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RESUMO 

 

A incidência de dengue no estado do Amapá e no município de Macapá apresentou um padrão 

observado na região Norte e no Brasil, com os ciclos de alta transmissão influenciados pela 

predominância de diferentes sorotipos. O vírus dengue, pertencente à família Flaviviridae, 

gênero Flavivirus é constituído de RNA de fita simples que codifica proteínas estruturais e não 

estruturais e possui quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. A existência de 

um programa contínuo de vigilância epidemiológica tem como objetivo detectar e monitorar a 

circulação dos sorotipos DENV no país, onde existe a co-circulação de DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 e DENV-4. O principal objetivo deste trabalho foi estabelecer um procedimento 

operacional padrão (POP) para a implantação de método molecular para o diagnóstico 

laboratorial de dengue em apoio à vigilância epidemiológica da doença no país,  investigar os 

casos febris suspeitos de dengue ocorridos no estado do Amapá, descrevendo os aspectos 

epidemiológicos, clínicos e laboratoriais de casos recebidos sob demanda espontânea no 

LACEN/AP, entre janeiro de 2014 a março de 2015, e aplicar a técnica de RT-PCR.  Para tal, 

foi realizado um estudo analítico, observacional e transversal. Foi desenvolvido o POP de 

extração de RNA viral e amplificação genômica para identificação 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 infecção por dengue foi recebido no LACEN/AP no período de estudo, testados 

pelo diagnóstico laboratorial sorológico 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 o mesmo não foi 

observado quando os resultados  discordantes da RT-PCR e NS1 foram avaliados.  Os 

resultados obtidos ressaltam a contribuição do presente trabalho para a vigilância deste agente 

nesta região e, a implementação de um método de identificação viral rápido e sensível encontra 

uma efetiva aplicação. 
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ABSTRACT 

 

The incidence of dengue in the state of Amapá 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 Amapá, 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, Amapá, Epidemiological surveillance, RT-PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A dengue é hoje uma das mais importantes doenças infecciosas do mundo em termos 

de morbidade e mortalidade e, nos últimos 50 anos a dengue vem progressivamente alcançando 

o status de pandemia, hospitalizando mais de 5 milhões de crianças e com o registro de mais de 

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

aproximadamente três bilhões de pessoas, 2/5 da população mundial, estão sob risco de contrair 

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

necessitam de hospitalização e pelo menos 20 mil morrem em consequência da doença (WHO, 

2013).  

Desde o primeiro isolamento do vírus na década de 40, a doença dispersou, 

principalmente devido à urbanização e tráfego aéreo, com a co-circulação dos quatro sorotipos 

do vírus ocasionando a uma situação hiperendêmica em muitas regiões do mundo como 

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

 

Figura 1 - Número acumulado dos sorotipos de dengue registrados desde 1943.  

 

Fonte: Adaptado de Messina et al., (2014). 
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Atualmente, todos os sorotipos do vírus estão circulando na África, Sul e Sudeste da 

Ásia, Regiões do Pacífico Ocidental, Caribe, e Américas Central e do Sul e introduções 

frequentes no sudeste da América do Norte são regularmente reportadas (Rodriguez-Roche & 

Gould, 2013).  A Figura 2 demonstra a distribuição global do risco de infecção pelos DENV 

(Guzmán & Harris, 2014). 

 

Figura 2 - Distribuição global do risco de infecção pelos vírus dengue. 

 

Fonte: Adaptado de Guzmán & Harris, 2014. 

  

1.1 BREVE HISTÓRICO 

 

A origem geográfica dos vírus dengue (DENV) tem sido um tópico de intensa 

especulação, uma vez que alguns defendem a origem Africana do vírus devido à 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 África aos DENV (Diallo et al., 2005) e análises filogenéticas 

apontaram para uma origem asiática (Wang et al., 2000). Independentemente da sua origem, os 

DENV provavelmente evoluíram como um vírus de mosquito arbóreo antes de se adaptar a 

primatas em ambientes silvestre (Gubler, 1997).  

Os primeiros relatos de grandes epidemias de uma doença compatível com dengue 

datam de 1779 e 1780 e foram relatadas na Ásia, África e América do Norte, porém há registros 

da ocorrência desta doença no século III (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 então referida na literatura como "febre articular", "febre quebra ossos", 

"dinga", "polka", entre outros (Siler et al., 1926; Halstead, 1980). Este termo é um homônimo 

espanhol para o Swahili "Ki denga Pepo", que significa pancada ou golpe, causada por um 

espírito do mal, que provoca um ataque doloroso semelhante à câimbra (CDC, 2006).  

Graham em 1903 foi o primeiro a publicar que a transmissão do DENV se dava através 

de mosquitos e a transmissão pelo Ae aegypti foi confirmada em 1926 por Siler, Hall e Hitchens 

(Siler et al., 1926). Ashburn e Craig, em 1907, observaram que a doença era causada por um 

organismo filtrável e de tamanho ultramicroscópico, descartando a hipótese de uma infecção 

por bactérias e/ou protozoários.  

As primeiras cepas dos DENV foram isoladas em 1944 durante a Segunda Guerra 

Mundial, a partir de soros de soldados que contraíram a infecção na Índia, Nova Guiné e Havaí 

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

foram antigenicamente semelhantes e denominados vírus dengue 1 (DENV-1) e a cepa havaiana 

considerada protótipo. Outras cepas de Nova Guiné apresentaram características antigênicas 

diferentes, permitindo a identificação de outro sorotipo-vírus dengue tipo 2 (DENV-2), sendo 

considerado protótipo. Dois novos vírus foram isolados durante uma epidemia ocorrida em 

Manila (1953) e estes vírus foram classificados como vírus dengue tipo 3 (DENV-3) e vírus 

dengue tipo 4 (DENV-4) (Hammon et al., 1960), sendo as cepas H87 e H241 consideradas 

protótipos para estes sorotipos, respectivamente.  

Embora umas séries de epidemias estivessem ocorrendo no Sudeste Asiático, não 

houveram epidemias notificadas nas Américas, África e Oceania durante os 20 anos seguintes, 

principalmente devido ao programa de erradicação do Ae. aegypti por parte da Organização 

Pan-Americana de Saúde, 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 países americanos (Gubler, 1997). 

 

1.2 AGENTE ETIOLÓGICO 

 

Os quatro sorotipos de dengue (DENV-1 a 4) pertencentes à família Flaviviridae, são 

mantidos na natureza por um ciclo de transmissão que envolve hospedeiros vertebrados e 

mosquitos hematófagos do gênero Aedes, onde o homem é o único hospedeiro capaz de 

desenvolver as formas clínicas da infecção (Gubler, 1997). Estudos recentes sugeriram o 
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isolamento e a caracterização de um novo sorotipo de DENV de transmissão silvestre em 

Sarawak, Malásia, detectado em humanos (Vasilakis et al  2013; Normile, 2013).  

O vírus é esférico, com 40 a 60 nm de diâmetro, contendo um capsídeo de simetria 

icosaédrica envolto por envelope lipídico. O genoma viral é constituído por RNA de fita simples 

com aproximadamente 11.000 pares de base, polaridade positiva e uma única fase aberta de 

leitura que codifica para três proteínas estruturais: proteína C do capsídeo, proteína pré-M/M 

associada à membrana e proteína E do envelope além de sete proteínas não estruturais (NS): 

NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Figura 3 (Miller et al., 2010; Rosa Maria Del 

Angel, 2013). 

 

Figura 3 - Partícula (a) e genoma (b) do vírus dengue (DENV): proteína precursora da proteína 

de membrana (prM); proteína de membrana (M); proteína do envelope (E); proteína do capsídeo 

(C); proteínas não estruturais 1-5 (NS1-5); regiões não traduzidas (UTR).  

 

Fonte: Adaptado de Rosa Maria Del Angel, 2013. 

 

1.3 DIVERSIDADE GENÉTICA DOS VÍRUS DENGUE 

 

Os quatro sorotipos de DENV apresentam alta variabilidade genética devido à falta do 

mecanismo de correção da RNA polimerase viral durante a replicação, as rápidas taxas de 

replicação, ao grande tamanho populacional e pressão frente à reposta imunológica do 

hospedeiro (Homes & Twiddy et al., 2003).  

Dados filogenéticos e de epidemiologia molecular subdividem os DENV em diferentes 

genótipos, que são geralmente associados a diferentes áreas geográficas (Chen, 2011). Até 2009 

era utilizada uma classificação genotípica estabelecida por Rico-Hesse (2003), que se baseava 
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no sequenciamento da região do gene E do genoma. Esta classificação caracterizou cinco 

genótipos para DENV-1, quatro para DENV-2 e DENV-3 e três genótipos para DENV-4. 

Baseados no sequenciamento completo do gene E, Weaver e Vasilakis (2009) caracterizaram o 

DENV-1 em 5 genótipos, DENV-2 em 6 genótipos, DENV-3 em 5 genótipos e DENV-4 em 4 

genótipos (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Classificação genotípica baseada na análise filogenética do sequenciamento do gene 

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

 
Sorotipo Genótipo Distribuição geográfica 

DENV-1 

I Sudeste Asiático, China, Leste da África 

II Tailândia (1950-1960) 

III Malásia (cepas selvagens) 

IV Ilhas do Oeste do Pacífico e Austrália 

V Américas, Oeste da África Africano, Ásia 

DENV-2 

Asiático I Malásia e Tailândia 

Asiático II Vietnã, da China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas 

Cosmopolita 
Austrália, Leste e Oeste Africano, Ilhas dos oceanos Pacífico e 

Índico, Subcontinente Indiano e Oriente Médio 

Americano 
América Latina, Caribe (1950-1960), Subcontinente Indiano e 

Ilhas do Pacífico 

Sudeste 

Asiático/Americano 
Tailândia, Vietnã, Américas (últimos 20 anos) 

Selvagem Oeste Africano e Sudeste Asiático 

DENV-3 

I Indonésia, Malásia, Filipinas e Sul da Ilhas do Pacífico 

II Tailândia, Vietnã e Bangladesh 

III Sri Lanka, India, África, Samoa, Tailândia (1962) 

IV Porto Rico, Américas Latina e Central, Taiti (1965) 

V Filipinas (1956), Japão (1973), China (1980) América do Sul 

(2002-2004) 

DENV-4 

I 
Tailândia, Filipinas, Sri Lanka e Japão (provenientes do 

Sudeste Asiático) 

II Indonésia, Malásia, Taiti, Caribe e Américas 

III Tailândia (cepas recentes) 

IV Malásia (cepas selvagens) 

 

No Brasil atualmente circula o genótipo Américas/África ou genótipo V de DENV-1, 

porém três linhagens distintas dentro deste genótipo foram descritas (dos Santos et al., 2011; 

de Bruycker-Nogueira et al., 2015). Para o DENV-2, foi descrita a existência de duas linhagens 

do genótipo do Sudeste Asiático/Americano (Faria et al., 2013) e de quatro linhagens do 

genótipo do Subcontinente Indiano ou genótipo III para os DENV-3 (Araújo et al., 2009). Para 

o DENV-4 já foi descrita a existência de dois genótipos (I e II) no país (Nunes et al., 2012; 

Figueiredo et al., 2013). 
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1.4 TRANSMISSÃO DOS VÍRUS DENGUE  

 

Os vírus são mantidos na natureza por um ciclo de transmissão envolvendo hospedeiros 

vertebrados e mosquitos hematófagos do gênero Aedes, sendo o homem o único hospedeiro 

capaz de desenvolver as formas clínicas da infecção (Gubler, 2002).  

O Ae. aegypti está envolvido no ciclo urbano da doença, em consequência de seus 

hábitos domésticos, preferindo alimentar-se em humanos e depositar seus ovos em locais 

próximos ou dentro de residência, sendo portanto, o vetor mais importante na transmissão da 

doença para o homem. Entretanto, outras espécies de Aedes, como o Ae. albopictus, estão 

envolvidas em diferentes ciclos de transmissão rural e enzoótica destes vírus (Chen & Vasilakis, 

2011), Figura 4. 

 

Figura 4 - Ciclos de transmissão dos vírus dengue (DENV). 

 

Fonte: Adaptado de Chen & Vasilakis, 2011. 

 

O mecanismo de transmissão dos DENV ocorre durante o repasto sanguíneo, pela fêmea 

do mosquito vetor. Após a ingestão de sangue contaminado, é necessário um tempo de 

incubação extrínseca, que varia de 8 a 12 dias e é o tempo necessário para que o vírus se 

replique, até a localização nas glândulas salivares do inseto, o que permite sua passagem para 

um hospedeiro humano susceptível por meio de um novo repasto sanguíneo, determinando um 

novo ciclo (Gubler, 1998; Chan & Johansson, 2012). Existe, ainda, a transmissão do vírus da 
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fêmea do mosquito para sua prole, denominada de transmissão transovariana ou vertical, não 

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

 

1.5 REPLICAÇÃO VIRAL E RESPOSTA IMUNE NAS INFECÇÕES POR DENGUE 

 

Após a picada do vetor infectado com o vírus, durante o repasto sanguíneo, as células 

dendríticas na pele são, provavelmente, as primeiras células infectadas após a picada do vetor 

infectado com o vírus. Estudos conduzidos em autópsias de tecidos humanos e camundongos, 

identificaram os monócitos, macrófagos e células dendríticas imaturas e maduras como 

algumas células alvos das infecções pelos DENV. Após a replicação inicial e migração para os 

linfonodos, os vírus aparecem na corrente sanguínea (Balsitis et al., 2009; Laughlin et al., 2012).  

Os vírus entram na célula por ligação específica da proteína 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 ácido do endossoma induz a 

fusão do envelope do vírion com a membrana celular. Após o desnudamento, o RNA viral é 

liberado no citoplasma e as proteínas virais são traduzidas como poliproteína única que é 

clivada por proteases virais e do hospedeiro. A replicação do genoma viral inicia com síntese 

da fita negativa de RNA, que serve como molde para a síntese de fitas positivas de RNA da 

progênie (Zaitseva et al., 2010). A montagem das partículas virais ocorre associada ao retículo 

endoplasmático das células hospedeiras, os vírus brotam para dentro do lúmen do retículo 

endoplasmático, adquirem uma membrana lipídica (envelope) e são 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 replicação dos vírus dengue. 

 

Fonte: Adaptado de Laughlin et al., 2012. 

 

O período de viremia ocorre antes mesmo do aparecimento dos primeiros sintomas, que 

permanece detectável durante a fase febril aguda, geralmente por três a cinco dias (Vorndam & 

Kuno, 1997).   

A resposta imune adquirida na infecção pelos DENV consiste na produção de anticorpos 

principalmente dirigidos contra a proteína do envelope viral. Na infecção primária pelo vírus 

há uma resposta lenta e com baixo título de anticorpos, sendo os da classe IgM os primeiros a 

aparecer (Guzman et al 2010). A maioria dos pacientes apresenta níveis detectáveis de IgM no 

sexto dia após o aparecimento dos sintomas. Os níveis de IgM alcançam seu pico por volta de 

duas semanas, mantendo-se detectáveis por 2 a 3 meses e diminuindo após este período 

(Nogueira et al., 1992). 

Os anticorpos IgG começam a aparecer a partir do quinto dia de doença, na infecção 

primária. Os títulos de IgG, após um aumento a partir da primeira semana de infecção, 

continuam detectáveis por toda a vida. Já na infecção secundária há um alto título de IgG que 

pode ser detectado mesmo na fase aguda, além de alto grau de reação cruzada, mesmo contra 

outros flavivírus (Guzman et al 2010).  Por outro lado, os níveis de IgM na resposta secundária 

são mais baixos do que na resposta primária (Figura 6). Com isso, a relação entre os títulos de 

IgM e IgG e a especificidade dos anticorpos podem ser usados na caracterização da resposta 

imune em primária ou secundária (Halstead, 2006). 
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Figura 6 - Representação esquemática da cinética de antígeno e anticorpo nas infecções por 

dengue. 

 

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

 

1.6 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS NAS INFEÇÕES POR DENGUE 

 

Os quatro sorotipos podem produzir um amplo espectro de sinais e sintomas que vão 

desde uma doença febril leve até as formas graves. O período de incubação do vírus no homem 

pode variar de 3 a 14 dias, mas usualmente é de 5 a 7 dias (WHO, 2013). Os principais sinais e 

sintomas consistem de febre súbita, dor retro-orbitária associada com o movimento dos olhos e 

congestão conjuntival, cefaleia, artralgia, mialgia, prostração, exantema máculopapular 

generalizado, prurido, astenia, náuseas, vômitos, dor abdominal, sabor metálico nos alimentos, 

mudança no estado psicológico, podendo ocorrer depressão pós-doença. Em alguns casos, 

ocorre um segundo pico de febre que pode durar dois a três dias, desaparecendo em seguida 

(Dietz et al., 1990). 

A grande maioria dos pacientes apresenta a forma leve da doença, a dengue clássica que 

tem uma evolução benigna. Em uma proporção menor dos casos, entre 1 a 2%, a doença 

apresenta evolução muito mais grave, como a febre hemorrágica da dengue/síndrome de choque 

da dengue. Esta segunda forma da doença se caracteriza pelo aumento da permeabilidade 
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capilar, extravasamento de plasma e anormalidades homeostáticas que podem evoluir para 

insuficiência circulatória e choque hipovolêmico (WHO, 2009).  

Estudos sugeriram um novo modelo para classificar a forma clínica da doença que 

utiliza critérios para definir casos de dengue e níveis de gravidade: dengue com ou sem sinais 

de alerta e dengue grave. Este modelo vem sendo testado em 18 países e tem demonstrado ser 

de uso prático para a decisão médica. (Figura 7). Desde janeiro de 2014 o Brasil adotou a nova 

classificação de acordo com a OMS 2009. (WHO, 2009) 

Não existe um tratamento específico para dengue, o tratamento recebido pelos pacientes 

é de suporte e inclui repouso, hidratação, antipiréticos, analgésicos e antieméticos (WHO, 

2009). Enquanto não houver uma vacina efetiva disponível para a população, o controle efetivo 

do mosquito, envolvendo a comunidade e a vigilância epidemiológica laboratorial são as 

melhores estratégias para prevenir epidemias de dengue e reduzir o impacto social (De Simone 

et al., 2004). 

 

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

 

Fonte: Adaptado de WHO, 2009. 
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1.7 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DAS INFECÇÕES POR DENGUE 

 

Em muitas situações, como na assistência ao paciente, vigilância, investigações de 

surtos e epidemias, estudo de vacinas e diagnóstico diferencial, um diagnóstico laboratorial 

preciso é de grande relevância (Lima et al., 2014).  

O diagnóstico laboratorial das infecções pelos DENV pode ser realizado pelo 

isolamento viral e/ou detecção do ácido nucléico viral, de técnicas sorológicas para detecção de 

anticorpos específicos (IgM/IgG), de antígeno (NS1) e pela detecção de antígenos virais em 

tecidos (Guzman et al., 2010; Fatima & Wang, 2015). Desde o primeiro isolamento do vírus a 

partir do soro de pacientes no Japão em 1943, por Kimura e Hotta, o diagnóstico da doença 

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

 

Figura 8 - História evolutiva do diagnóstico das infecções por dengue.  

 

Fonte: Adaptado de Fatima & Wang, 2015. 

 

O período da doença em que o paciente se encontra é importante para decisão de qual o 

método para diagnóstico mais apropriado para ser utilizado e para uma correta interpretação 

dos resultados obtidos, embora o tratamento não dependa do diagnóstico virológico (Simmons, 

et al 2012). 

A escolha do método de diagnóstico irá depender não apenas do objetivo do teste, mas 

de fatores como a infraestrutura do laboratório, expertise técnica disponível, coleta da amostra, 

condições de envio e armazenamento.  
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1.7.1 Amostras biológicas para o diagnóstico do dengue 

 

Para o diagnóstico das infeções pelos DENV, a amostragem ideal consiste na obtenção 

de duas amostras de sangue pareadas, sendo uma coletada no início dos sintomas e outra na 

fase de convalescença. O sangue obtido deve ser preferencialmente centrifugado, sob 

refrigeração, para separação do soro, que é então transferido para tubos estéreis bem vedados e 

mantidos sob refrigeração (4o C por até 24 horas) ou congelado a -20o C. O plasma também 

pode ser utilizado e no momento da coleta deve se usar tubos com EDTA. Na eventual 

disponibilidade do líquor, pode-se realizar a pesquisa de vírus e anticorpos.  

Na ocorrência de casos fatais, tecidos como fígado, baço, rim, linfonodos, pulmão, 

coração e cérebro podem ser submetidos ao isolamento viral e testes moleculares e devem ser  

colocados em recipientes separados, secos, estéreis, com a identificação de cada tecido e 

mantidos refrigerados após a coleta. Tecidos que se destinam a testes histopatológicos e 

imunohistoquímicos, devem ser colocados em solução de formalina tamponada a 10% e 

transportados em temperatura ambiente (Nogueira & dos Santos, 2015).  

No Brasil, as amostras deverão ser enviadas ao Laboratório Central (LACEN) de cada 

estado e eventualmente ao laboratório de referência da região para a complementação de 

diagnóstico, caso necessário.  As amostras enviadas deverão ser acompanhadas da ficha de 

identificação contendo todos os dados do paciente e informações sobre viagens, vacina contra 

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

 

1.7.2 Isolamento viral e imunofluorescência 

 

O isolamento viral é considerado como “padrão ouro” pois é a evidência direta da 

infecção viral  e com ele é possível diagnosticar a dengue durante a fase aguda da doença, 

quando os títulos de anticorpos ainda não atingiram níveis detectáveis.  

Os sistemas de isolamento dos DENV mais utilizados incluem a inoculação 

intracerebral em camundongos recém nascidos, cultura de células de mamíferos (ex. células 

LLC-MK2, Vero e BHK21), inoculação intratorácica em mosquitos adultos e cultura de células 

de mosquitos (AP-61, TRA-284, C6/36, AP64 e CLA-1).  EM termos de sensibilidade, a 

inoculação de amostras diretamente em mosquitos adultos é considerada o melhor sistema de 

isolamento, mas demanda experiência 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 avanço aos métodos virológicos utilizados no diagnóstico do dengue. O 

clone C6/36 (Igarashi, 1978) tem sido o mais utilizado nas últimas décadas, pois demonstrou 

ser altamente sensível à infecção pelos DENV, além de sua fácil manutenção, já que pode ser 

mantida à temperatura ambiente. A presença viral pode ser detectada pelo efeito citopático 

(ECP) na monocamada celular ou pela técnica de imunofluorescência indireta, com a utilização 

de soros hiperimunes aos quatro sorotipos dos DENV.  Para a identificação dos DENV, 

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

 

1.7.3 Métodos sorológicos 

 

 A sorologia é o método utilizado para confirmação laboratorial de rotina. Por meio 

destas técnicas sorológicas é possível detectar infecções 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 confirmação diagnóstica, contudo um resultado 

negativo em amostra coletada em fase precoce (6 a 10 dias após o início dos sintomas) não 

exclui o diagnóstico de dengue, uma vez que, em alguns casos, os níveis de IgM tornam-se 

detectáveis pelo teste somente após esse período. O anticorpo IgM anti-dengue desenvolve-se 

rapidamente, geralmente a partir do quinto dia do início da doença, e tanto em infeções 

primárias, quanto secundárias, apresentam esses anticorpos detectáveis (Innis et al., 1989; 

Peeling et al, 2010). 

 O teste de inibição de hemaglutinação (IH) descrito por Clarke e Casals (1958) é 

considerado o ‘padrão ouro’ para a quantificação de anticorpos IgM e IgG anti-DENV, 

permitindo a caracterização do tipo de infecção em primária ou secundária. O aparecimento, 

aumento ou diminuição de quatro vezes no título de anticorpos anti-DENV entre amostras 

pareadas de um mesmo paciente, confirma a soroconversão sorológica e, portanto, a infecção. 

No entanto, esse método é trabalhoso e necessita de coletas pareadas para uma correta 

interpretação dos resultados (Nogueira & dos Santos, 2015). 

 O ensaio imunoenzimático para a detecção de anticorpos da classe IgG (IgG-ELISA) 

também pode ser utilizado para classificar o tipo de infecção em primária ou secundária, de 

acordo com os títulos obtidos no teste e foi desenvolvido em substituição ao teste de IH 

(Miagostovich et al, 1999). Anticorpos IgG são produzidos, em uma resposta primária, alguns 

dias após o IgM, em geral, sendo detectáveis a partir do quinto dia de doença, aumentando 
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lentamente a partir da primeira semana de infecção e permanecendo detectáveis por toda a vida 

(Innis et al., 1989; Miagostovich et al., 1999).  

O teste de neutralização por redução de placas (PRNT) é considerado ‘padrão ouro’ e a 

ferramenta mais específica para a determinação de imunidade sorotipo específica aos DENV 

(Calisher et al., 1989), sendo o teste recomendado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

para os estudos de eficácia das vacinas em desenvolvimento (Hombach & Barrett, 2008). No 

entanto, diante das características laboriosas desses testes, atualmente, na grande maioria dos 

casos, sua utilização está restrita a poucos laboratórios. 

A proteína NS1 é uma glicoproteína com cerca de 50 kDa ausente na partícula viral, 

porém é produzida em duas formas: associada às membranas e secretada, estando presente no 

soro de indivíduos infectados desde o primeiro dia do aparecimento dos sintomas (Young et al., 

2000; Alcon et al., 2002; Libraty et al., 2002). Aproveitando-se dessas características, ensaios 

imunoenzimáticos para a detecção específica deste antígeno foram desenvolvidos e avaliados 

para a confirmação de casos agudos primários e secundários 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 detecção de antígeno NS1 pode ser realizada pelo método imunoenzimático (ELISA) 

ou por testes imunocromatográficos rápidos, disponíveis comercialmente. No Brasil, o 

Ministério da Saúde 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 detecção do genoma dos DENV 

 

De uma forma geral, antecedendo à utilização de métodos moleculares para a detecção 

de genomas virais, deve-se proceder a extração do ácido nucleico do vírus das amostras 

biológicas e, a extração e purificação destes, são etapas importantes na eficácia da detecção 

molecular. O protocolo descrito por Boom et al., (1990),  amplamente utilizado parar a extração 

de DNA ou RNA de amostras de sangue ou urina, utiliza sílica e pode ser realizado 

manualmente ou de forma automatizada (de Bruycker-Nogueira, 2015). Contudo, atualmente, 

diversos kits comerciais para extração dos ácidos nucleicos baseados em extração orgânica, 

sílica, separação magnética ou de troca iônica, encontram-se disponíveis. 
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1.7.4.1 Transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR)  

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é baseada na amplificação enzimática in vitro 

de sequências específicas de DNA direcionada por iniciadores (primers), que resulta na geração 

de um número exponencial de cópias. A técnica consiste em ciclos repetidos de desnaturação 

do ácido nucleico, hibridização dos primers no alvo e síntese da cadeia por uma enzima DNA 

polimerase, em temperaturas específicas (de Bruycker-Nogueira, 2015). 

Diversos protocolos de amplificação genômica utilizando transcrição reversa seguida 

da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) importantes por identificar o sorotipo 

infectante, têm sido utilizados no diagnóstico rápido das infecções pelos DENV, sendo úteis 

tanto para a clínica quanto para a vigilância virológica (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 simultaneamente em um procedimento “semi-nested”, gerando 

produtos amplificados (amplicons) com tamanhos específicos em pares de base (pb) para cada 

sorotipo dos DENV. Em uma primeira etapa, são utilizados oligonucleotídeos iniciadores 

consensuais (D1 e D2) para os quatros sorotipos dos DENV, complementares as seqüências dos 

genes C e prM. No procedimento nested, são utilizados iniciadores específicos TS1, TS2, TS3 

e TS4 para os DENV-1 a 4, respectivamente. Os produtos obtidos após a amplificação por RT-

PCR são submetidos à eletroforese, em gel de agarose, para a diferenciação, pelo peso 

molecular, permitindo a visualização, através de moléculas intercalantes de DNA, como o 

brometo de etídeo, revelados em luz ultravioleta (Guzman et al., 2004; De Paula et al, 2002; 

Chua et al., 2011).  

Além dos métodos de diagnóstico utilizados na rotina, métodos moleculares como a 

PCR seguido a sequenciamento genômico viral são de grande importância para a vigilância dos 

sorotipos e/ou genótipos de DENV circulantes em uma dada região. Para a caracterização 

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). 
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1.7.4.2 RT-PCR em Tempo Real 

 

A PCR em tempo real permite que a detecção dos fragmentos amplificados de forma 

simultânea à reação de amplificação e, o monitoramento da presença do amplicon em tempo 

real seja possível graças à marcação de sondas, iniciadores ou do próprio produto de PCR com 

moléculas fluorogênicas (Mackay et al., 2002). A técnica possibilita também a quantificação 

do genoma e, portanto, a determinação da carga viral, em uma ampla faixa de concentração 

(Niesters, 2002). Diversos protocolos utilizando essa abordagem para o diagnóstico ou para a 

quantificação do RNA dos DENV já 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 detecção, como o isolamento viral, detecção do 

genoma e do antígeno, que são mais específicos (Figura 9), são os mais disponíveis para o 

diagnóstico das infecções por DENV (Peeling et al., 2010).  

 

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

para o diagnóstico das infecções por dengue. 

 

Fonte: Adaptado de Peeling et al., (2010). 
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1.8 EPIDEMIOLOGIA 

 

1.8.1 Dengue nas Américas  

 

Nas Américas, inúmeras epidemias em intervalos irregulares foram registradas a partir 

de 1896, nos Estados Unidos e em países do Caribe, sem conhecimento dos sorotipos 

envolvidos. No final do século XIX e início do século XX, uma ampla distribuição de doença 

semelhante a dengue foi descrita, incluindo países do norte, como os Estados Unidos e até do 

sul, como Chile e Argentina. Entre 1941 e 1946 a doença continuou a dispersar, com surtos no 

Texas nos Estados Unidos, Panamá, Cuba, Porto Rico, Venezuela, Bermudas, Bahamas e 

Sonora e México (Brathwaite et al., 2012). Um programa de erradicação do Ae. aegypti iniciado 

pela OPAS nas décadas de 1940 e 1950 para prevenir epidemias urbanas de febre amarela 

resultou na diminuição significativa das epidemias de dengue nas Américas. No entanto, a 

descontinuação do programa no início da década de 1970 e a falta de eliminação do vetor em 

algumas regiões resultaram em reinfestação 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 expansão da área de transmissão da 

doença e o aumento do número de casos notificados. Naquele mesmo ano, ocorreu em Cuba, a 

primeira epidemia de febre hemorrágica do dengue/ síndrome do choque por dengue 

(FHD/SCD) das Américas, causada pelo DENV-2 (Kouri et al, 1986). Em 1994, ocorreu a 

reintrodução do DENV-3 na Nicarágua, tendo este sorotipo sido isolado nos anos seguintes, em 

todos os países da América Central (Guzman et al, 1996). 

Entre 2000 e 2007, todos os sorotipos virais foram identificados simultaneamente em 

Barbados, Colômbia, República Dominicana, El Salvador, Guatemala, Guiana Francesa, 

México, Peru, Porto Rico e Venezuela. Neste período, os países 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 responsável pela notificação 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 óbitos.  Até a 41a semana epidemiológica 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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óbitos foram notificados nas Américas, sendo 1.523.858 casos e 764 óbitos registrados somente 

no cone sul (PAHO, 

http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=4494&Itemid=24

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

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

América do Sul e Caribe e, o continente americano evoluiu de uma situação não endêmica para 

hiperendêmica, onde se observou um aumento na densidade vetorial, na co-circulação de 

múltiplos sorotipos e na ocorrência de casos graves,( Figura 10). 

Figura 10 - Distribuição dos sorotipos de dengue nas Américas, 1990-2014. 

 

Fonte: Adaptado de PAHO (disponível em 

http://www.paho.org/hq/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 doença foram notificados (Osanai 

et al., 1983). Porém, foi após a introdução 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 circulação de pessoas naquela região resultou na rápida dispersão do vírus, 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 Niterói, região metropolitana do Estado do Rio de 

Janeiro no ano de 1990, e a situação do dengue no país 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 introdução do DENV-3 em Nova Iguaçu, Rio de Janeiro no final de 2000 (Nogueira 

et al, 2000) resultou em 2002, na co-circulação dos três sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-

3) e na maior e mais grave epidemia do país registrada até então (Nogueira et al, 2002; De 

Simone et al, 2004).  

Entre 2002 e 2007, o DENV-3 foi o sorotipo predominante no país, 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 óbitos (SVS/MS, 2008). Esta epidemia foi caracterizada 

por um aumento significativo no número de casos graves em menores de 15 anos, representando 

cerca de 50% dos casos e 86% dos óbitos registrados (Teixeira et al., 2009). 

Em 2009 foram notificados 417.028 casos de dengue, 10.418 casos de dengue grave e 

341 óbitos (SVS/MS, 2009). Neste mesmo ano, o DENV-1 reemergiu e causou em 2010 uma 

epidemia explosiva, com 1.029.678 casos de dengue registrados, 17.474 casos graves e 656 

óbitos. Naquele ano, os estados de Minas Gerais e São Paulo contribuíram com cerca de 90% 

do total dos casos (SVS/MS, 2010). Uma característica desta epidemia consistiu na ocorrência 

de óbitos em pacientes que apresentavam como morbidades e uma maior hospitalização em 

maiores de 60 anos de idade (Siqueira Júnior, et al 2011). 

Em julho de 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima, cerca de 30 anos após 

a primeira detecção deste sorotipo no país e os primeiros casos decorrentes da dispersão deste 

sorotipo foram detectados somente a partir de janeiro de 2011 no Amazonas e Pará. Em março, 

o vírus foi detectado no Piauí, Pernambuco, Bahia, Ceará Rio de Janeiro e São Paulo (Temporão 

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 

doença e 327 óbitos, no entanto, em 2013, um aumento no número de notificações aumentou 

expressivamente e 1.452.489 de casos de dengue foram registrados (SVS/MS, 2013).  

No ano de 2014, uma redução nas notificações foi observada (589.107 casos e 433 

óbitos), no entanto até a 40a semana epidemiológica de 2015, 1.485.397 casos de dengue e 761 

óbitos, o que representa um aumento de 76% em comparação ao mesmo período de 2014, foram 

registrados (Figura 11).  
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Figura 11 - Casos prováveis de dengue, por semana epidemiológica de início de sintomas, 

Brasil, 2013 a 2015. 

 

Fonte: Adaptado de SVS/MS, 2015. 

Em 2015, a região Sudeste do país registrou o maior número de casos (950.144 casos; 

64,0%) em relação ao total do país e, 93,7% dos casos foram causados pelo DENV-1 (SVS/MS, 

2014; 2015), Figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Distribuição dos sorotipos de dengue no Brasil, 2015. 
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Fonte: Adaptado de  SVS/MS, 2015.  

1.10 DENGUE NO ESTADO DO AMAPÁ 

 

A incidência de dengue no estado do Amapá e no município de Macapá, no período de 

2000 a 2010, apresentou um padrão observado na região Norte e no Brasil, com os ciclos de 

alta transmissão influenciados pela predominância de diferentes sorotipos: DENV-3 entre os 

anos de 2001 a 2006 e DENV-2 entre os anos de 2007 a 2009 (Figura 13). O ano de 2010 foi 

marcado pelo predomínio do DENV-1 e uma incidência de 384,7 casos por 100 mil habitantes 

na capital Macapá (Brasil, 2011).  
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Figura 13 - Incidência de casos prováveis de dengue, Brasil, região norte, Amapá e Macapá, 

2000 a 2010. 

 

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 número de casos notificados e confirmados, quando 

comparado ao mesmo período de 2012. Os municípios de Macapá, Oiapoque, Porto Grande e 

Pedra Branca do Amapari foram os que mais notificaram casos da doença. Dentre estes, os 

municípios de Macapá e Oiapoque foram responsáveis por 41,3% e 25% das notificações, 

respectivamente (SES/AP, 2013).  

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

no Amapá, distribuídos na maioria dos municípios do estado (SVS, 2014), Figura 14.  

 

Figura 14 - Municípios com notificação de casos de dengue no estado do Amapá, 2014. 

 

Fonte: SVS/MS, 2014 
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Segundo a Coordenadoria de Vigilância em Saúde (CVS), os casos de dengue no Amapá 

dobraram em 2015. De janeiro a maio de 2015, foram 2.172 casos confirmados da doença. Os 

municípios de Macapá, Oiapoque e Santana  foram os que apresentaram o maior número de 

notificações da doença. Na capital Macapá, 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 

Amapá encontra-se na classificação de "alta incidência" de acordo com o Ministério da Saúde. Até 

a 40a semana epidemiológica, já foram notificados 2.892 casos de dengue no estado (SVS/MS, 

2015). 

 

1.11 CONTROLE E PREVENÇÃO 

 

O controle e prevenção da dengue se baseia em três aspectos fundamentais que 

consistem na vigilância epidemiológica para um bom planejamento e resposta, redução da 

doença e mudança de conduta para melhorar o controle do vetor. Apesar disso, o controle da 

doença tem se tornado um grande problema em países endêmicos, que ainda possuem um 

programa insuficiente baseado em controle vetorial e programas comunitários 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 químicos, como 

administração de larvicidas e “sprays” ambientais adulticidas (OMS, 2009; Guzman et al., 

2010).  

Em 1996, o Ministério da Saúde propôs o Programa de Erradicação do A. aegypti 

(PEAa) que possuia como objetivo principal a redução de sua infestação, a incidência da doença 

e a letalidade por FHD. Entretanto, a introdução de um novo sorotipo, DENV-3, e a re-

emergência de DENV-2 no país, com rápida disseminação, levaram à circulação de novos 

sorotipos e genótipos virais. Neste cenário epidemiológico, o Ministério da Saúde apresentou 

em 2002 o Programa Nacional de Controle de Dengue (PNCD), para a intensificação e 

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

(FUNASA, 2002).  

A Organização Mundial da Saúde considera como prioritário o desenvolvimento de 

demonstrou a prioridade de desenvolver uma vacina contra o DENV, porém o desenvolvimento 

tem enfrentado algumas dificuldades, tais como a necessidade de imunizar contra os quatro 

sorotipos com alta eficiência para evitar o desencadeamento de uma doença grave em caso de 

infecção secundária e a ausência de um modelo experimental para estudar a resposta pós-
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vacinal. Uma vacina ideal deve promover uma imunização prolongada contra os quatro 

sorotipos do DENV; ser de baixo custo e toxicidade e manter títulos virais sob refrigeração ou 

à temperatura ambiente (Figueiredo et al, 1999).  

Diversas abordagens para o desenvolvimento de uma vacina eficaz estão sendo 

utilizadas como as vacinas de vírus vivo atenuado, de vírus inativados vacinas recombinantes, 

quiméricas e de DNA. Atualmente as vacinas desenvolvidas e em fase experimental utilizando 

vírus vivo atenuado são as da GlaxoSmithKline (GSK), em fase II; Biological E, Panacea, em 

fase I/II; Biotec, Butantan, em fase I/II; e Vabiotech, fase I/II. Já as vacinas contendo vírus vivo 

quimérico são as da Sanofi Pasteur, em fase III e Inviragen, em fase I (Murrel et al., 2011). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

As arboviroses constituem um importante problema de saúde pública em todo o mundo 

e, na última década, grandes epidemias por arbovírus emergentes e reemergentes foram 

reportadas na Ásia, Europa, África e Américas. O Brasil com dimensões continentais apresenta 

condições ideais para a circulação destes vírus e grande maioria dos relatos desta circulação e 

isolamento destes é concentrada na Região Norte do país.  

A dispersão dos DENV pelo território brasileiro, com um aumento nas notificações de 

casos de dengue, dengue grave e óbitos ressalta a importância da vigilância destes agentes em 

todas as regiões do país. O monitoramento dos sorotipos de DENV em uma região é 

extremamente importante, tanto durante os períodos epidêmicos como endêmicos, uma vez que 

o conhecimento dos vírus associados às epidemias poderá ajudar a predizer a gravidade de 

surtos futuros. Dadas às limitadas opções de prevenção e controle das epidemias, ficou 

demonstrado que o diagnóstico laboratorial possui um papel fundamental no Sistema de 

Vigilância Epidemiológica, através do monitoramento contínuo das infecções, confirmando 

novos casos e identificando os sorotipos circulantes. Adicionalmente, é de relevância para o 

diagnóstico diferencial com outros arbovírus, uma vez que muitos dos sinais e sintomas de 

dengue e outras  arboviroses são compartilhados. 

O diagnóstico laboratorial clássico do dengue tem sido realizado por isolamento viral e 

a sorologia. Entretanto, em virtude da complexidade antigênica deste e outros arbovírus, a 

intensidade das reações cruzadas observada entre espécies diferentes de um mesmo grupo, e 

ainda as particularidades das respostas imunológicas a estes vírus, é difícil em muitos casos, 

discernir e interpretar os resultados obtidos pelos métodos sorológicos. Uma abordagem viável 

e mais específica para o diagnóstico do dengue consiste na detecção de ácidos nucléicos virais 

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

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Estabelecer um procedimento operacional padrão para a implantação de método 

molecular para o diagnóstico laboratorial de dengue em apoio à vigilância epidemiológica da 

doença no país e investigar os casos febris suspeitos ocorridos no estado do Amapá. 

 

3.2 OBJETIVO ESPECÍFICOS 

 

o Realizar treinamento na técnica de RT-PCR convencional no Laboratório de Flavivírus, 

IOC/FIOCRUZ, Centro de Referência Regional para Dengue; 

o Estabelecer um procedimento operacional padrão para implantação da RT-PCR 

convencional no LACEN/AP; 

o Descrever os aspectos epidemiológicos, clínicos e laboratoriais de casos febris suspeitos 

de dengue recebidos sob demanda espontânea no LACEN/AP entre janeiro de 2014 a 

março de 2015; 

o Aplicar a técnica de RT-PCR à investigação de casos febris suspeitos de dengue 

recebidos sob demanda espontânea no LACEN/AP e triados para dengue. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ELABORAÇÃO DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO (POP) PARA 

IMPLANTAÇÃO DA TÉCNICA DE RT-PCR CONVENCIONAL 

 

O POP foi elaborado seguindo o modelo padronizado pelo Sistema de Gestão da 

Qualidade do LACEN-AP. A técnica de RT-PCR convencional é composta por duas etapas  

principais - extração de RNA viral da amostra biológica e reação de amplificação genômica 

para identificação do sorotipo viral e  foi descrita de acordo com o treinamento recebido no 

Laboratório de Flavivírus, IOC/FIOCRUZ, Centro de Referência Regional para Dengue 

(Anexo I). 

 

4.2 INVESTIGAÇÃO DOS CASOS FEBRIS SUSPEITOS DE DENGUE OCORRIDOS NO 

AMAPÁ 

 

4.2.1 Considerações éticas  

 

As amostras utilizadas neste estudo provêm da demanda espontânea do Laboratório 

Central do Amapá (LACEN –AP). O estudo teve aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

número 720.338 da Fundação Oswaldo Cruz, Ministério da Saúde sob a Resolução CNS 

466/12, Anexo II.  

 

4.2.2 Desenho de estudo 

Este estudo é do tipo analítico, observacional e transversal. O estado do Amapá, situado 

na região Norte tem como capital a cidade de Macapá, com 669.526 habitantes distribuídos em 

uma área de 142.827,897 km2 e é composto por 16 municípios, sendo Macapá e Santana, os 

mais populosos. A incidência de dengue no estado do Amapá e do município de Macapá, no 

período de 2000 a 2010, apresentou um padrão observado na região Norte e no Brasil, com os 

ciclos de alta transmissão influenciados pela predominância 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 Amapá no período 

de janeiro de 2014 à março de 2015. As amostras de soro foram provenientes dos hospitais, 

postos de saúde que fazem parte da rede sentinela do estado e de pacientes recebidos por 

demanda espontânea no LACEN – AP. 

Para a investigação do sorotipo viral por método molecular (RT-PCR), foram 

selecionadas, amostras confirmadas (n=100) pelas metodologias de diagnóstico de rotina 

realizadas no LACEN/AP (MAC-ELISA e/ou NS1 ELISA) até 12 dias após o início dos 

sintomas e com fichas de notificações completas. 

As amostras recebidas foram acompanhadas por fichas epidemiológicas contendo 

identificação e dados referentes à coleta, observações clínicas do caso, entre outros dados 

relevantes para o seu processamento. Todas as informações disponíveis na ficha 

epidemiológica, assim como todos os resultados obtidos pela realização dos testes de 

diagnóstico foram inseridos em Banco de Dados do Programa Microsoft Access. A coleta de 

sangue foi realizada por punção venosa através do sistema a vácuo ou seringa, em tubos sem 

anticoagulante com o intuito de obter o soro após centrifugação de 1000rpm por 20 minutos. 

 

4.2.4 Estocagem e conservação das amostras biológicas  

 

As amostras de soro dos casos estudados foram enviadas ao LABFLA, IOC/FIOCRUZ, 

Rio de Janeiro, sob refrigeração, após todas as coletas serem realizadas. Os soros foram 

mantidos à -70ºC ou a -20ºC, dependendo da metodologia para a qual eram destinados. A partir 

das informações fornecidas pela ficha epidemiológica, as amostras foram aliquotadas em tubos 

diferenciados em cabines de segurança para o devido congelamento até serem processadas. 

 

4.2.5 Triagem dos casos suspeitos de dengue por métodos sorológicos 

 

A data da coleta foi considerada para a eleição do método diagnóstico apropriado, 

discriminando a fase aguda da doença para a detecção viral (até 7 dias) e fase convalescente 

para a sorologia (após 7 dias).  
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4.2.6 Determinação 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, Austrália). O 

anticorpo IgM anti-DENV pode aparecer precocemente antes do quinto dia, porém os maiores 

percentuais de positividade são alcançados após 5 dias do início dos sintomas, permanecendo 

até 30 a 60 dias.  

 

4.2.7 Teste de captura de antígeno NS1 

 

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

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

 

4.2.8 Extração do RNA viral e transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase 

(RT-PCR) 

 

A extração 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 µl de soro foi tratado sob condições de desnaturação para inativar RNAses e 

assegurar o isolamento de RNA viral intacto e em seguida carreado em coluna de purificação. 

Após a ligação do RNA à membrana de sílica-gel, os contaminantes foram removidos através 

de duas lavagens por dois tampões de lavagem diferentes. O RNA foi eluído da coluna com 

uma solução aquosa livre de RNAse, para posterior armazenagem a - 70 °C, até o momento do 

uso.  

Para a geração do cDNA e amplificação genômica para a detecção 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 específicos em pares de base (pb) para cada sorotipo dos DENV. 

Em uma primeira etapa, foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores (primers) consensuais 

(D1 e D2) para os quatros sorotipos dos DENV, complementares as seqüências dos genes C e 

prM e os reagentesNo procedimento semi-nested, foram utilizados iniciadores específicos TS1, 

TS2, TS3 e TS4 para os DENV-1 a 4, respectivamente (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na transcrição reversa seguida pela reação 

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

Oligonucleotídeo 

iniciador* 

(Sentido) 

Seqüência 

Posição 

no 

genoma 

Tamanho do 

amplicon 

(em pares de 

base [pb]) 

D1 (+) 

D2 (-) 

5’- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’  

5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC- 3’  

134-161  

616-644  
} 511 

TS1 (-) 

TS2 (-) 

5’- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3’  

5’- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3’  

568-586  

232-252  

482 (D1 + TS1) 

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 extraído foi transcrito reversamente em cDNA (42°C/60 minutos) em uma 

primeira etapa  e as condições de termociclagem para a amplificação do DNA consistiram de 

30 ciclos subseqüentes de desnaturação (94°C/35 segundos), anelamento (56°C/1 minuto), 

extensão (72°C/2 minutos) e um ciclo de extensão 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 diluídos (1/100) em água livre de DNase e RNase (UltraPure™ 

DNase/RNase-Free Distilled Water – Invitrogen, California, EUA) e submetidos a 18 ciclos de 

desnaturação (94°C/30 segundos), anelamento (56°C/1 minuto), extensão (72°C/2 minutos) e 

extensão final (72°C/5 minutos), utilizando os reagentes da Tabela 3. Após a semi-nested PCR, 

os produtos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% acrescido de 5μL de 

solução de brometo de etídeo 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, Califórnia, EUA). 

Tabela 3 - Reagentes utilizados na transcrição reversa seguida da reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR). 

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

Água livre de Nucleases 2,45 µL 1,85 µL 

PCR Master Mix Promega 6,25 µL 12,5 µL 

0,1 M Dithiothreiotol (DTT)* 0,62 µL --------------- 

10 µM iniciador D1* 0,32 µL 0,65 µL 

10 µM iniciador D2* 0,32 µL ---------- 

20 µM iniciadores TS1-4* --------- 1,25 µL 

2,5 U/ µl enzima AMV- RT* 0,025 µL ----------- 

* Invitrogen, California, EUA 
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4.2.9 Infraestrutura disponível 

 

O Laboratório de Flavivírus IOC/ FIOCRUZ, Rio de Janeiro, estabelecido desde 1986, 

como Centro de Referência Regional de Dengue e Febre Amarela dispõe da infraestrutura e 

apoio técnico para o desenvolvimento do estudo proposto e atua dentro das normas de 

Qualidade e Biossegurança. O LACEN-AP, situado na cidade do Macapá é responsável pela 

investigação de diversos agravos e possui infraestrutura estabelecida e apoio técnico para a 

realização dos testes sorológicos na investigação de casos suspeitos. 

 

4.2.10 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o Programa BioEstat versão 5.0 

pelos testes estatísticos não paramétricos de Qui-Quadrado e McNemar. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ELABORAÇÃO DO PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO (POP) PARA 

IMPLANTAÇÃO DA TÉCNICA DE RT-PCR CONVENCIONAL NO LACEN/AP DE 

ACORDO COM O PROTOCOLO DE LANCIOTTI ET AL. (1992).  

 

Os modelos de POP adotados no laboratório Central de Saúde Pública do Amapá-

LACEN, são baseados na ABNT NBR ISO 9001-2008.  

Os documentos de descrição de metodologia são imprescindíveis nas instituições pois 

garantem que todas as técnicas sejam executadas de forma uniforme por diferentes operadores. 

Estabelece as sequências, frequência e requisitos para a realização dos ensaios com 

confiabilidade e qualidade dos exames (Anexo I).  

O POP tem o objetivo de se padronizar e minimizar a ocorrência de desvios na execução 

de tarefas fundamentais, para o correto funcionamento do processo. Ou seja, um POP coerente 

garante ao usuário que a qualquer momento que ele se dirija ao estabelecimento, as ações 

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 variações 

causadas por imperícia e adaptações aleatórias, independente de falta, ausência parcial ou férias 

do executor. 

Neste trabalho foram desenvolvidos os POP de extração de RNA viral e amplificação 

genômica para identificação 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 detecção de uma região gênica comum aos quatro sorotipos do vírus. 

Na segunda etapa da PCR são utilizados primers específicos para cada sorotipo viral, garantindo 

desta forma, maior especificidade do teste como esquematizado na Figura 15.    
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Figura 15 - Estratégia de amplificação do RNA viral dos vírus dengue (DENV) pela transcrição 

reversa seguida da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR), de acordo com protocolo 

descrito por Lanciotti et al. (1992). A: Transcrição reversa e amplificação do RNA viral 

utilizando iniciadores consensuais. B: Tipagem dos vírus dengue (semi-nested PCR) utilizando 

iniciadores tipo-específicos. 

 

Fonte: Adaptado de Lanciotti et al., 1992. 

 

5.2 INVESTIGAÇÃO DOS CASOS FEBRIS SUSPEITOS DE DENGUE OCORRIDOS NO 

AMAPÁ 

 

5.2.1 Descrição dos aspectos epidemiológicos, clínicos e laboratoriais 

 

Entre o período de janeiro de 2014 a março de 2015, um total de 3.974 casos suspeitos 

de dengue foram notificados no estado do Amapá. Destes, 41,8% (1.662/3.974) foram 

confirmados. Uma maior notificação foi registrada no município de Macapá, seguido dos 

municípios de Oiapoque, Laranjal do Jari, Mazagão, Calçoene, Santana, Porto Grande e Pedra 

Branca. No entanto, um maior percentual de confirmação de casos foi observado em Laranjal 

do Jari (53,3%; 505/948), Tabela 4.   
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Tabela 4 - Distribuição dos casos notificados e confirmados de infecção por dengue, por 

município de ocorrência, janeiro de 2014 a março de 2015. 

 

MUNICÍPIOS CONFIRMADOS/NOTIFICADOS % 

Amapá 1/6 16,6 

Calçoene 46/318 14,4 

Cutias 0/3 - 

Ferreira Gomes 14/47 29,7 

Itaubal - - 

Laranjal Do Jari 505/948* 53,3 

Macapá 546/1.139* 47,9 

Mazagão 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 - 

Vitória do Jari 0/4 - 

TOTAL 1.662/3.974 41,8 

 

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

LACEN/AP no período de estudo. Os casos foram submetidos ao diagnóstico laboratorial 

sorológico 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. 

Após a capacitação na técnica de RT-PCR convencional no Laboratório de Flavivírus, 

IOC/FIOCRUZ e confecção do respectivo POP, procedeu-se a investigação de casos 

confirmados. 

Visando identificar o sorotipo infectante responsável pelos casos de dengue  ocorridos 

no Amapá, no período estudado, pela técnica a ser implementada no LACEN/AP, casos 

confirmados foram selecionados aleatoriamente.  Foram analisadas amostras agudas (n=100, 

até 7 dias após o início dos sintomas, com exceção de uma com 10 dias e uma com 12 dias), 

confirmadas como dengue no LACEN/AP por MAC-ELISA e/ou NS1 ELISA, no período de 

Janeiro de 2014 a Março de 2015. O maior número de casos desta casuística (n=80), foi 
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proveniente do município de Macapá, seguido de Laranjal do Jari (n=11) e Santana (n=4), 

Figura 16.  

 

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

ELISA, de acordo os municípios do estado do Amapá, no período de janeiro de 2014 a março 

de 2015, para investigação do sorotipo infectante. 

 

 

Fonte: Flávia Barreto dos Santos (2015) 

A frequência das manifestações clínicas observadas nos casos confirmados (n=100) 

ocorridos de janeiro de 2014 a março de 2015, foi caracterizada. Os sinais e sintomas mais 

frequentemente observados foram febre, cefaéia, mialgia, vômitos, artralgia e exantema, Figura 

17. Não foram reportados nesta casuística, a ocorrência de hemorragias e óbito.   
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Figura 17 - Frequência das manifestações clínicas observadas em casos confirmados de dengue 

(n=100) ocorridos no Amapá, de janeiro de 2014 a março de 2015. 

 

 
 

A análise da distribuição da faixa etária dos pacientes infectados pelos DENV 

demonstrou que a média de idade foi de 26 anos e máxima foi de 66 anos. A variável idade foi 

categorizada em três faixas etárias: < 15 anos, 15 a 30 anos e >30 anos, Tabela 5.  Foi observado 

uma maior frequência de indivíduos acometidos na faixa acima de 30 anos. Em relação ao 

gênero, 53% (53/100) eram do sexo feminino e 47% (47/100) do sexo masculino. Crianças 

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 distribuição de casos acometidos similar entre os gêneros foi 

observada. Não houve diferença significativa entre a distribuição dos casos de pacientes 

acometidos em relação as diferentes faixas etárias (p=0,598). 

Tabela 5 - Distribuição dos casos confirmados por dengue (n=100) no Amapá, por gênero e 

faixa etária, Janeiro de 2014 a Março de 2015. 

 FAIXAS ETÁRIAS EM ANOS (%) 

GÊNERO <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 análise do diagnóstico laboratorial demonstrou que 79% (79/100) dos casos foram 

positivos por MAC-ELISA e negativos por NS1 ELISA. Este último confirmou 21% (21/100) 
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dos casos, em que o IgM não foi detectado. O total de casos confirmados por ambas 

metodologias foi de 2% (2/100). Nesta casuística, o 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 amplificação por RT-PCR  de casos 

representativos, para tipagem dos DENV de acordo com Lanciotti et al. (1992). Análise 

representativa de casos de DENV-1 (A) e DENV-4 (B).

 

 

Tabela 6 - Diagnóstico laboratorial (MAC-ELISA e NS1 ELISA) em casos confirmados de 

dengue (n=100) ocorridos no Amapá, no período de Janeiro de 2014 a Março de 2015. 

METODOLOGIA CASOS ESTUDADOS (n=100) 

POSITIVOS/TESTADOS (%) 

SOROTIPO (n) 

MAC-ELISA 79 /100 (79,0) - 

NS1 ELISA 21/100 (21,0) - 

MAC-ELISA e NS1 ELISA 2/100 (0,02) - 

RT-PCR 12/100 (12,0) 
DENV-1 (9)  

DENV-4 (3) 

 

DENV-4 (3) 
 

A análise da confirmação laboratorial das diferentes metodologias, estratificada pelo 

número 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 doença, Figura 19. 
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Figura 19 - Distribuição da confirmação laboratorial de casos de dengue (n=100) por MAC-

ELISA, NS1 ELISA e RT-PCR de acordo com o número de dias de sintomas dos pacientes 

provenientes do Amapá.  

 

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 - Caracterização dos casos de dengue confirmados por RT-PCR (n=12)  em relação 

aos testes de MAC-ELISA  e NS1 ELISA. 

 

CASO 

# 

NÚMERO 

DE DIAS DE 

DOENÇA 

SOROTIPO 

IDENTIFICADO 

RESULTADO 

MAC-ELISA             NS1 ELISA 

1 2 DENV-1 - + 

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 análise estatística dos resultados discordantes entre a RT-PCR e o MAC-ELISA 

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

 

Tabela 8 - Comparação entre os resultados obtidos nos testes de RT-PCR e MAC-ELISA 

utilizados na investigação dos casos de dengue provenientes do Amapá, entre janeiro de 2014 

a março de 2015. 

MAC-ELISA 
RT-PCR 

Positivo Negativo TOTAL (%) 

Positivo 5 74 79 

Negativo 7 14 21 

TOTAL (%) 12 (12.,0) 88 (88,0) 100 (100) 

 

A análise dos resultados discordantes entre a RT-PCR e o NS1 revelou que não houve 

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

 

Tabela 9 - Comparação entre os resultados obtidos nos testes de RT-PCR e NS1 ELISA 

utilizados na investigação dos casos de dengue provenientes do Amapá, entre Janeiro de 2014 

a Março de 2015. 

 

NS1 ELISA 
RT-PCR 

Positivo Negativo TOTAL(%) 

Positivo 7 14 21 

Negativo 5 74 79 

TOTAL (%) 12 (12.0) 88 (88.0) 100 00) 
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6 DISCUSSÃO 

 

Embora o isolamento viral seja considerado como padrão ouro para o diagnóstico dos 

DENV, evidenciando a infecção viral durante a fase aguda da doença quando os títulos de 

anticorpos ainda não atingiram níveis detectáveis, esta técnica pode demorar dias ou semanas 

para ser concluída e muitas vezes não apresenta sucesso devido à presença de uma pequena 

quantidade de partículas viáveis do vírus no inóculo, formação de complexo vírus-anticorpo e 

contaminação em decorrência de uma manipulação inapropriada das amostras (Lanciotti, 

1992). Além do tempo necessário para a realização do isolamento viral, esta técnica exige 

também uma estrutura laboratorial muito dispendiosa (Gubler, 1997). Sendo assim, devido à 

necessidade de ferramentas rápidas e específicas para a detecção e tipagem deste vírus, o RT-

PCR destaca-se como método importante para a confirmação da infecção pelo DENV em áreas 

epidêmicas como o Brasil, auxiliando assim na prevenção, tratamento e controle desta doença. 

A RT-PCR vem sendo cada vez mais utilizada como um método diagnóstico para 

dengue (Paula et al., 2002), permitindo a detecção de diminutas quantidades de RNA viral 

mesmo em amostras onde o vírus está inativo ou associado a anticorpos (OMS, 1997). Além 

disso, vários protocolos para detecção do RNA do vírus e determinação do seu sorotipo já foram 

desenvolvidos, como o uso de quatro iniciadores sorotipos-específicos em uma única reação 

(Harris et al., 1998), reações de amplificação utilizando um único par de iniciadores universais 

para dengue seguidas de nested PCR (Lanciotti et al., 1992), análise com enzimas de restrição 

(Paula et al., 2002), ou hibridação com sondas específicas (Henchal et al., 1991). 

O protocolo mais utilizado é o descrito por Lanciotti et al. (1992), preconizado pela 

Organização Mundial de Saúde, que utiliza iniciadores de regiões conservadas das proteínas C 

e prM do genoma viral e, em uma segunda etapa ocorre a tipagem dos vírus, com iniciadores 

específicos para cada sorotipo (Guzman & Kouri, 2004; De Paula & Fonseca, 2004).  

A implementação da técnica de RT-PCR para a detecção e tipagem do vírus dengue em 

laboratórios de diagnóstico exige alguns cuidados, como por exemplo, a manipulação das 

amostras de soro em Cabine de Segurança Biológica Nível 2 para evitar a contaminação, 

mantendo assim a qualidade e integridade das amostras. É importante também a cautela no 

desenho dos primers, condições de termociclagem, qualidade e quantidade dos reagentes, o 

tamanho do produto a ser amplificado e a padronização das condições específicas para cada 

experimento. Para tal, o laboratório responsável por realizar procedimentos de Biologia 

Molecular deve dispor de áreas e espaços bem delimitados para as diferentes etapas de 
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execução, desde a preparação de amostras até a fase de detecção do produto amplificado, 

conferindo assim a confiabilidade dos resultados e prevenção de contaminações.  

Segundo a RDC nº50/2002, o Laboratório de Biologia Molecular é classificado no Nível 

de Biossegurança 2 (NB-2), nos quais os procedimentos envolvem um alto potencial para 

produção de aerossóis que podem aumentar os riscos de exposição dos funcionários, quem 

devem utilizar barreiras de contenção primárias e secundárias (Ministério da Saúde, 2002).  

Devido aos cuidados necessários para a realização o RT-PCR, é recomendável que o 

laboratório disponha das seguintes áreas: 1) Área de manipulação das amostras, onde será 

realizada a extração dos ácidos nucléicos e adição do DNA à reação de PCR através de Câmara 

de Segurança Biológica Nível 2 com Ultravioleta; 2) Área de preparação de reagentes, que é 

destinada à preparação da mistura de amplificação  

(mix); 3) Área de Amplificação, onde se localizam os termocicladores e também realiza-se a 

segunda etapa do RT-PCR (nested) e 4) Área de Detecção, onde o gel de agarose será revelado. 

Esta área deverá ser instalada completamente separada das áreas anteriores devido ao risco de 

contaminação com o brometo de etídeo (Ministério da Saúde, 2002). 

É importante também que, o procedimento de RT-PCR esteja registrado em 

Procedimento Operacional Padrão (POP), que consiste em instruções detalhadas descritas para 

alcançar a uniformidade na execução do procedimento. A importância do estabelecimento de 

POP consiste no melhor preparo na condução do diagnóstico, harmonização dos processos, 

credibilidade, garantia da qualidade por meio da padronização e da rastreabilidade do processo 

em auditorias e inspeções. Cada uma das etapas de elaboração do POP deverá ter a participação 

da equipe envolvida, que poderá avaliar e validar seus procedimentos, e, se necessário, contratar 

pessoal especializado para esta função. O POP deve ser escrito de forma detalhada para a 

obtenção da uniformidade, seja na produção ou na prestação de um serviço (Barbosa, 2011).  

No estado do Amapá, os modelos de POP adotados pelo LACEN/AP são baseados na 

ABNT NBR ISO 9001-2008, sendo que a realização do POP para a implementação de novas 

metodologias é de fundamental importância para a execução correta da metodologia e 

preparação técnica dos profissionais. 

Tendo em vista a proposta deste estudo, a implementação da técnica de RT-PCR para o 

diagnóstico de dengue no LACEN/AP representa importância fundamental para a melhoria na 

eficácia e rapidez no diagnóstico de DENV em toda a região do Amapá, tendo em vista que o 

LACEN é o laboratório de referência para o diagnóstico de dengue no estado atendendo as 

demandas da capital, hospitais e unidade básicas de saúde, bem como as demandas municipais. 
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Neste último caso, a necessidade de envio de amostras pelos municípios exige uma estrutura de 

logística adequada que quase sempre não está disponível, o que explicaria a baixa frequência 

de amostras oriundas do interior. A heterogeneidade desses municípios em relação aos serviços 

de saúde prestados pode contribuir para a ocorrência de subnotificações, visto que as ações de 

saúde se concentram nas áreas com melhor assistência. 

Neste estudo, casos de dengue recebidos no LACEN/AP, de janeiro de 2014 a março de 

2015, foram submetidos ao diagnóstico de rotina (MAC-ELISA e/ou NS1 ELISA) e, 

posteriormente, casos confirmados foram selecionados aleatoriamente e submetidos à técnica 

de RT-PCR para tipagem viral. Independente do método de diagnóstico utilizado, 89,3% dos 

casos analisados foram confirmados. Deste total, 79,6% foram confirmados por MAC-ELISA. 

Os métodos sorológicos, levando em conta suas vantagens como facilidade e baixo 

custo, continuam sendo uma ótima ferramenta para o diagnóstico de dengue em epidemias 

(Peeling et al., 2010). Durante a infecção primária  por DENV, o anticorpo IgM é primeiro  a 

aparecer. Este método mostra uma sensibilidade e especificidade de 90% e 98%, 

respectivamente, nas amostras colhidas após a soroconversão. Os ELISA podem ter maior 

sensibilidade, porém as principais desvantagens de todos IgM a são de que elas podem reagir 

de forma cruzada com outros flavivírus e podem fornecer resultados imprecisos se os pacientes 

apresentarem uma infecção recente de dengue (Parkash & Shueb, 2015). 

  A IgM de fase convalescente atinge seu maior pico após 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 infecções primárias em 

amostras coletadas até o 3° dia de sintomas e 42,9%  para amostras obtidas após o 8° dia, com 

100% de sensibilidade. Apesar de ser o método de escolha para a investigação de casos de 

dengue na fase convalescente (da Silva 2011), uma menor sensibilidade é observada em 

infecções secundárias quando comparadas às infecções primárias (Chatterji et al., 2011). 

A proteína NS1 é altamente conservada nos quatro sorotipos de DENV e  é encontrada 

circulando no soro de pacientes do primeiro ao nono dia após o início dos  sintomas (Falconar, 

1997;Young et al., 2000, Alcon et al., 2002, Xu et al., 2006). Aproveitando-se destas 

características, ensaios imunoenzimáticos para a detecção específica da proteína NS1 têm sido 

desenvolvidos e avaliados para a confirmação de casos agudos primários e secundários de 

dengue (Xu et al., 2006; 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; Sánchez-Vargas et al, 2014). O teste de captura do antígeno NS1 permite o 
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diagnóstico da dengue mesmo em laboratórios com equipamentos e recursos humanos limitados 

(Andries et al., 2012). No entanto, os níveis de circulação do NS1 em indivíduos infectados de 

dengue pode variar dependendo da gravidade da doença, o seu estado imunológico - infecção 

primária ou secundária (Antunes Paula, 2015).  

Em 2008, o Ministério da Saúde implantou unidades sentinelas em municípios 

estratégicos do país, utilizando o teste de captura de NS1 como um método de triagem e 

diagnóstico precoce das infecções pelos DENV, no entanto, sem uma avaliação 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 antígeno 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 antígeno NS1 em uma amostragem de 105 indivíduos confirmados 

por dengue através da combinação de isolamento por cultura e/ou RT-PCR e/ou presença 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 versão 

imunocromatográfica 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 presença de anticorpos IgM, o  teste Platelia NS1 ELISA  

confirmou 64,5% dos casos. A maior sensibilidade para detecção do NS1 é até o terceiro dia de 

doença e do quarto ao sexto dia a sensibilidade é menor, resultado da elevação dos níveis de 

anticorpos  IgM (da Silva et al 2011). A avaliação do teste imunocromaográfico SD Bioline 

Dengue Duo, que combina a detecção de IgM e NS1 em um único teste, demonstrou uma 

sensibilidade de 90,6% e especificidade de 89,6% em casos de dengue ocorridos em uma região 

endêmica do México e, casos agudos foram significativamente mais confirmados do que casos 

convalescentes (Sánchez-Vargas et al, 2014).  

Um resultado negativo por NS1 não exclui a possibilidade da doença, uma vez que ser 

resultantes da formação de imunocomplexos do antígeno NS1 com a IgG, particularmente em 
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infecções secundárias, onde antígenos alvos não são mais acessíveis ao anticorpo monoclonal 

utilizado nos testes de ELISA (Hang et al, 2008; Lima et al., 2014).  A análise prévia do soro 

de pacientes com infecções secundárias demonstrou uma circulação mais curta da NS1 e menor 

sensibilidade (60 a 80%) de detecção em ensaios ELISA (Guzman et al, 2010).   

Atualmente, o país vive uma situação onde o dengue é hiperendêmico, com a co-

circulação dos quatro sorotipos de DENV, e consequentemente a ocorrência, cada vez maior de 

casos de infecções secundárias. Após a introdução do DENV-4 no país 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 dissociação térmica para tratar imunocomplexos formados, principalmente em 

casos de infecção secundária. Após este processo, as sensibilidades do teste em casos primários 

e secundários 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 casusística, os sinais e sintomas mais frequentemente observados foram febre, 

cefaléia, mialgia, vômitos, artralgia e exantema e, a ocorrência de hemorragias e óbito não foi 

observada neste estudo.   

Apesar de ter sido o sintoma mais frequentemente reportado, é importante ressaltar que 

febre não é considerada um bom marcador para o diagnóstico, visto que é bastante referido na 

maioria das doenças infecciosas (Figueiredo et al, 1992). A cefaléia, geralmente de localização 

frontal, e a dor retro-orbitária podem estar muitas vezes associadas a sintomas 

otorrinolaringológicos, simulando outras doenças, como quadro de sinusite aguda. É uma 

manifestação frequente, atingindo 93% dos casos (Ponte et al, 2011).  

A média de idade dos pacientes foi de 26 anos e máxima de 66 anos. Foi observado 

maior frequência de indivíduos acometidos na faixa acima de 30 anos. Pacientes do sexo 

feminino (53%) foram mais acometidos do que os do sexo masculino e não houve diferença 

significativa em relação às diferentes faixas etárias dos pacientes (p=0,598). No estudo de 

Teixeira et al (2013) foi demonstrado que houve uma mudança na distribuição etária da doença  

durante o período de estudo e uma grande proporção de hospitalizações relacionadas com a 

dengue (40,8%) ocorreu em menores de 10 anos.  Durante a epidemia de 2008, uma maior 

hospitalização ocorreu em crianças menores de 15 anos, em comparação com a epidemia de 

2002 ocorrida no país. 
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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 predomínio do DENV-1 

no país em 2014 e 2015, o DENV-4 também tem circulado na região Norte do país. No entanto, 

dados da investigação de casos de dengue do Amapá pelo Ministério da Saúde 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, não foi possível detectar o RNA viral pela RT-

PCR convencional, provavelmente em decorrência 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 detecção do RNA viral, na fase 

aguda da doença, onde a viremia está presente. Na análise dos dados discordantes entre a RT-

PCR e o ELISA IgM, a diferença 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 confirmação dos casos para 86,3%, diferindo do obtido por Castro-

Jorge et al. (2010) que relataram uma sensibilidade de 67,1% para essa combinação. Na 

disponibilidade da amostra convalescente, a combinação da RT-PCR com MAC-ELISA pode 

aumentar a sensibilidade para 100%. Esses resultados evidenciam a importância da coleta de 

uma segunda amostra de sangue principalmente se o paciente apresentar sintomatologia 

característica da doença e o resultado da primeira avaliação sorológica negativa. 

Neste trabalho, foi possível detectar o RNA viral em cinco amostras negativas para NS1. 

A análise de 150 amostras negativas para NS1 por Meneses et al (2012),  detectou o RNA viral 

de arbovírus em 53. Neste contexto, destaca-se a necessidade da implantação de metodologias 

com alta sensibilidade para detecção viral em áreas de alto risco para arboviroses como a região 

Amazônica. Além disso, a não confirmação laboratorial dos casos pode prejudicar a execução 

de ações de controle de vetores pela vigilância epidemiológica dos estados.  

Os dados do Boletim Epidemiológico da Secretaria de Vigilância em Saúde sobre o 

monitoramento do dengue no Brasil reportam que, apenas 2 amostras do Amapá foram 

analisadas para identificação do sorotipo viral em 2014 e 10 em 2015, destas, o DENV-1 foi o 

único sorotipo identificado em quatro amostras (SVS/MS, 2014; 2015). Neste contexto, é 

evidente a contribuição do presente trabalho para a vigilância deste agente na  região e, a 
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implementação de um método de identificação viral rápido e sensível encontra uma efetiva 

aplicação. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 O estabelecimento do POP para implantação de método molecular para o diagnóstico 

de dengue (RT-PCR) para utilização no LACEN/AP irá fornecer apoio a Vigilância 

Epidemiológica para a investigação de casos suspeitos ocorridos no estado do Amapá. 

 Apesar da distribuição dos casos de dengue em diversos municípios do estado, um maior 

número de casos foi proveniente da capital Macapá, onde também foi confirmado um maior 

número de casos. 

 Os sinais e sintomas observados nesta casuística foram os  mais frequentemente 

descritos em casos de dengue e, hemorragias e óbitos não foram reportados. 

 Não foram observadas diferenças significativas entre a distribuição dos casos em 

relação às diferentes faixas etárias e sexo. 

 O MAC-ELISA ainda constitui o método de escolha para utilização em larga escala no 

diagnóstico das infecções por dengue e neste estudo confirmou 79,6% dos casos analisados. 

 DENV-1 e DENV-4 foram os sorotipos identificados por RT-PCR que confirmou 12% 

dos casos analisados. 

 É evidente a contribuição do presente trabalho para a vigilância do dengue nesta região 

uma vez que, segundo o Ministério da Saúde, entre 2014 e 2015, apenas 12 casos foram 

investigados para a presença do sorotipo infectante. 
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