridos no estado do Amapa.

o Apesar da distribuicao dos casos de dengue em diversos municipios do estado, um maior
namero de casos foi proveniente da capital Macapa, onde também foi confirmado um maior
namero de casos.

o Os sinais e sintomas observados nesta casuistica foram os mais frequentemente
descritos em casos de dengue e, hemorragias e ébitos ndo foram reportados.

o N&o foram observadas diferencas significativas entre a distribuicdo dos casos em
relacdo as diferentes faixas etarias e sexo.

o O MAC-ELISA ainda constitui o método de escolha para utilizacdo em larga escala no
diagndstico das infecgdes por dengue e neste estudo confirmou 79,6% dos casos analisados.

o DENV-1 e DENV-4 foram os sorotipos identificados por RT-PCR que confirmou 12%
dos casos analisados.

o E evidente a contribuicio do presente trabalho para a vigilancia do dengue nesta regido
uma vez que, segundo o Ministério da Saude, entre 2014 e 2015, apenas 12 casos foram

investigados para a presenca do sorotipo infectante.
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*  Checar g2 o tampdo AVL estd precipitado Se estiver, incib&-lo a 60°C em banho- manhoe marna, até
oprecipitade dissclver por comgleto.

«  Varifivar se tampdes AVE AW AWE estio & temperetura embiente e prontos para sersm
ulilizados,

+ Todo procedimento deverd ser realizadc & temperatura ambiente, com excecdo da aplicacdo da
amaosira no tubo.

1.1-Adigio do carreador de RNA ao tampao AVE:

+ Adiclonar 310ul de tampgéo AVE &0 ko do carreador RMNA bofilizade para obter uma scluglo de
1ug/ul. Homogenneizar bam com a ajuda do worex

*  Distribuir o volume ressuspensc em aliguotas e estocar a -20°C.

Mota: As aliguotas do carreader de RMWA acrescido ao Tamplo AVE ndo podem ser
congeladas e descongeladas por mais de 3X.

1.2- Preparo dos Tampbes AW com Etanol:

+ [Fara os tampbes AW1 e AW2, acrescentar elanol ebsoluts (96-100%) em guentidade especifica no
rofule dos  respectives fampSes. Homopensizer bem @ aliquotar para uso, esfando  assim
conteminagio. Acrescenter data e o responsdvel pale preparagio do mesmo.

2- Procedirmento:

* Equillbre as amoslras a temperabura ambiente & temperstura ambiente. Todes &s elapas de
centrifugagdo séo realizedas & lemperaiura amisienie.

=  erfique sa os tampSes AW, AW2 e o cameador do RMA foram preparados de acordo com as
instrugdes do feoncants (adgdo RNA cameedor ou etanol).

+  Frapars o volume de AVL+ caresdor de RINA diluide em AVE necessario apenas para o nimens de
EMOsiras & Sersm processadas,

#  [Fara uma amostra, pipete S60ulL de tamgdo AVL am um microtubo da 1,5mLINSo fomecdo pelo i)
+  Pipate 5 6ul de cameador de RNA,
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Acena# PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO RPE?::;-:.:
Folha: 37
Titulo: RT-PCR DENGUE
EXEMPLO:
M* da gmosira Val. De tampdo AVL Vol. De camegdor RKA diluide

am AVE

1 0.58mL 5.6 ul

2 1. 12mL 11,2 ul

5 2 BhmL ZB,0 ulL

10 5.60mL 56,0 uL

12 &, raml 67,2 ul

14 T.BAmiL TE4 ul

16 4, 08mL BOE uL

20 11,20mL 1120 ul

24 13,44mL 1344 ul

MOTA: Se o wvolume da amostra dor malor gue 140ul, auments a quantidade de tampio AVL
proporcionalmente. EX.: para 280ul da amostra cologa-se 1120ul do tamplo AVL+ carmeador de RNA
diluldo em AVE.

+  Adicione 1400 da amostra (sacregdo ou sobrenadente de cultura celular) mo tubo de microcantrifuga
contende o tampao AVL. Misture por 15 sec com auxilio do vorex

NOTA: Para garantir eficiente lise, & essencial gue a amostra seja completamente misturada ao tampdo
AVL obtendo-se uma solugio homogéneaa.

* Incube & temperzlura amblente por 10'minuios (8 lse da particula wiral & completa depois da 10
minutes & lemperaiure amowente).

NOTA: Tempos de incubagdes superiores a 10mintos ndo aumentam o rendimento a
guantidade do RMA purificads. Agentes infecciosos e RMAses também sfo inativados em
tamp&o AVL.

+  Centrifugue regedamenta o uoo de 1,5mL para remover goliculas 43 tampa (52 necessario).

+  Adicons 560ul de etanol PA (ngo fornecido pelo kit) ao tubo com a amostra, @ mesture 15 sec.com
suxilio do vortes.

+  Cenfrifugue repidamente o ubo para remover as golticulas da tempa {se necessdna).

Nota: Somente etanol pode ser usado, outroes dlcools podem reduzir a guantidade & pureza do
RMA. Se o volume da amosira for maier gue 140 ul, preceder com o descrito no exemplo acima
Para uma eficiente ligagho entre © RNA & a membrana a amostra deve-se obter nesta etapa uma
solugdo homogénea.

+  Apligue culdedosamente 630ul da mistura & colung QlAMp spin | &m um buba colator de 2mb), sem
tocar 3 borda @ o fundo da coluna. Feche & tampe, & centrigugue a8 G00Mxg{eppendorf 54150 =
BODOrpn) por 1 minuto. Descane o wolume filado. Feche bem cada coluna para evitar contaminagéo
cruzada durante a centrifugagio. Caso o volume do lisado ndo pesse complataments pela mambrana,
cantnfugue novameants & uma velocidade maior.

+  Descarte o tubo coledor contendo o filtrado @ coloque & coluna am um novo fubo coledor. Adicone mais
6300 da solugao na coluna e centrifugue a coluna S000xg(jeppendart 54150 =8000rpeT) 2or 1 Frenuto.

Mota: Mao & necessano aurmentar o wolume do tampso AW mesmo que o volume inlcial da amostra
saja malor gque 140l
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Folha: 47

Titulo: RT-PCR DENGLUE

+ [Descarle o tubo colstor contendo o filtrado e cologue a columa em um nove lubo colator. Abra
culdadosaments a coluna & adiclona 500 ul do tampdo AW . Centrifugue a colune S8000rpms por 1
minuto.

+ [Descarle o tubo colelor contende o filtrado e cologue a columa em um nove fubo colebor. Abra
culdadosaments & coluna e adicione 500 ul do tampSo AWZE Centrifugue & coluna 14000rpmd por 3
minutes.

+  Cologue a coluna em novo ko coletor | fomecdos pelo kit)e descarbs o tubo coletor usado com o
filiredo. Centrifugus & velocidade de 14000 rpm por 3 minutos.

+  Cologue a coluna em wm lubo de microcentrifuga da 1,5 mil livre de nucleasas| ndo fornecido pelo kit
Descarte o Wubo colelor useds com o filtredo. Abra culdadosements & coluna e adicione no centro da
mamisrana sem toceda Glulbdo tampdo AVE equilibrede & TA. Feche a tamoa e incubar por 1
minuto.centrifugue & BOO0 rpmd 1 min.

+ [Despreszar 8 coluna, reservar o oo Wpo eppendorf com os GOul de RNA coletedos apis &
cantnfugagdo. O RMA & estédvel por mais de 1 ano estoceda & -70°C.

Antes de iniciar o processo as amostras devemn estar descongeladas e agitadas em vdrbex.

3- Diluighe dos Oligonuclectidecs Iniciadores:

- Estoque (1000pM/pL) Observar as concenfragdes dos oligonucieotidecs inicadores na folhe gue os
scompanhaiex: 01=83,7nM). Acrescentar 83, 7pL de agua livre de nucleases, neste caso,pare obtermos uma
concentragdo de 1nM/pL, gue & igual & 1000pMipL.

— D1 - D2 para uso (10pMipL) — diluir & solugko estogue/100, cu saja, Sul soclugdo estoguet 485uL agua
livre da nucleases.

— T51-T52-T53-TS4 para uso (20pMipL) — diur & solugio estogue 110, ou seja, 10/pL solugio estoguet
Byl &gua livre de nucieases.

4-- Tamphio Tris- Acido Bérice — EDTA(TBE]} 10X

Trizma Basa 12110

Acido bérico 55,69

EDOTA =al dissddico dihidratado{NefEDTAZHED) | 3.7 g
Aqua tipo | g.8.p 1,00

Ajuster o pH da sclugdo parae 4.6, Apds o preparc, a solugdo deve ser conservada & temperalura ambilente.
Fara use: a solugdo deve estar 05X concantreda.
5- Etanol TO%:
Etanal FA fomL

Agua tipo | 30miL

Estocar a Temperatura ambents.
B- Gel de agarose 1.5% am TBE 0,5X:

Agarase 159

Solucao de TBE (0.5X) 100mL

Em um Erenmeyer, dissclver & agarcse em TBE 05X, aguecends a solug@o micro-ondas (temperatura
maxima) por 2 minutos. Resfnar & scluggo e ediclonar 4pL de brometo de etideo 1%:
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Revisao:
Falha:

ald

Titulo:

RT-PCR DENGUE

- Colocar o gel no suporte pare gel de egarcee @ colocar os pentes de acordo com o NdmMero das emosiras.
CQuando andurecar o gel, ephcar as amostras, segundo protocalo.

7- Diluighe do Peso Molecular: O peso molecular (100pb DMA ledder) para uso, deve ser diluldel/Md com
&gue tipo 1. Em tubo de 1,5mL previamente identificado, plpetar 10pL de peso mobecular {100ph DNA [adder) +

80 pL de agua livre de nuclesses.
E- Dithiethraitol (OTT) 0,1M:

0 paso molecular do DTT & 154,25,

Pesc molecular x molaridade= gramas/’ Litro

0,18 = 15,4259 100mL

15,4250 —---—o- 0,1
Hmmmmmnnees 0,002L
#=0,3049g
DTT 0,308
Agua biza | 2mL
9- AMY 25U
Al 1i0ul
Ly Reachon Buffer Ful

10- Reagentes:

* UEFI':I'lE de tar extreido as amostras, praparar as misturas necessarias para a realizagao de tecnica de

RT-PCH para dengue.

+  Em um microlubo de 1.5mL, colocar os reagentes na sequinte ordem, segundo a quantidade de
emosiras utlizedas na reshzagao desta matodologia:

Reagentes
Anua lwre de Nucleases
PCR Mastar Mix
0,1 M Ditnsethrelotal {DTT)
10 pM iniciedor O
10 pM iriciador D2
20 pM iniciedores TS1-4
2.5 L pl enzima AMY- RT

Mistura para RT- PCR [1X)
245 pL
6,25 pL
0,62 pL
0,32 pL
0,32 pL

0,025 uL

Mistura para Semi-nested [1X}
1,85 pL
12,5 pL

MNota: o preparo das misturas deve ser feito em banho de gelo ou em estantes refrigeradas.

11- Transerigdo reversa @ primeira etapa de amplificagdo:

*  MNumerar microtubos de 200 plL segundo o protocoho

#  Colocar 2,5 pL do RMNA extraido nos microbubos comrespondentas

+  Aguecer o RNA exralde no boco aquecdo a 75°C por & minubos @ poslariormeants manté-los

em banho de galo.

+  Adicionar em seguda 10 pL da mistura RT- PCR & imediatamente colocar os microtubos no
bloco aquecido do termociciador.

Reaglo da RT 42°C

60 min
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440 A0 sec
BERC Amin
Reagao de PCR —_— 2 min
[ 10 mim
4*C &b retirar do termeciclador

Mota: caso ndo possa dar sequiéneia a segunda etapa de amplificagdo, colocar a 4°C o produto do
primeire PCR.

12- Segunda Etapa de Amplificagio: sami- nested PCR para tipagem do Virds Dengue:

#

Em microtubos de 1.5mL diluir os produtos Cbtidos 1:100 bem agua tipo | {5 pL produbccd 85 agua)

Em novos microlubos de 200 pL, adicionar 20 pl de misbera semi-nested PCR e 5 pL do produto da
primeira reagio diluido.

Caolocar os microtubos de 200 pL no bloco aquecids do lermodcciador.

H4°C 30 zec
BEAC imin
T2 2 min
T 10 mim
4°C gté retirar do termociclador

13- Eletreforese em gel de Agarose (1,5%)

Cologue & bandeja acrilica no suporte encaixe &3 pegas meldlices dos dols lados, vedando bem &
bandeda acnlila.

Separe o= pantes da scordo com o ndmero de amosiras a ser processado.

Mota: Mio esguecer a necessidade de pogos exiras para o padrio de peso molecular & os
controles positives e negatives

Adicione 1,59 de agarosa a 100mL da TBE 0,5X em um arlanmeyer.

Misture manualments & leve a mistura 4s micro-ondes por 1 minuio na potencie maxima. Apds calgar
&8 luvas isclantes de temperatura (azuls), verifigue se a mistura estd homogénea. Proceda & nove cclo
e aquecimento a1 1otal dssslugio da agarose.

Retire o edenmeyer do forno micro-ondes & resfrie-o por &té 1minuio sob &gua comente anles de
edicionar o brometo de etiden.

Adicionar 4 pL de bromets de etideo 10ma'mL a solugdo de aparcas contida no arlenmeysr.

Mota: Mo derrame a8 mistura guente na bandeja acrilica. A bandeja pode frincar-se
imediatamente.

Derame a agarose com culdado na bandeja. Retire as bolhas formadas e encalxe o pente na bandeja.
Delxe o gel sohdificar apor 15 -20 minutes a TA

Apds a solidificagdo, retire a8 pegas meidlicas, o pente & coloque todo o conjunte Imerso em TBE 0.5
ne cuta de eletroforesa.

Aplique entre 10ul & 15ul do produto da reeq@o, adiconado de 4ul de corante. Proceder &
eletroforese a 110 v — S0MAEDT min.

MNata: No primeire orificio, aplicar 5 yL do peso molecular + 4 pL azul de bromofenasl.
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Ravigao:
Folha:

7T

Titula:

RT-PCR DENGUE

+ Retire a bandeja acrilica da cuba, irensporte & mesma em reciplente apropriado 818 o caplurador de
imagem ou transiluminador.

Atengiol Mao deixar partes do corpo exposta a radiagio, especialments os olhos. Usar sempre
os EPI's.

+  Culdadcssmente, verler o gel da bendeja acribca para & sugedficle do transiuminador

* Observar 85 banda:z apresentedas mo gel, salvar a imagem no computador & imgamir a fote gue
postencrments deve ser colada no respectivo protocolo.

+ Descars o gel corado em orometo de etideo como lixo guimico.

Mota: Espera-se que apenas os produtos do segunde PCR sejam wvisiveis. Utilizar padrac de
peso molecular escalonade de 100 em 100pb.

Posigie no Genoma | Tamanho do Amplicen {em pares de base{pb))
Danv-1 452
Danv-2 119
Deanv-3 290
Danv-4 392
CONTROLE DE REGISTROS
Identificagdo Codeta Indiaxagso ACOSE0 Brguivamanto | Armazenamonts | Manutenglo | Disposigda
Ficha g Ahand W® gy i Arvalnalan s Labaratdno de | Pralkein em 1 #arg Lizars ga
irabalto GAL [Triagem da amosim. Wroos biclogia pasias aboratonic e | resicuc
LACEN] mok=cular rogisiradion 4 nOoarquien | Comum.
miarin.
Proioocio do Labarattirio N® do registra | Aralisms & Laboratério de | Prolokdra em 1 ano ra Linpira cier
MGaReT i bicdag s 43 amostm. WIS bicdigia e abgratdr e | residag
Mabscybar bl LT 4 g arquag | Ginum
erla
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ApresantasEo do Projeto!
O monitoramenta dos sorotipos de virus dengue (DEMY) numa regiéo & extremamsente imporante dado qus

o conhecimeanta dos virus essociados 85 epidemias poderd ejuder a predizer & gravidads de surtos fuluros.
Frente as limitades opgies de prevengdo e controle das epicemias, o diagnostic laboratorial possui um
papel fundamental no Sistema de Vigiléncia Epigemiolégica, etravés do monitoramenta continuo des
infecgbes, confirmeanda novos casos e iwentificando os sorobipos circulantes. Ademais, & oe relevdncia para
o disgndstico diferencial a invastigagio de outros arbovirus em casos febas nos guais a infecgdo por DENY
ndo foi confirmada, uma vez gue muilos dos sinals e sintomas dessas arboviroses sdo compartilinacos. Em
regides de dificil acesso ou remotas, como &s encontredas na regibes do eatado do Amape (AP), a
utilizegéo de métodos de colete alternativos 8 menos INVESIVOS torme-se UME grande contribuigdo a
investigagio destes egrevas. Portanto, visames neste Projeto identificar os sorotipos ge DEMY circulantes
no AP detectados & partir de casos suspeitos recebigos no Laboratdrio Central (LACEN-AP) sob demanda
aspontinea e investigar os casos febns negetivos para dengue para & ioentificagBo o= oufros arbovirus,

Metodologie: Serdo enalisados casos suspeitos de dengue ocomidos no Estado do Amapé no

Endarego:  Av Brasil 4038, Saka 05 (Expansdic)

Bairra:  Mangurbas CEP: 31040-360
UF: B Municiplo:  RHID DE JAMEIFC
Telefone: |21 28829011 Fax: (21)2561-4815 E-mall: cepliccne@ioc fiocruz.br

Plgpag (1 g D2
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