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RESUMO 

 

 A utilidade da proteína NS1 para o diagnóstico precoce e seu papel como uma 
ferramenta de diagnóstico adicional às abordagens existentes para a identificação das infecções 
por dengue já foi demonstrada. No ano de 2008, o Ministério da Saúde implantou unidades 
sentinelas em municípios estratégicos do país, utilizando testes de captura de antígeno (Ag) 
NS1 como um método de triagem e de diagnóstico precoce de casos suspeitos, contudo sem 
avaliações prévias. O presente estudo visou atender às demandas de avaliação e confirmação 
do papel destes testes na investigação de casos de dengue no país. Neste contexto, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar o desempenho e as aplicações alternativas dos testes de captura de 
NS1 disponíveis comercialmente. O desempenho dos testes Platelia NS1 ELISA (BioRad 
Laboratories) e pan-E Early ELISA, primeira geração (PanBio Diagnostics) e do teste rápido Ag 
Strip (BioRad Laboratories) disponíveis no mercado após a introdução destes no país, foi 
avaliado com um painel de 450 amostras. Dentre os três kits analisados, o teste NS1 Ag Strip foi 
o mais sensível (89%, 197/220), seguido pelo Platelia NS1 ELISA (84%, 184/220). O menos 
sensível foi pan-E Early ELISA com 72% (159/220) de sensibilidade. Uma menor sensibilidade 
foi observada em casos de DENV-3 por todos os três kits analisados. A comparação de duas 
gerações do ELISA para a captura de NS1 do fabricante PanBio Diagnostics (pan-E Dengue 
Early ELISA e Early ELISA Dengue, segunda geração), após o aperfeiçoamento do teste pelo 
fabricante, demonstrou um aumento significativo na sensibilidade, de 72,3% (159/220) para 80% 
(176/220), p=0.05, respectivamente. As sensibilidades dos testes pan-E Dengue Early ELISA, 
Platelia NS1 ELISA e o NS1 Ag Strip utilizados como uma ferramenta alternativa para o 
diagnóstico de dengue em fragmentos de tecidos de casos fatais (n=23) foi de 34,7% (08/23), 
60,8% (14/23) e 91,3% (21/23), respectivamente. Na análise de 74 fragmentos tecidos 
provenientes dos casos fatais, o teste NS1 Ag Strip apresentou uma sensibilidade 
significativamente maior (78,3%, 58/74 [p<0.05]). Este teste foi mais sensível na análise do 
fígado (91,3%; 21/23), pulmão (71,4%; 10/14), rim (100%, 4/4), cérebro (80%; 8/10), baço 
(66,6%, 10/15) e timo (100%, 3/3), quando comparado com os testes de ELISA avaliados. A 
utilidade dos testes de captura de NS1 também foi avaliada nas vigilâncias epidemiológica e 
entomológica após introdução do DENV-4 no Rio de Janeiro em 2011. Tanto o teste rápido NS1 
Ag Strip quanto o Platelia NS1 ELISA confirmaram 4/9 (44,4%) dos casos suspeitos ocorridos na 
época e confirmaram a infecção em mosquitos Ae. aegypti coletados no campo. Relatos de uma 
baixa sensibilidade do teste de captura de NS1 no diagnóstico de casos de DENV-4, ocorridos 
após a introdução deste sorotipo no país, resultou na investigação de metodologias que 
visassem um aumento das sensibilidades obtidas. Para tal, dois métodos de dissociação de 
imunocomplexos antígeno-anticorpo por calor e por dissociação ácida, foram testados. Foi 
observado um aumento significativo na sensibilidade do teste de 46,6% (217/466), quando as 
amostras não sofreram dissociação, para 70,4% (328/466) e 77,5% (361/466), p=0,017, quando 
sofreram dissociação ácida e térmica, respectivamente. Visando estabelecer a utilização de 
sangue coletado por punção digital em papel de filtro como espécime alternativo para a 
utilização em testes de captura de NS1, cinco protocolos, para a eluição do soro do papel de 
filtro foram avaliados. O protocolo descrito por Matheus et al. (2007), a utilização de 6mm de 
papel de filtro contendo a amostra e a eluição da amostra utilizando o próprio tampão do kit 
comercial, foi o protocolo mas sensível para a confirmação dos casos testados. Os resultados 
obtidos neste trabalho corroboram àqueles que demostram a utilidade da proteína NS1 no 
diagnóstico precoce das infecções por dengue e demonstram a aplicação alternativa na 
confirmação  de casos fatais, detecção dos vírus em vetores e, potencialmente, sua utilização 
combinada com métodos menos invasivos de coleta de sangue. 
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ABSTRACT 

 
 
The usefulness of the NS1 protein for early diagnosis of dengue infections and its 

role as an additional tool to existing diagnostic approaches has been demonstrated. In 2008, 
the Brazilian Ministry of Health established sentinel units in strategic cities of Brazil, using 
NS1 antigen (Ag) capture tests as a screening method and early diagnosis of suspected 
cases, however without a previous evaluation. The present study aimed to meet the 
demands of evaluating and confirming the role of these tests in investigating dengue cases 
in the country. In this context, the goal of this study was to evaluate the performance and 
alternative applications of NS1 capture tests commercially available. The performance of the 
Platelia NS1 ELISA (BioRad Laboratories) and pan-E Early ELISA, first generation (PanBio 
Diagnostics) and rapid test NS1 Ag Strip (BioRad Laboratories) available in the market after 
the introduction of these in the country, was evaluated with a panel of 450 samples. Among 
the three kits analyzed, the NS1 Ag Strip test was the most sensitive (89%, 197/220), 
followed by the Platelia NS1 ELISA (84%, 184/220). The least sensitive was the pan -E Early 
ELISA with 72% (159 /220) of sensitivity. A lower sensitivity was observed in DENV-3 cases 
by all three kits analyzed. The comparison of two generations of the NS1 Ag capture ELISA 
from PanBio Diagnostics (pan-E Dengue Early ELISA and Early ELISA Dengue, second 
generation) after a test improvement by the manufacturer, showed a significant increase in 
the sensitivity, from 72.3% (159 /220) to 80% (176/220), p=0.05, respectively. The sensitivity 
of the pan-E Dengue Early ELISA, Platelia NS1 ELISA and NS1 Ag Strip tests used as an 
alternative tool for the diagnosis of dengue in tissues of fatal cases (n=23), were 34.7% 
(08/23), 60.8% (14/23) and 91.3% (21/23), respectively. In the analysis of 74 tissues from 
dengue fatal cases, the NS1 Ag Strip test showed a significantly higher sensitivity (78.3%, 
58/74 [p <0,05]) . This assay was more sensitive in the analysis of the liver (91.3%, 21/23), 
lung (71.4%, 10 /14), kidney (100%, 4/4), brain (80 %, 8/10), spleen (66.6%, 10 /15), and 
thymus (100%,3/3), when compared to the ELISA tests evaluated. The usefulness of the 
NS1 capture tests was also evaluated in the epidemiological and entomological surveillance 
after DENV-4 introduction in Rio de Janeiro in 2011. Both the rapid test NS1 Ag Strip and 
the Platelia NS1 ELISA confirmed 4/9 (44.4%) of the suspected cases occurred at the time 
and confirmed the infection in Ae. aegypti collected in the field. Reports of a low sensitivity of 
the NS1 capture tests in diagnosing DENV-4 cases occurred after the introduction of this 
serotype in the country and resulted in the investigation of methodologies to increase the 
sensitivities obtained. In that scenario, two methods for antigen-antibody immune complexes 
dissociation (heat and acid dissociations) were tested. The sensitivity observed with the 
samples non-dissociated (46.6%; 217/466) was significantly improved when the samples 
were submitted to acid dissociation (70.4%; 328/466) and heat dissociation (77.5%; 
361/466), p=0.017. To establish the use of fingerstick blood collection on filter paper 
specimens as an alternative specimen to use on NS1 tests, five protocols for eluting the 
serum from the filter paper were evaluated. The protocol described by Matheus et al. (2007), 
using 6 mm of filter paper containing the sample and the elution of the sample using the 
commercial kit buffer was itself, the most effective. The results of this study support those 
that demonstrate the usefulness of the NS1 protein in the early diagnosis of dengue 
infections and demonstrate the alternative applications in confirming fatal cases, in the 
surveillance of the virus in the vectors and the potentially combined with less invasive 
methods of blood collection use. 
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1. INTRODUÇÃO: 

   
 Os vírus dengue (DENV) são os arbovírus de maior importância médica para 

o homem no mundo, transmitidos pela picada de mosquitos do gênero Aedes (Ae.), 

sendo o Aedes aegypti o principal vetor.  Os DENV, com quatro sorotipos distintos 

(DENV-1 a 4) pertencem à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus, que é 

composto por cerca de 80 vírus e outros arbovírus de importância médica (King et 

al., 2012). 

   Os DENV são mantidos na natureza por um ciclo de transmissão 

envolvendo hospedeiros vertebrados e mosquitos hematófagos do gênero Aedes. O 

homem é o único hospedeiro capaz de desenvolver as formas clínicas da infecção 

(Gubler, 2002). 

  O surgimento e disseminação dos quatro sorotipos na África, Américas, 

Sudeste da Ásia e Mediterrâneo Oriental representam uma ameaça de pandemia 

(Figura 1.1). Estima-se que 50 milhões de infecções por dengue ocorram 

anualmente e aproximadamente 2,5 bilhões de pessoas vivem em países 

endêmicos, nas regiões tropicais e subtropicais do mundo (OMS, 2013). Apesar dos 

esforços da comunidade científica desde o século passado, ainda não existem 

drogas e vacinas, profiláticas ou terapêuticas, licenciadas contra a dengue (Julander 

et al., 2011).  

 

Figura 1.1 Distribuição de países ou áreas de risco de transmissão da dengue 

no mundo, 2011 (OMS, 2013). 

Área em risco de transmissão dos DENV 

Não aplicável 
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1.1. HISTÓRICO: 

 

  A origem geográfica dos DENV tem sido um assunto de intensa 

especulação, alguns defendem a origem africana devido à mesma origem do 

principal vetor, Ae. aegypti (Edwards, 1932; Christophers, 1960). No entanto, o 

trabalho ecológico e sorológico de Smith e Rudnick (Smith, 1956; Rudnick & Lim, 

1986), a relativa insusceptibilidade para infecção dos DENV ao ancestral Ae. aegypti 

formosus da África (Diallo et al., 2005) e análises filogenéticas (Wang et al., 2000), 

apontam para uma origem asiática. 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. Durante a Dinastia 

Chin, nos anos de 265 a 420 d.C., foram descritos os sintomas de uma enfermidade 

que os chineses chamaram de "veneno da água", associando insetos voadores e 

água. Estes achados foram formalmente editados em uma enciclopédia médica 

chinesa durante a Dinastia Tang, no ano de 610 d.C., e Dinastia Norte Sung, no ano 

de 992 d.C. (Gubler, 1998; Gubler, 2006).  

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

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

artralgia ocorrida no Caribe. Em 1869, foi estabelecido pelo London Royal College of 

Physicians para denominar esta enfermidade, até então referida na literatura como 

"febre articular", "febre quebra ossos", "dinga", "polka", entre outros (Siler et al., 

1926; Halstead, 1980). Este termo é um homônimo espanhol para o Swahili "Ki 

denga Pepo", que significa pancada ou golpe, causada por um espírito do mal, que 

provoca um ataque doloroso semelhante à câimbra (Halstead, 1980; CDC, 2006). 

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

dava através de mosquitos. 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 (Ashburn & 

Craig 1907). A transmissão por Ae. aegypti foi confirmada em 1926 por Siler, Hall e 

Hitchens (Siler et al., 1926).  

  O início da Segunda Guerra Mundial trouxe uma grande mudança 

epidemiológica, ecológica e demográfica, o que culminou em uma nova relação 
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entre DENV e humanos.  As primeiras amostras dos DENV foram isoladas em 

março de 1944 durante a Segunda Guerra Mundial, a partir de soros de soldados 

infectados em Calcutá (Índia), Nova Guiné e Havaí (Sabin, 1952). Os vírus 

provenientes da Índia, do Havaí e de uma das cepas de Nova Guiné foram 

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

considerada amostra protótipo. Outras cepas de Nova Guiné apresentaram 

características antigênicas diferentes, permitindo a identificação de outro sorotipo, 

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

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

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

cepas H87 (DENV-3) e H241 (DENV-4) consideradas protótipos. 

 Embora uma série de epidemias estivessem ocorrendo no Sudeste Asiático, 

não houve epidemias notificadas nas Américas, África e Oceania durante os 20 

anos seguintes, principalmente devido ao programa de erradicação de Ae. aegypti 

por parte da Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS), que visava evitar 

epidemias de Febre Amarela (FA) urbana. No entanto, com a descontinuidade 

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

países americanos (Gubler, 1997; Rigau-Pérez et al., 1998; Gubler, 2002). 

 A dengue reapareceu nas Américas em 1963, em Porto Rico e Jamaica, 

com a introdução do DENV-3 de origem asiática que causou várias epidemias no 

Caribe, Colômbia e, possivelmente, Venezuela (Russell et al., 1966; Ehrenkranz et 

al., 1971; Morales et al, 1973.; Ventura & Ehrenkranz, 1976).  

 A reintrodução do DENV-1 no Caribe em 1977 ocasionou epidemias nas 

Américas Central, do Norte e do Sul (Gubler, 1997). A introdução da cepa de DENV-

2 do Sudeste Asiático em Cuba, provavelmente a partir do Vietnã em 1981 (Kouri et 

al., 1983; Rico-Hesse, 1990), foi caracterizada por um aumento da gravidade  dos 

casos (Kouri et al., 1989; Uzcategui et al., 2001).  

Na África, mesmo na ausência de uma vigilância eficaz, o ano de 1980 foi 

caracterizado por um aumento evidente da doença e da circulação de todos os 

sorotipos, que curiosamente não foi associado com o aumento da gravidade da 

doença (Gubler et al., 1986).  

 Na década de 1990, houve uma distribuição global de todos os sorotipos, 

principalmente devido à expansão da população urbana, o aumento da densidade 

do vetor devido a programas de controle não sustentados e o aumento do transporte 
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aéreo comercial facilitando a rápida circulação de pessoas infectadas (Cobra et al, 

1995; da Cunha et al, 1997).  

 

1.2. EPIDEMIOLOGIA DOS DENV:   

1.2.1. DENGUE NAS AMÉRICAS: 

 

No continente americano, inúmeras epidemias em intervalos irregulares 

foram registradas a partir de 1896, nos Estados Unidos e em países do Caribe. 

Contudo, há relatos de uma doença semelhante ao dengue em pessoas que 

chegaram de barcos em Buenos Aires (Argentina) vindas do Brasil (Sabattini et al., 

1998). Além disso, há registro de uma epidemia ocorrida na Argentina datando de 

1916. Os sorotipos envolvidos nestas epidemias não eram conhecidos até 1953, 

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

isoladas as primeiras amostras de DENV-3 em Porto Rico, sendo estes dois 

sorotipos responsáveis pelas epidemias ocorridas no continente na década de 60 

(Gubler, 1992).   

 Em 1977, o DENV-1 foi introduzido nas Américas e, nos anos seguintes, 

este mesmo sorotipo foi isolado nos Estados Unidos da América (EUA), que até 

então, não apresentavam casos autóctones de dengue (Gubler, 1992). No período 

de 1977 até 1980, foram notificados mais de 700.000 casos da doença, 

praticamente todos estes causados pelo DENV-1 (OPAS, 1989). No mesmo 

período, o DENV-3 apresentou pouca atividade na região, com o último isolamento 

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

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

década, além da expansão da área de transmissão e do aumento do número de 

casos notificados, ocorreu em Cuba, a primeira epidemia de febre hemorrágica do 

dengue/ síndrome do choque por dengue (FHD/SCD) das Américas, causada pelo 

DENV-2, onde foram notificados cerca de 344.000 casos com aproximadamente 

116.000 internações e 158 óbitos (Kouri et al., 1986; Gubler, 2006). Entre 1981 e 

1996, foram notificados aproximadamente 42.000 casos de FHD/SCD, distribuídos 

em 25 países (OPAS, 1997). 

Em 1994, ocorreu a reintrodução do DENV-3 na Nicarágua, com o 

isolamento destes, em todos os países da América Central nos anos seguintes 

(Guzmán et al., 1996).  
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  Há ocorrência da circulação dos quatro sorotipos do DENV em vários países 

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

Durante as últimas décadas, o continente americano evoluiu de uma situação não 

endêmica para hiperendêmica, onde se observou um aumento na densidade 

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

e no aumento na frequência da atividade destes vírus (Figura 1.2) (Gubler, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2: Atividade epidêmica dos vírus dengue nas Américas e Caribe, entre 

as décadas de 1970 e 2000. (Adaptado de OPAS, 2011). 

 

  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, e o 

Brasil foi responsável pela notificação de 98.5% deste total (San Martin & 

Brathwaite, 2010). 

  A maioria dos casos de dengue notificados no Canadá e nos Estados 

Unidos refere-se a viajantes que visitaram áreas endêmicas na Ásia, Caribe, 

América Central ou do Sul. No entanto, surtos de dengue também foram notificados 

no Havaí nos anos 2001 e 2002 (Effler, 2005; Smith, 2005), com transmissão local 
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no estado do Texas (Brunkard & Robles Lopez, 2007) e nos anos 2009 e 2010, no 

estado da Flórida (Añez & Rios, 2013). 

  Até a 52ª semana epidemiológica de 2013, foi registrado um total de 

2.351.703 casos de dengue, incluindo 37.692 casos graves e 1.280 óbitos no 

continente americano.  Cerca de 62,2% do total de óbitos foram concentrados na 

região do Cone Sul, com 42,6% dos óbitos registrados no Brasil (OPAS, 2013).   

 

1.2.2. DENGUE NO BRASIL: 

 

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

provavelmente, ocorreram nas regiões sul, sudeste e nordeste durante o século XIX 

(Figueiredo, 2000). Em 1886, ocorreu outra epidemia no município de Valença (RJ) 

quando a doença recebeu vários nomes populares como febre Valenciana e polka, 

esta última relacionada com as dores articulares muito intensas. 

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

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

RJ (Figueiredo, 2000). No entanto, a primeira epidemia com confirmação laboratorial 

ocorreu em 1981, em Boa Vista, onde cerca de 11.000 pessoas foram infectadas e 

os DENV-1 e 4 identificados (Travassos da Rosa, 1982; Osanai et al., 1983). 

Entretanto, foi apenas a partir de 1986 que o dengue tornou-se um problema no 

país, com a introdução do DENV-1 no estado do RJ (Schatzmayr et al., 1986) e sua 

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

  As circunstâncias ambientais permaneceram receptivas à circulação do 

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

1990, também no estado do RJ, com a ocorrência de casos autóctones de dengue 

clássico (DC) e os primeiros casos de FHD (Nogueira et al., 1993).  

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

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

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

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

em 1999, 50% dos 5.507 municípios brasileiros já haviam relatado casos de DC 

(Nogueira et al., 2000).  

 Com a introdução de DENV-3 em 2000, também no RJ, houve um aumento 

acentuado dos casos de DC (446.2 casos por 100 mil habitantes) e de FHD 

(Nogueira et al., 2005).  Este sorotipo se dispersou rapidamente pelo território 
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brasileiro, praticamente substituindo os DENV-1 e DENV-2 (Teixeira et al., 2005),  

modificando a epidemiologia do dengue no Brasil e assumindo características de 

hiperendemicidade (Nogueira et al., 2005). 

  De 2003 até o mês de maio de 2007, o DENV-3 foi o único sorotipo isolado. 

Contudo, a partir do mês abril de 2007, observou-se a re-emergência do DENV-2, 

que causou uma grave epidemia no ano de 2008, com um aumento significativo na 

proporção de casos de FHD em menores de 15 anos, observado inicialmente no 

nordeste (Teixeira et al., 2009). Este fato ocorreu igualmente no RJ no inicio de 

2008, quando 50% dos casos de DC, 48% das internações e 36% dos óbitos 

ocorreram em menores de 15 anos (SES/RJ, 2008; SVS, 2009). 

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

onde mais de três milhões ocorreram entre os anos de 2000 a 2008 (SVS, 2007; 

2008; OPAS, 2009) Figura 1.3.  

 No ano 2010, o DENV-4 reemergiu e foi confirmado no estado de Roraima, 

na região norte do Brasil (Temporão et al., 2011) e em 2011, no RJ (Nogueira & 

Eppinghaus, 2011). Naquele mesmo ano, este sorotipo também foi registrado nas 

Regiões Nordeste e Sul (SVS, 2011). 

 Em 2013, até a semana epidemiológica 52, foram registrados 1.451.432 

casos de dengue no Brasil, um aumento de 256,6% em relação ao ano de 2012. 

Deste total, 6.969 foram notificados como casos graves e 545 óbitos e, apartir de 

2012 o monitoramento da circulação viral tem demonstrado o isolamento dos quatro 

sorotipos no país, com o predomínio do DENV-4 (OPAS 2012, 2013). 

 

Figura 1.3: Incidência de casos de dengue de acordo com os municípios de 

residência no Brasil nos anos 2002, 2008 e 2010. (SVS, 2010). 
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1.3. VETOR E TRANSMISSÃO DOS DENV: 

 

A principal forma de transmissão ocorre através da picada de fêmeas 

hematófagas infectadas de mosquito Aedes spp durante o repasto sanguíneo para a 

maturação dos seus ovos (Ramos, 2008). O mosquito se infecta ao ingerir sangue 

de um indivíduo durante o período de viremia (cerca de 5 dias) e pode transmitir o 

vírus, através da saliva, para um indivíduo susceptível depois de um período de 

incubação extrínseca de 8 a 12 dias. Uma vez infectado, o mosquito transmite o 

vírus pelo resto de sua vida (em média 45 dias). É uma espécie doméstica de hábito 

diurno, que ovipõe, preferencialmente, em água estagnada e limpa, acumulada em 

recipientes geralmente fabricados pelo homem, como pneus, vasos de plantas, 

latas, cisternas, entre outros (Rigau-Perez et al., 1998). 

As fêmeas infectadas também podem transmitir os vírus à próxima geração 

de mosquitos por meio da transmissão transovariana, mas isso ocorre com pouca 

frequência e, provavelmente, não contribui significativamente com a transmissão 

humana (Rigau-Perez et al.,1998).  

  Em raros casos de dengue, a transmissão pode ocorrer a partir de órgãos 

transplantados ou transfusão de sangue de doadores infectados (Ramos, 2008). Há 

raros relatos de transmissão em laboratório por inoculação acidental do vírus em 

laboratoristas (Britton  et al., 2011). Não há transmissão pelo contato de um doente 

ou de suas secreções com uma pessoa sadia, nem por fontes de água ou alimentos 

(Figueiredo, 2006). A transmissão vertical transplacentária constitui fator de risco 

para o desenvolvimento de formas hemorrágicas em crianças em virtude da 

presença de anticorpos maternos de uma infecção primária (Hubert & Halstead, 

2009). 

 

1.4. AGENTE ETIOLÓGICO: 

 

Os DENV são esféricos, pequenos, apresentam um diâmetro de 

aproximadamente 50 nanômetros (nm) e são envelopados. O envelope viral é 

constituído por uma bicamada lipídica, derivada do retículo endoplasmático (RE) da 

célula hospedeira, na qual 180 cópias das proteínas do envelope (E) e de 

membrana (prM/M) estão ancoradas (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Internamente, 

há um nucleocapsídeo com formato icosaédrico composto pela proteína estrutural 

do capsídeo ou core (C), complexada a uma molécula de ácido ribonucléico (RNA) 
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viral (Figura 1.9) (Kinney & Huang, 2001; Kuhn et al., 2002; Whitehead et al., 2007; 

Murrel et al., 2011), Figura 1.4.  

 

     

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Organização estrutural dos vírus dengue (Adaptado de Freire et al., 

2013). 

 

O genoma dos DENV, com uma fase aberta de leitura que compreende 

aproximadamente 10.700 nucleotídeos, se apresenta como uma fita simples de 

RNA com polaridade positiva e é infeccioso, comportando-se como um RNA 

mensageiro (RNAm). O RNA viral apresenta-se modificado em sua extremidade 5’ 

UTR (do inglês: “untranslated region”), através da adição de uma estrutura cap 

(m7G5’ppp5’A). Entretanto, este RNA não contém uma cauda poliadenilada na 

extremidade 3’ UTR. Sendo assim, a tradução do RNA viral produz uma poliproteína 

precursora das dez proteínas virais (Figura 1.5a), que é clivada em vários sítios por 

proteases celulares e pela protease viral, concomitante ao processo de tradução 

durante a translocação da proteína para o RE da célula hospedeira (Figura 1.5b) 

(Assenberg et al., 2009). 

O processamento da poliproteína gera três proteínas estruturais, C, pre-

membrana (prM precursora da M) e E; e sete proteínas não estruturais (NS), NS1, 

Envelope 

Proteína de Membrana 

Membrana Viral 

Nucleocapsídeo 

Proteína do capsídeo 

Genoma Viral 
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NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 1.5c) (Lindenbach & Rice, 2001; 

Whitehead et al., 2007; Fernandez-Garcia et al., 2009; Murrell et al., 2011). 

Enquanto as proteínas estruturais dispõem a arquitetura da partícula viral, 

as proteínas NS estão envolvidas nos processos de replicação e montagem dos 

novos vírions (Kinney & Huang, 2001). 

 

 

 

 

Figura 1.5: Diagrama esquemático da organização genômica e do 

processamento da poliproteína dos DENV. (A) organização linear das proteínas 

estruturais e não estruturais na poliproteína. (B) topologia da poliproteína na 

membrana, prevista a partir de análises bioquímicas e celulares. O processamento 

por proteases celulares e virais está indicado pelas setas. (C) diferentes complexos 

que surgem durante e após processamento da poliproteína (Adaptado de Assenberg 

et al., 2009). 
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1.5.  PROTEÍNAS DOS DENV: 

 

A proteína C é responsável pela estrutura da partícula viral, possui uma 

massa molecular de ~11 kDa e caráter básico, se ligando fortemente à moléculas de 

RNA (Chambers et al., 1990a).  

A glicoproteína prM (26 kDa) faz parte da estrutura dos virions imaturos e 

sua clivagem por uma protease celular do tipo furina, como última etapa antes da 

liberação da partícula infecciosa pela via exocítica do Golgi, gera a proteína M (8 

kDa), produzindo partículas virais maduras (Chambers et al., 1990a; Rice, 1996). 

Sítios de N-glicosilação potenciais e sua localização são conservados entre os 

sorotipos de DENV (Chambers et al., 1990a). Estudos revelaram que anticorpos 

contra a proteína prM são capazes de proteger camundongos contra infecção pelo 

vírus da dengue (Kaufman et al., 1989), assim como peptídeos sintéticos de 

domínios das proteínas prM e M são capazes de induzir anticorpos neutralizantes e 

proteger camundongos (Vazquez et al., 2002). 

A proteína E, de aproximadamente 60 kDa, é a maior proteína estrutural do 

virion, sendo responsável pelas principais propriedades biológicas do vírus. Além de 

ser o principal componente antigênico viral, a proteína E age como hemaglutinina 

viral, apresenta capacidade fusogênica com membranas da célula hospedeira, induz 

resposta imune protetora e interage com receptores na superfície das células-alvo 

(Chen et al., 1997; Modis et al., 2004). Evidências indicam que a proteína E 

desempenha um papel na patogenicidade de diversos flavivírus, não apenas pela 

definição do tropismo celular, como também pela entrada do vírus na célula-alvo 

(Gollins & Porterfield, 1986; Rey et al., 1995; Modis et al., 2004). Sua estrutura 

consiste de um dímero, no qual cada monômero têm 3 domínios. O domínio central 

(domínio I) contém a região N-terminal e é flanqueado em um lado pelo domínio II. 

O domínio III, tipo imunoglobulina, compreende os aminoácidos 300 a 395 e parece 

estar envolvido na ligação ao receptor (Bhardwaj et al., 2001; Rey et al.,1995) e 

indução de anticorpos neutralizantes (Beasley & Barrett, 2002; Halstead et al., 2005; 

Li et al., 2005; Pierson et al., 2007).  

As proteínas não estruturais estão envolvidas na modulação da resposta do 

hospedeiro e na replicação do RNA viral (Khromykh & Westaway, 1997) e podem 

desempenhar funções na montagem, organização e liberação do vírus (Lindebach & 

Rice, 2007). 
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A proteína NS2A, de 24 kDa, é a primeira das quatro pequenas proteínas 

hidrofóbicas (NS2A, NS2B, NS4A e NS4B). O perfil hidrofóbico dessas proteínas 

sugere uma possível interação com as membranas (Chambers et al., 1990a; 

Brinkworth et al., 1999). Estudos demonstraram que mutações nesta proteína 

interferem na montagem e secreção da partícula viral pela célula hospedeira 

(Kummerer & Rice, 2002), além de exercer funções na modulação do interferon 

antiviral produzido pelo hospedeiro (Liu et al., 2005).  

A proteína NS2B, de 14 kDa, desempenha um papel fundamental no 

sucesso da replicação viral. Sua sequência apresenta sete domínios hidrofóbicos 

que estão relacionados à interação com membranas como também, ao correto 

direcionamento do core hidrofílico central o qual serve de cofator da protease viral 

(NS3pro), para interação com a mesma, na fração citosólica do RE da célula 

hospedeira podendo assim, processar a poliproteína viral (Chambers et al., 1990b; 

Falgout et al., 1991; Brinkworth et al, 1999).   

A proteína NS3 (68 kDa) é uma proteína multifuncional, altamente 

conservada entre os flavivírus e tem no mínimo três atividades bioquímicas distintas. 

Os primeiros 180 aminoácidos da região amino-terminal da NS3 (NS3pro), 

associados à proteína NS2B (cofator), apresentam atividade de serina protease. A 

região C-terminal apresenta atividade de helicase (NS3hel), envolvida na replicação 

do RNA viral e RNA 5’-trifosfatase, envolvida na formação do cap na extremidade 5’ 

do genoma viral (Wengler & Wengler, 1991; Khromykh et al., 1999; Bartelma & 

Padmanabhan, 2002; Lindenbach & Rice, 2003). 

Não existem evidências diretas sobre a função das proteínas NS4A e NS4B. 

No entanto, estudos sugerem que a proteína NS4A está ancorada à membrana do 

retículo e interage com as proteínas NS1, NS3 e NS5 (Westaway et al, 2003). 

Durante a replicação viral, a proteína NS4B pode estar localizada no núcleo da 

célula hospedeira, e parece estar envolvida na inibição da síntese de interferon, mas 

seu papel ainda não foi determinado (Lindenbach & Rice, 2003). 

A proteína NS5 é a maior das proteínas não estruturais, com cerca de 

100 kDa e apresenta sequências altamente conservada entre todos os flavivírus. A 

análise dessas sequências possibilitou a determinação de dois sítios, o primeiro 

responsável pela atividade de RNA polimerase dependente de RNA (polimerase 

viral) e encontrado na região C-terminal do gene e o último, responsável pela 

atividade metiltransferase encontrada na região N-terminal (Chambers et al., 1990a; 

Koonin, 1993; Tan et al., 1996; Westaway et al., 2003; Lindenbach & Rice, 2003). 
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Na figura 1.6 podemos observar um diagrama esquemático com as principais 

funções das proteínas estruturais e não estruturais dos DENV. 

 

 
 

Figura 1.6: Diagrama esquemático das funções das proteínas dos DENV. 

(Herrero et al, 2012).  

 

 

1.5.1. PROTEÍNA NS1: 

 

É a primeira proteína não-estrutural, uma proteína enigmática cujas 

estrutura e função permaneceram como incógnitas desde que foi identificada pela 

primeira vez em 1970 como um antígeno solúvel de fixação de complemento (SCF) 

(Brandt et al., 1970b; Smith & Wright, 1985).  

A proteína NS1 de todos os flavivírus partilham um elevado grau de 

homologia, com 1.056 nucleotídeos que codificam um polipeptídeo de 352 

aminoácidos (Mackow et al., 1987; Deubel et al., 1988; Mandl et al., 1989; Wright et 

al., 1989), dentre os sorotipos dos DENV sua similaridade é superior a 70%. 
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sitos de N-glicosilação invariáveis (com exceção de alguns membros, como vírus da 

encefalite transmitida por carrapato), assim como regiões de alta homologia entre as 

sequências de diversos Flavivírus (Chambers et al., 1990a). 

É uma glicoproteína, cujo monômero possui peso molecular entre 46 e 55 

kDa, dependendo do seu estado de glicosilação. Pode ser encontrada em várias 
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formas oligoméricas e encontra-se em diferentes localizações celulares. Associada 

à membrana da célula (mNS1), apesar de não possuir nenhuma região altamente 

hidrofóbica, ou típica de âncora de membrana ou dentro da célula em 

compartimentos vesiculares. Onde sua forma dimérica parece interagir com outras 

proteínas não estruturais e com o RNA do vírus.  Nesta localização a NS1 está 

envolvida na montagem do complexo da replicase viral (Winkler et al., 1989; 

Mackenzie et al., 1996; Lindebach & Rice, 1999; Costa et al., 2007).  Uma forma 

hexamérica extracelular secretada (sNS1) (Smith & Wright, 1985; Mason, 1989; 

Flamand et al., 1999) poderia explicar a produção de anticorpos contra esta 

proteína, detectada em soro de pacientes, na fase aguda da doença (Young et al., 

2000; Alcon et al., 2002; Macdonald et al., 2005; Chung & Diamond, 2008). Durante 

a infecção pelo DENV, a sNS1 pode acumular níveis muito elevados, cuja detecção 

chega até 50µL/mL em alguns soros de pacientes (Young et al., 2000; Libraty et al., 

2002; Alcon-LePoder et al., 2006).  

 

 

1.5.1.1. PRODUÇÃO E MATURAÇÃO DA PROTEÍNA NS1 

 

A tradução da proteína NS1 tem início no citoplasma da célula infectada, 

porém, uma sequência de aminoácidos hidrofóbicos, localizados na região 

carboxiterminal da proteína E seria responsável pela translocação das proteínas 

prM-E-NS1 para o lúmen do RE (Rice et al., 1985; Falgout et al., 1989). No RE, a 

proteína NS1 é separada da proteína E por meio de uma peptidase sinal (Falgout et 

al., 1989; Nowak et al., 1989), gerando uma subunidade monomérica hidrofílica 

(Figura 1.7, etapa 1). O precursor NS1/NS2 é, então, N-glicosilado na asparagina 

130 (Asn-130) e na asparagina 207 (Asn-207), com adição de cadeias glicídicas 

pouco complexas ricas em manoses (Pryor & Wright, 1994) (Figura 1.7, etapa 2). 

Após este processo, ocorre a clivagem entre NS1 e NS2a por meio de uma enzima 

ainda não identificada residente do RE associada à membrana (Falgout & Markoff, 

1995). Os monômeros hidrofílicos rapidamente se associam em dímeros, adquirindo 

uma natureza hidrofóbica (Figura 1.7, etapa 3). A poliproteína viral, que contém 12 

resíduos de cisteína formando seis ligações dissulfetos, passaria a interagir com 

âncoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Mason et al., 1987; Blitvich et al., 2001; 

Wallis et al., 2004), permanecendo associada à membrana do RE (Figura 1.7, etapa 

4). Após a dimerização, a NS1 é encaminhada para três destinos distintos (Figura 
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1.7, etapa 5, 8 e 9). Tanto a mNS1 quanto a NS1 com GPI ancoradas são levadas 

para a superfície da célula através de um caminho ainda desconhecido, onde 

associam-se com jangadas lipídicas à membrana celular (Figura 1.7, etapa 5). A 

proteína NS1 seria então direcionada à via exocítica, passando pelo Golgi (Figura 

1.7, etapa 6 e 7), onde as unidades diméricas associam-se para formar hexâmeros 

solúveis. Nesta etapa, ela poderia seguir duas rotas diferentes: caso a cadeia 

glicídica ligada na Asn-130 fosse alterada para adição de açúcares complexos, a 

proteína NS1 se reorganizaria na forma de hexâmeros e seria secretada para o 

meio extracelular (Figura 1.7, etapa 8). Uma outra via alternativa para o mNS1 

ocorre no RE, com a formação de vesículas, onde há a associação de outras 

proteínas virais não estruturais e o RNA formando o complexo de replicação viral 

(Figura 1.7, etapa 9).  Algumas proteínas NS1 associadas à superfície celular 

podem ser NS1 previamente secretadas, que se ligariam diretamente a 

glicosaminoglicanos da superfície celular (GAGs). Esta interação poderia afetar a 

adesão entre as células endoteliais favorecendo o extravasamento do plasma 

(Figura 1.7, etapa 10) (Muller & Young, 2013).  

 

 

 

Figura 1.7: Esquema da produção e secreção da proteína NS1 dos vírus 

dengue durante a replicação na célula do hospedeiro (Adaptado de Müller & 

Young, 2013). 
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1.6. REPLICAÇÃO DOS DENV: 

 

Na infecção natural por DENV, mosquitos infectados inoculam partículas 

virais no hospedeiro durante o repasto sanguíneo. Inicialmente, próximo ao local da 

picada, o DENV interage, através da proteína E, com receptores e co-receptores 

localizados na superfície de células permissivas à infecção. Tal interação promove a 

adsorção e entrada da partícula viral por meio de endocitose (Clyde et al., 2006).  

Vários receptores foram propostos em diferentes células de mamíferos, 

incluindo o heparan sulfato, proteínas do choque térmico (Hsp70 e Hsp90), 

GRP78/Bip, CD14, receptor de laminina, CLEC5A (do inglês: C-type lectin domain 

family 5A), DC-SING (do inglês: DC (dendritic cell)-specific intercellular adhesion 

molecule 3 (ICAM-3)-grabbing nonintegrin), entre outros (Clyde et al., 2006; 

Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Murrell et al., 2011). Muitas células podem ser 

infectadas na presença de anticorpos específicos para o DENV, em geral, células da 

linhagem dos fagócitos mononucleares, tais como monócitos, macrófagos e células 

dendríticas são consideradas os alvos principais da infecção por DENV (Wu et al., 

2000; Lozach et al., 2005; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Adicionalmente, outros 

estudos apontam outras células, como hepatócitos, linfócitos, células endoteliais, 

neuronais e de Langerhans, também como alvos para a replicação viral (Rosen et 

al., 1999; King et al., 1999; Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Clyde et al., 2006; 

Cabrera-Hernadez et al., 2007; Paes et al., 2009). 

Os DENV replicam no citoplasma celular (Figura 1.8), e este processo 

relaciona-se à proliferação de organelas no RE. Uma vez realizada a endocitose da 

partícula viral, a glicoproteína E do DENV sofre eventos moleculares complexos, 

dependente de pH ácido, essenciais para o estabelecimento da infecção. (Modis et 

al., 2004; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). No citoplasma, o genoma viral livre do 

capsídeo, estabelece um processo infeccioso. Tal genoma, que compreende um 

RNA de fita simples com polaridade positiva, se comporta como um RNAm, que 

liberado é traduzido a partir de uma única fase aberta de leitura que codifica para 

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

traducionalmente por proteases virais e celulares (Heinz & Allison, 2003). A NS5 

produz cópias de RNA de polaridade negativa, a partir do RNA viral, as quais 

servem de molde para a síntese de novas fitas positivas, que serão incorporadas às 

novas partículas virais (Clyde et al., 2006; Fernandez-Garcia et al., 2009). As 

proteínas estruturais prM e E formam heterodímeros que permanecem ancorados 
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na face interna do RE. Adicionalmente, o complexo de replicação viral encontra-se 

ancorado na face externa das membranas do RE (Mackenzie, 2005). As novas fitas 

de RNA com polaridade positiva interagem com as proteínas C e juntas formam o 

nucleocapsídeo, que brota em direção ao lúmen do RE, adquirindo, assim uma 

bicamada lipídica, contendo heterodímeros prM/E.  

A partícula viral imatura recém-formada segue pela via de secreção e 

completa seu processo de maturação na rede trans-Golgi, local onde ocorre a 

clivagem da prM pela furina. Tal processo promove um rearranjo na superfície do 

virion: rompem-se os heterodímeros M/E e os homodímeros de E expõem o domínio 

de ligação (domínio III) formando, dessa forma, uma partícula viral infectiva 

(Mukhopadhyay et al., 2005; Clyde et al., 2006; Fernandez-Garcia et al., 2009; 

Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Por outro lado, pode haver clivagem parcial da prM 

gerando, assim, partículas virais imaturas (Perera & Kuhn, 2008).  

As partículas virais de DENV são liberadas para o meio extracelular através 

de exocitose e ganham a corrente sanguínea do hospedeiro infectado. Portanto, 

nesse período de viremia, o mosquito transmissor pode se infectar durante o 

respasto sanguíneo, dando continuidade o assim o ciclo replicativo do DENV 

(Chambers, 1990a; Nawa, 1998; Tomlinson et al., 2009). 

 

 

Figura 1.8: Representação esquemática do ciclo de replicação dos DENV 

(Adaptado de Shum, 2010). 
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1.7. RESPOSTA IMUNE: 

 

A primeira linha de defesa contra os DENV, provavelmente tem início com a 

produção de interferons (IFNs) (Ho et al., 2005; Gomes et al., 2010). Essas 

moléculas parecem ser cruciais para a proteção, tanto in vivo quanto in vitro, frente 

à infecção por DENV (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Foi observada a ativação de 

células NK (natural killer), que podem secretar várias citocinas incluindo o IFN- em 

pacientes que apresentaram quadros leves de dengue, sobretudo durante os 

eventos iniciais da doença, antes do estabelecimento da resposta imune adaptativa 

(Azeredo et al., 2001).  

A resposta imune adaptativa da infecção por dengue consiste na produção 

de anticorpos principalmente dirigidos contra proteína do envelope. Na infecção 

primária pelo vírus há uma resposta lenta e com baixo título de anticorpos, sendo os 

anticorpos da classe IgM os primeiros anticorpos a aparecer (Guzman, 2010; 

Nagesh et al., 2011). A maioria dos pacientes apresentam níveis detectáveis de IgM 

no sexto dia após o aparecimento dos sintomas, somente cerca de 8% encontram-

se positivos já nos primeiros dias de doença. Os níveis de IgM atingem seu pico por 

volta de duas semanas, mantendo-se detectáveis por 2 a 3 meses, diminuindo ao 

longo dos meses (Nogueira et al., 1992).   

Os anticorpos da classe IgG começam a aparecer a partir do décimo dia de 

doença (figura 1.9), 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 nível de IgG e este pode ser detectado mesmo na 

fase aguda e  alto grau de reação cruzada, mesmo contra outros flavivírus, 

apresentado por esses anticorpos (Innis et al., 1989; Guzman, 2010; Nagesh et al., 

2011). 

  Entretanto os níveis de IgM na resposta secundária são mais baixos do que 

na resposta primária (Figura 1.9). 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 e secundária (Miagostovich et al., 1999; Halstead, 2007). A 

análise do perfil da resposta de anticorpos (IgM e IgG) em pacientes com dengue 

pode contribuir para o diagnóstico de infecções primárias ou secundárias (Murphy & 

Whitehead, 2011). 
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Figura 1.9: Cinética antígeno e anticorpo nas infecções por DENV (Adaptado de 

Lima et al., 2014). 

 

 

1.7.1 ANTICORPOS ANTI- PROTEÍNAS VIRAIS: 

  

 A maioria dos anticorpos são direcionados contra as proteínas estruturais E 

e prM/M e contra a NS1 (Kinney & Huang, 2001), enquanto que, principalmente nos 

casos de infecção secundária observa-se resposta contra NS3 e NS5 

(Churdboonchart et al., 1991; Valdes et al., 2000).  
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anticorpos com grande capacidade neutralizante bloqueando a ligação da partícula 
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abortando assim o estabelecimento da infecção (Whitehead et al., 2007; Murphy & 

Whitehead, 2011). Apesar da maioria dos epítopos que induzem a produção de 

anticorpos envolvidos na neutralização serem conformacionais e estarem 

localizados na proteína E, epítopos lineares presentes em peptídeos de E (E 35-50 
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 Anticorpos anti-NS1 são capazes de mediar a lise de células infectadas 

através da ativação de proteínas do complemento, uma vez que a proteína NS1 

pode se apresentar ancorada na superfície de células infectadas (Miller, 2010). 

Anticorpos anti-NS1 podem apresentar reação cruzada com plaquetas ou causar 

apoptose em células endoteliais (Lin et al., 2002). Por outro lado, a proteína NS1 

tem sido indicada como um antígeno promissor para o desenvolvimento de vacinas 

contra a dengue, ativando resposta imune protetora em modelos experimentais 

murinos (Schlesinger et al., 1987; Wu et al., 2003; Liu et al., 2006; Costa et al., 

2007).  

 Anticorpos anti-NS3 foram detectados em casos de infecção primária e 

secundária (Churdboochart et al., 1991), no entanto, uma resposta específica 

significativa foi observada em casos de infecção secundária (Valdes et al., 2000). 

 

 

1.8. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DAS INFECÇÕES PELOS DENV: 

 

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

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

clínicas semelhantes, porém podem variar em intensidade de acordo com as 

características do hospedeiro e do vírus (Rothman & Ennis, 1999). O período de 

incubação pode variar de 3 a 15 dias, mas é, em média, de 4 a 7 dias (OMS, 1997; 

George & Lum, 1997), após o qual a doença poderá evoluir para as seguintes 

formas clínicas de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS): 

assintomática, DC e FHD/SCD.  

Alguns indivíduos podem ser infectados pelos DENV e não apresentar sinais 

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

imunológico do indivíduo. É a forma clínica mais comum e estima-se que durante as 

epidemias, ocorra um caso sintomático para cada cinco casos assintomáticos.  

No DC os sinais e sintomas aparecem no período de incubação, com 

duração de dois a sete dias. A primeira manifestação clínica é a febre alta (39° a 

40°C), que começa abruptamente, posteriormente cefaléia, dor retro-orbital, 

náuseas, vômito, prostração, artralgia, mialgia, anorexia, prurido e exantema. As 

manifestações hemorrágicas podem ocorrer em alguns indivíduos, são mais 

frequentes petéquias, equimoses, epistaxe, hemorragia gengival e metrorragias, 
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surgem no final do período febril (Cunha e Nogueira, 2005). A DC é autolimitada e 

normalmente há uma recuperação completa (Nishiura & Halstead, 2007).  

Na FHD, os primeiros sinais e sintomas são similares aos do DC, porém há 

um agravamento do quadro no terceiro ou quarto dia de doença, com aparecimento 

de manifestações hemorrágicas e desregulação da coagulação com diminuição 

progressiva do volume plasmático intravascular, o que ocasiona hemoconcentração 

com aumento do hematócrito. Essas alterações provocam queda da pressão arterial 

e, havendo persistência, podem evoluir até o choque hipovolêmico, geralmente 

precedido por dor abdominal e sobrevir à morte do paciente em poucas horas 

(Nimmannitya et al, 1969, 1997; OMS, 1997; SVS, 2010). 

Em 1997, a OMS classificou as formas clínicas da FHD em quatro 

categorias, de acordo com a gravidade. De acordo com a classificação todos os 

graus são considerados FHD, enquanto somente os graus III e IV são considerados 

SCD. A presença de trombocitopenia com hemoconcentração (aumento de 20% no 

hematócrito) diferencia os graus I e II a FHD do DC com manifestações 

hemorrágicas. A evolução para FHD com choque é resultante de uma grande perda 

de plasma, sinalizada por insuficiência circulatória, pele fria e pegajosa, cianose, 

pulso rápido, pressão de pulso <20 mmHg e hipotensão que caracterizam os graus 

III e IV (OMS, 1997). 

No entanto, com o objetivo de desenvolver uma classificação clínica do 

dengue mais útil para o diagnóstico precoce, triagem e o manejo do paciente, uma 

iniciativa apoiada pela OMS intitulada Dengue Control (DENCO), realizou estudos 

de avaliação dos sinais e sintomas associados com a gravidade da doença e, em 

2009, uma nova classificação foi divulgada (Figura 1.10). De acordo com esta 

classificação, os casos foram divididos em dengue com ou sem sinais de alerta e 

dengue grave. A diferenciação para dengue grave ocorre quando se tem como 

manifestação hemorragia grave, grave envolvimento de órgãos ou extravasamento 

grave de plasma. A inclusão dos sinais de alerta foi de grande importância para a 

melhor avaliação do paciente, auxiliando no tratamento precoce (OMS, 2009). 
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Figura 1.10: Classificação dos casos de dengue de acordo com a OMS, 2009. 

 

 

1.9. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DOS DENV: 

 

O diagnóstico laboratorial das infecções por DENV pode ser realizado pelo 

isolamento e identificação do vírus, pela detecção de antígenos, do ácido nucléico 

viral e pela determinação de anticorpos específicos, das classes IgM e IgG.  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 (Kao et al., 2005; Simmons, 2012). Nem sempre os métodos 

diretos de detecção, como o isolamento viral, detecção do genoma e do antígeno, 

que são mais específicos (Figura 1.11), estão disponíveis para o diagnóstico das 

infecções por DENV (Peeling et al., 2010). 
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Figura 1.11: Comparação entre a disponibilidade e especificidade dos métodos 

diretos e indiretos para o diagnóstico das infecções por DENV (Adaptado de 

Pelling et al., 2010). 

 

 

1.9.1. ISOLAMENTO VIRAL E IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA:  

 

 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. Quatro sistemas de isolamento dos DENV têm sido utilizados: 

inoculação intra-cerebral em camundongos com 1 a 3 dias de nascidos; cultura de 

células de mamíferos (como as linhagens de células LLC-MK2, Vero e BHK-21); 

inoculação intra-torácica em mosquitos adultos e cultura de células de mosquito 

(como células AP-61, TRA-284, C6/36, AP64 e CLA-1). A inoculação de amostras 

diretamente em mosquitos Toxorhynchites splendens adultos é considerada o 

melhor sistema de isolamento, em termos de sensibilidade, mas demanda 

experiência técnica e infra-estrutura, tornando-se indisponível em muitos dos países 

endêmicos (Gubler, 1997; Guzmán e Kourí, 2002; Huang et al., 2004). 

A inoculação do soro do paciente na fase aguda em linhagens de células de 

mosquito Ae. albopictus (C6/36) tem sido, atualmente, o método mais utilizado para 

o isolamento viral (Igarashi, 1978, Guzman et al., 2011). Esta linhagem celular é de 

fácil manutenção, podendo ser mantida à temperatura ambiente, além de ser mais 
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sensível do que linhagens celulares de vertebrados (Tesh, 1979). O vírus isolado por 

qualquer um dos métodos acima pode ser observado pela presença do efeito 

citopático (ECP) na monocamada celular, no entanto algumas amostras de DENV 

podem produzir discretos ou nenhum ECP. Os DENV também podem estar 

presentes em amostras fixadas de tecido, sendo normalmente detectado através de 

imunofluorescência indireta com a utilização de soros hiperimunes aos quatro 

sorotipos dos DENV.  Para a identificação dos DENV, utilizam-se anticorpos 

monoclonais específicos para os quatro sorotipos (DENV 1  4) (Gubler et al., 

1984). 

 

 

1.9.2. MÉTODOS MOLECULARES PARA A DETECÇÃO DO 

GENOMA DOS DENV: 

1.9.2.1.  RT-PCR: 

 

 A reação em cadeia seguida pela transcriptase reversa (RT-PCR) vem 

sendo cada vez mais utilizada como um método diagnóstico para dengue (Paula et 

al., 2002a). Vários protocolos de RT-PCR para detecção do RNA do vírus e 

determinação do seu sorotipo foram desenvolvidos, como, por exemplo, o uso de 

quatro iniciadores sorotipos-específicos em uma única reação (Harris et al., 1998) e 

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

1991). 

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

pela OMS, onde é realizado em duas etapas, no qual a primeira etapa ocorre uma 

amplificação inicial, utilizando iniciadores de regiões conservadas das proteínas C e 

prM do genoma viral, em uma segunda etapa (semi-nested) ocorre a identificação 

dos vírus, com iniciadores específicos para cada sorotipo (DENV1-4). Os produtos 

da reação 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 ultra-violeta (U.V.) (Guzman & 

Kouri, 2004; De Paula & Fonseca, 2004). 

A RT-PCR permite a detecção de diminutas quantidades de RNA viral 

mesmo em amostras onde o vírus está inativo ou associado a anticorpos. No 
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entanto, ela é altamente sujeita a contaminações, depende de cuidados específicos 

com a manipulação do RNA e, assim como ocorre com o isolamento viral, sua 

aplicação está restrita ao período de viremia (OMS, 1997).  

 

 

1.9.2.2. RT-PCR EM TEMPO REAL: 

 

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

amplicons, seja feita de forma simultânea à reação de amplificação, em oposição 

aos métodos tradicionais de PCR, na qual o produto de amplificação é detectado 

apenas ao final da reação, com a utilização de uma segunda técnica, normalmente 

eletroforese em gel. O monitoramento da presença e acúmulo do amplicon em 

tempo real é possível graças à marcação de sondas, iniciadores ou do próprio 

produto de PCR com moléculas fluorogênicas (Mackay et al., 2002).  

Adicionalmente às vantagens já citadas, a PCR em tempo real possibilita 

também a quantificação do RNA ou DNA adicionado no início da reação, e, 

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

(Niesters, 2002).  

A desvantagem da PCR em tempo real em relação à PCR convencional 

reside, principalmente, na restrita capacidade multiplex da primeira. A amplificação e 

detecção simultânea de alvos distintos são limitadas na PCR em tempo real, pelo 

número de grupamentos fluorescentes que o equipamento é capaz de detectar (no 

máximo cinco) (Mackay et al., 2002). Além disso, a PCR em tempo real é menos 

sensível do que o nested RT-PCR (Johnson et al., 2004; De Paula & Fonseca, 

2004).  

Diversos protocolos utilizando essa metodologia para o diagnóstico ou para 

a quantificação do RNA dos DENV já foram descritos (Callahan et al., 2001; Chen et 

al., 2001; Drosten et al., 2002; Houng et al., 2000; Houng et al., 2001; Ito et al., 

2004; Johnson et al., 2005b; Kong et al., 2006; Lai et al., 2007; Laue et al., 1999; 

Wang et al., 2002b; Wang et al., 2003). 
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1.9.3. MÉTODOS SOROLÓGICOS APLICADOS AO 

DIAGNÓSTICO DAS INFECÇÕES POR DENV: 

 

Existem diversos testes sorológicos para o diagnóstico das infecções pelos 

DENV, como inibição da hemaglutinação (HI), teste de neutralização por redução de 

placas (PRNT), fixação do complemento (FC), ensaios imunoenzimáticos do tipo 

ELISA (do inglês “enzyme-linked imunossorbet assay“), entre outros. 

 O teste de HI, descrito por Clark e Casals em 1958, é um teste sensível e 

reprodutível, mas pouco utilizado atualmente, por ser trabalhoso. A técnica usa 

como princípio, a capacidade dos anticorpos de inibir a aglutinação de hemácias 

mediada pelas glicoproteínas virais. Os soros devem ser testados em diversas 

diluições e devem ser tratados com acetona ou caulim, para remover inibidores de 

hemaglutinação, e com hemácias de ganso para eliminar aglutininas não 

específicas. Além disso, as amostras devem ser pareadas e com um intervalo de no 

mínimo sete dias, representando uma limitação da técnica. Não é um teste 

específico para diferenciar o tipo de flavivírus, especialmente em pacientes que 

foram infectados por vários flavivírus (Innis et al., 1989).  

O teste de FC é o método menos utilizado em diagnóstico, devido às 

dificuldades técnicas.  É baseado na ativação do sistema complemento induzido 

pelo complexo antígeno-anticorpo, no qual anticorpos que fixam complemento 

impedem a lise de hemácias pelo complemento. Os anticorpos detectados por FC 

possuem um curto tempo de duração até dois anos e são detectados tardiamente, 

aparecendo depois dos anticorpos inibidores da hemaglutinação. Entretanto, são 

específicos em infecções primárias, contribuindo para determinação do sorotipo da 

dengue (Gubler, 1998).  

O PRNT é um teste específico e sensível, entretanto, demorado, trabalhoso 

e tecnicamente difícil (Gubler, 1998). Nesse teste, amostras de soro diluídas são 

incubadas com quantidades definidas de vírus, posteriormente, as amostras 

(vírus/soro) são utilizadas para infectar culturas de células susceptíveis como VERO 

e BHK-21 (Rao, 1976; Morens et al., 1985) observando-se a inibição na formação de 

placas de lise nas culturas. 

 

 

 



 

28 
 

1.9.3.1. TESTES IMUNOENZIMÁTICOS PARA O DIAGNOSTICO 

DAS INFECÇÕES POR DENV: 

 

 Os testes ELISA que detectam anticorpos da classe IgM e IgG e antígenos 

NS1 são os mais empregados para o diagnóstico das infecções por dengue, pois 

são mais baratos e de fácil execução (Guzman et al., 2011). O ELISA de captura 

anticorpos IgM (MAC-ELISA) é o mais utilizado na confirmação de casos de dengue 

(Kuno et al., 1987). A presença de anticorpos IgM em única amostra de soro indica 

infecção ativa ou recente, contornando as dificuldades de obtenção de uma 

segunda amostra de sangue. Os níveis de IgM aumentam rapidamente e atingem 

seu pico por volta de duas semanas após início dos sinais e sintomas, 

permanecendo detectáveis por 2 a 3 meses (Gubler & Sather, 1988). 

O protocolo descrito por Kuno et al., (1987) que utiliza  antígenos 

específicos para os quatro sorotipos produzidos por inoculação em cérebro de 

camundongos foi utilizado durante vários anos como método de escolha por vários 

laboratórios, porém atualmente, testes comerciais que utilizam antígenos derivados 

da proteína E têm sido utilizados em substituição. 

O ensaio imunoenzimático para a detecção de anticorpos da classe IgG 

(IgG-ELISA) pode classificar o tipo de infecção para a dengue (primária ou 

secundária) de acordo com os títulos observados no teste e foi desenvolvido em 

substituição ao teste de HI (Miagostovich et al., 1999). A relação entre os títulos de 

IgM e IgG  também pode ser usada na caracterização de respostas primárias e 

secundárias (OMS, 1997). Anticorpos IgG são produzidos, em uma resposta 

primária, alguns dias após o IgM, em geral, detectáveis a partir do quinto dia de 

doença, aumentando lentamente a partir da primeira semana de infecção e 

permanecendo detectáveis por toda a vida (Innis et al., 1989; Miagostovich et al., 

1999).  

Outros anticorpos específicos anti-dengue, como IgA e IgE têm sido 

estudados como ferramentas alternativas em ensaios ELISA (Talarmin et al., 1998;  

Koraka et al., 2003; Vazquez et al., 2005; Tan et al., 2011; de la Cruz Hernández  et 

al., 2012; Matheus et al., 2014). 
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1.9.4. KITS COMERCIAIS: 

 

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

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

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

comerciais têm sido desenvolvidos para o diagnóstico das infecções por DENV para 

pesquisa de anticorpos e antígenos específicos (Wu et al., 1997; Kuno et al., 1998; 

Lam & Devine, 1998; Sang et al., 1998; Vaughn et al., 1999; Lam et al., 2000; 

Cuzzubbo et al., 2001) (tabela 1.1).  

Atualmente, vários testes de captura de IgM e IgG encontram-se  

disponíveis comercialmente, possibilitando a análise rápida e reprodutível de um 

grande número de amostras, sem a necessidade de equipamentos sofisticados 

(Palmer et al., 1999; Vaughn et al., 1999; Lam et al., 2000). Porém, apesar das 

qualidades desses testes e dos avanços que eles proporcionaram na área de 

diagnóstico, uma importante limitação é a não detecção da doença em sua fase 

inicial. 

Os testes comerciais para a captura de proteína NS1 têm sido utilizados 

para o diagnóstico precoce das infecções por DENV, por esta proteína ser secretada 

na corrente sanguínea durante a replicação viral, desde o primeiro dia do 

aparecimento dos sianis e sintomas e permanecendo detectável até o quinto ou 

sexto dia (Young et al., 2000; Alcon et al., 2002; Dussart et al., 2006; Xu et al., 2006; 

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

et al., 2009; Lima et al., 2010; Guzman et al., 2010; Andries et al., 2012).  

Em 2008, visando realizar um diagnóstico precoce das infecções pelos 

DENV no país, o Ministério da Saúde implantou unidades sentinelas em municípios 

estratégicos, utilizando os kits comerciais para captura de NS1. 
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Tabela 1.1: Principais kits comerciais disponíveis para o diagnóstico das infecções por DENV (Adaptado de Lima 

et al., 2014). 

Nome 

Dengue 

IgM 

CaptureDx 

Select 

Panbio 

Dengue 

IgM 

Capture 

ELISA 

Dengue IgM 

Capture 

ELISA 

Dengue 

virus IgG 

ELISA 

Panbio 

Dengue 

IgG 

Capture 

ELISA 

Panbio 

Dengue 

IgG 

Indirect 

ELISA 

Panbio 

Pan Early 

ELISA 2
nd

 

geração 

SD 

Dengue 

virus NS1 

Ag ELISA 

Platelia 

NS1 

antigen 

Assay 

Panbio 

Dengue 

Duo 

Cassette 

Dengu

e NS1 

Ag 

STRIP 

Dengue 

Early 

Rapid 

Companhia 
Focus 

Diagnostics 
Inverness 

Standard 

Diagnostics 

Standard 

Diagnostics 
Inverness Inverness Inverness 

Standard 

Diagnostics 
Biorad Inverness Biorad Inverness 

País EUA Austrália Coréa do Sul Coréa do Sul Austrália Austrália Austrália 
Coréa do 

Sul 
França Austrália França Austrália 

Analito IgM IgM IgM IgG IgG IgG NS1 NS1 NS1 IgM/IgG NS1 NS1 

Formato ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA 
Teste 

rápido 

Teste 

rápido 

Teste 

rápido 

Tipo de 

espécime 

Soro ou 

plama 
Soro 

Soro ou 

plama 
Soro Soro Soro Soro Soro 

Soro ou 

plama 

Soro, 

plama ou 

sangue 

Soro ou 

plama 

Soro ou 

plama 

Volume de 

amostra 

requerida 

10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 75 µL 50 µL 50 µL 10 µL 50 µL 50 µL 

Tempo 

aproximado 
6 horas 4 horas 4 horas 4 horas 4 horas 4 horas 2.5 horas 2.5 horas 2.5 horas 

15 

minutos 

15 

minutes 

15 

minutes 

Equipamento 

requerido 
sim sim sim sim sim sim sim sim Sim não não não 
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1.9.4.1. DETECÇÃO DO ANTÍGENO NS1: 

 

Ensaios qualitativos nos formatos de Teste rápido (RDT) e ELISA foram 

desenvolvidos para detecção do antígeno NS1, que surgem no sangue, logo nos 

primeiros dias após o início da febre permanecendo detectável até em torno do 

nono dia da doença, a partir de infecções primárias e secundárias. Embora alguns 

estudos apontem uma menor sensibilidade de detecção nas infecções secundárias, 

devido à formação de imunocomplexos com anticorpos anti-NS1, uma elevada 

porcentagem de casos positivos pode ser devido a uma maior viremia. 

O formato RDT baseia-se na imunocromatografia de fluxo lateral, onde o  

antígeno NS1 presente na amostra do paciente irá formar um complexo com as 

partículas coloidais de ouro revestidas com anticorpos anti-NS1. Após a migração, 

os complexos serão capturados por anticorpos anti-NS1 na linha de teste, onde uma 

linha azul ou roxo aparecerá (Figura 1.12).  

 

 

 

Figura 1.12: Abordagens mais comumente utilizadas por alguns testes rápidos 

disponíveis comercialmente para o diagnóstico das infecção por DENV, e 

alguns resultados possíveis. Exemplos de teste rápido para (A) captura de 

antígeno NS1 e (B) detecção combinada de NS1 e anticorpos IgM / IgG (adptado de 

Lima et al., 2014). 

 

 

Soro, plasma 

ou sangue 

Soro, plasma 

ou sangue 
NS1 positivo Negativo Inválido 

IgG positivo Negativo NS1 positivo NS1 / IgM 

positivo 

IgM / IgG 

positivo 

A) 

B) 
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Os testes de ELISA são baseados no formato sanduíche em microplacas 

para ensaios imunoenzimáticos de detecção qualitativa do antígeno NS1 dos DENV 

em soro ou plasma humano (Figura 1.13). Apesar de ter uma maior sensibilidade 

para confirmar os casos, os resultados são obtidos em cerca de 150 min, mas 

também são fáceis de realizar mas requerem o uso de equipamentos especiais, tal 

como um leitor de placas de ELISA. Enquanto que, os RDTs são mais convenientes 

ao uso, com resultados que podem ser obtidos dentro de 15-20 minutos, são fáceis 

de implementar e o seu desempenho não envolve o uso de equipamentos especiais 

de laboratório.  

 

 

 

Figura 13: Esquema da detecção do antígeno NS1 para o diagnóstico 

sorológico das infecções por DENV. 

 

 

1.10. PREVENÇÃO E CONTROLE: 

 

 Os três aspectos fundamentais do controle e prevenção da dengue são a 

vigilância epidemiológica para um bom planejamento, redução da doença e 

mudança de conduta para melhorar o controle do vetor. No entanto, a maioria dos 

países endêmicos tem um programa de controle e prevenção do dengue que inclui 

um componente de controle do vetor que é frequentemente ineficaz e insuficiente. 

Estes programas combinam métodos de melhoramento ambiental e métodos 

Microplaca 

Anti-NS1 mAb  
 

Soro Paciente 

(Ag NS1) 

Anti-NS1 mAb / HRP  
 

Solução de Bloqueio 
 

Substrato (TMB)  
 

Substrato não colorido Substrato 

colorido 
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químicos, como administração de larvicidas e “sprays” ambientais adulticidas (OMS, 

2009; Guzman et al., 2010).  

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

Erradicação de A. aegypti (PEAa) com o objetivo de reduzir sua infestação, a 

incidência da doença e a letalidade por FHD. Entretanto, a reemergência do DENV-

1 no país e a introdução do DENV-4, com sua rápida disseminação, evidenciaram a 

facilidade para a circulação dos sorotipos ou cepas 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).  

 Desenvolver uma vacina contra o DENV tem sido prioridade pela OMS, 

porém o desenvolvimento tem enfrentado algumas dificuldades, tais como a 

necessidade de imunizar contra os quatro sorotipos com alta eficiência para evitar a 

ocorrência de uma doença grave em caso de infecção secundária e a ausência de 

um modelo experimental para estudar a resposta pós-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 em refrigeração ou à 

temperatura ambiente (Figueiredo, 1999). 

 Diversas abordagens para o desenvolvimento de uma vacina eficaz estão 

sendo utilizadas como as vacinas de vírus atenuado, de vírus inativados vacinas de 

subunidades e de DNA. Atualmente as vacinas desenvolvidas e em fase 

experimental utilizando vírus vivo atenuado são 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 DO ESTUDO: 

 

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

notificações de casos de dengue sem gravidade, dengue grave e óbitos ressalta a 

importância da vigilância destes agentes no país. Como o dengue é uma doença 

viral sem tratamento específico e uma vacina anti-DENV preventiva e eficaz ainda 

não se encontra disponível, as medidas de controle ao vetor consistem no principal 

instrumento para a prevenção das infecções por estes vírus. O monitoramento das 

infecções por DENV através de um programa de vigilância ativo em conjunto com 

ações envolvendo aspectos clínicos, epidemiológicos, virológicos, sorológicos e 

entomológicos, principalmente em períodos inter-epidêmicos, visa à detecção da 

circulação viral em período hábil para que sejam evitadas extensas epidemias 

(Gubler, 1989). Neste contexto, o laboratório possui um papel fundamental atuando 

constantemente no monitoramento destas infecções.  

O Laboratório de Flavivirus (LABFLA) IOC/ FIOCRUZ, estabelecido desde 

1986, como Centro de Referência Regional de Dengue e Febre Amarela, recebe 

continuamente casos suspeitos de dengue durante períodos epidêmicos e inter-

epidêmicos. Em colaboração com o Laboratório de Transmissores de 

Hematozoários (LATHEMA), IOC/FIOCRUZ, vem há vários anos, realizando estudos 

baseados na vigilância entomológica do dengue em mosquitos vetores coletado no 

campo. Estudos prévios demonstraram a sensibilidade e especificidade de testes 

comerciais para a captura do antígeno NS1 no diagnóstico precoce das infecções 

por dengue e seu papel como uma ferramenta diagnóstico adicional às abordagens 

existentes. Durante esta fase da infecção, a proteína NS1 é produzida associada à 

membrana ou pode ser secretada na superfície celular (Mason, 1989; Westaway et 

al., 1997), sendo encontrada circulando no soro de pacientes apresentando infecção 

primária ou secundária (Young et al., 2000). A NS1 pode ser detectada até 9 dias 

após o início dos sintomas, tanto de pacientes com DC quanto FHD e antes mesmo 

que o IgM se torne detectável (Alcon et al., 2002).  

  Em 2008, o Ministério da Saúde implantou unidades sentinelas em 

municípios estratégicos no país, utilizando testes de captura de antígeno NS1 para o 

diagnóstico precoce do dengue, contudo, sem uma avaliação completa do 

desempenho destes testes.  No entanto, o papel destes testes em espécimes 

alternativos como tecidos de casos fatais, sangue coletado por punção digital, saliva 

e vetor ainda não havia sido completamente demonstrado. 
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  Diante do exposto e considerando que no Brasil, os kits comerciais 

utilizados nos laboratórios de diagnóstico, por serem importados, acabam elevando 

o custo de cada reação. Além disso, a hiperendemicidade e a grande quantidade de 

casos registrados destacam a urgência do desenvolvimento de um kit nacional, 

sensível e específico. 
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3. OBJETIVOS: 

   Avaliar o desempenho e as aplicações alternativas dos testes de captura de 

antígeno NS1 disponíveis comercialmente para o diagnóstico precoce das infecções 

pelos DENV.  

 

3.1.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar o desempenho de três kits de captura de antígeno NS1 disponíveis 

comercialmente para o diagnóstico precoce das infecções por DENV em 

amostras de soro e de tecidos provenientes de casos fatais de dengue; 

2. Comparar duas gerações de um ELISA para a captura de antígeno NS1 

disponíveis comercialmente após o aperfeiçoamento do teste pelo fabricante 

para o diagnóstico precoce das infecções por DENV em amostras de soro; 

3. Avaliar a potencial utilização de testes de captura de antígeno NS1 em 

mosquitos Aedes aegypti coletados durante uma vigilância entomológica 

realizada no campo; 

4. Testar diferentes métodos de dissociação de imunocomplexos antígeno-

anticorpo para o aumento da sensibilidade do teste de captura de antígeno 

NS1 em casos de infecção secundária de DENV-4; 

5. Avaliar a utilização de sangue coletado por punção digital utilizando papel 

de filtro como espécime alternativo para a utilização em testes de captura de 

antígeno NS1; 

6. Realizar uma revisão bibliográfica dos principais kits disponíveis 

comercialmente para o diagnóstico das infecções pelos DENV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R
E
S

U
L
T
A

D
O

S
 

[Monique da Rocha Queiroz Lima] 

[Antígeno NS1 dos Vírus Dengue: 

desempenho de testes disponíveis 

comercialmente e aplicações alternativas 

para o diagnóstico precoce das infecções 

por dengue.] 

[17/03/2014] 



 

40 
 

4. RESULTADOS: 

   Os resultados obtidos serão apresentados sob a forma de manuscritos 

publicados ou submetidos à publicação em revistas indexadas: 

 

Artigo 1. - Comparison of Three Commercially Available Dengue NS1 Antigen 

Capture Assays for Acute Diagnosis of Dengue in Brazil. (Publicado na PLoS 

Neglected Tropical Disease 4(7): e738, 2010. doi:10.1371/journal.pntd.0000738). 

 

Artigo 2. - A new approach to dengue fatal cases diagnosis: NS1 antigen capture in 

tissues. (Publicado na PLoS Neglected Tropical Disease 5(5): e1147, 2011. 

doi:10.1371/journal.pntd.0001147). 

 

Artigo 3. - Comparison of Two Generations of the Panbio Dengue NS1 Capture 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. (Publicado na Clinical And Vaccine 

Immunology 18(6): 1031-1033, 2011. doi:10.1128/CVI.00024-11). 

 

Artigo 4. - Dengue virus type 4 in Niterói, Rio de Janeiro: the role of molecular 

techniques in laboratory diagnosis and entomological surveillance. (Publicado nas 

Memórias do Instituto Oswaldo Cruz (Impresso) v. 107, p. 940-945, 2012. 

Dói:10.1590/S0074-02762012000700017). 

 

Artigo 5. – A simple heat dissociation method significantly increases the ELISA 

detection sensitivity of the nonstructural-1 glycoprotein in dengue type-4 virus 

infected patients. (Aceito para publicação na Journal Virological Methods). 

 

Artigo 6. - Evaluation of available elution methods for dried blood spot for the use in 

the serodiagnosis of dengue infections. (Artigo submetido à Journal Virological 

Methods). 

 

Capítulo de Livro 1 - Dengue diagnosis: commercially available kits and laboratory 

support. (Capítulo de Livro publicado na Clinical Insights. Future Medicine Ltd. doi: 

10.2217/EBO.14.8). 
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Artigo 1: Comparison of Three Commercially Available Dengue NS1 Antigen 

Capture Assays for Acute Diagnosis of Dengue in Brazil. 

 

 Relação do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados apresentados 

neste manuscrito são referentes ao seguinte objetivo: 

 

 Objetivo Específico 1: Avaliar o desempenho de três kits de captura de 

antígeno NS1 disponíveis comercialmente para o diagnóstico precoce das infecções 

por DENV em amostras de soro e de tecidos provenientes de casos fatais de 

dengue. 

   Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista PLoS Neglected 

Tropical Disease. 

   Fator de Impacto a Revista: 4.6930 

   Referência: Lima MdRQ, Nogueira RMR, Schatzmayr HG, Santos FBd 

(2010) Comparison of Three Commercially Available Dengue NS1 Antigen Capture 

Assays for Acute Diagnosis of Dengue in Brazil. PLoS Negl Trop Dis 4(7): e738. 

doi:10.1371/journal.pntd.0000738. 

 

   Resumo:  A dengue está associado com explosivas epidemias urbanas e 

tornou-se um grande problema de saúde pública em muitos países tropicais em 

desenvolvimento, incluindo o Brasil. O diagnóstico laboratorial da dengue pode ser 

realizado utilizando várias abordagens, no entanto ensaios específicos e sensíveis 

são úteis para diagnosticar a doença na sua fase inicial. A proteína não estrutural 

um (NS1) dos flavivirus, é uma glicoproteína altamente conservada e segregada, 

tornando-se uma proteína candidata para o diagnóstico rápido do dengue em países 

endêmicos. Nosso objetivo foi avaliar uso de três kits comerciais em um painel de 

450 amostras para o diagnóstico precoce do dengue no Brasil. O Dengue Early 

ELISA (PanBio Diagnostics) mostrou uma sensibilidade de 72,3% (159/220) e uma 

especificidade de 100%, enquanto que a sensibilidade do ensaio NS1 Platelia
TM

 

(Biorad Laboratories) foi de 83,6% (184 /220). No entanto, a sensibilidade mais 

elevada (89,6%; 197/220) foi obtida utilizando o NS1 Ag Strip (Biorad Laboratories). 

A menor sensibilidade foi observada em casos de DENV-3 por todos os três kits. 

Amostras positivas através do isolamento viral foram mais frequentemente 

encontradas quando comparadas aos casos positivos por RT-PCR nos três ensaios 
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e uma maior taxa de detecção foi observada durante os primeiros quatro dias após o 

início dos sintomas. A presença ou ausência do anticorpo IgM não mostrou 

influência na confirmação do Dengue Early ELISA (P = 0,6159). No entanto, uma 

maior confirmação por ambos os ensaios Platelia
TM

  NS1 (Biorad) e NS1 Dengue Ag 

Strip (Biorad) na ausência de IgM foi estatisticamente significativa (P< 0,0001 e P = 

0,0008, respectivamente). Apenas o teste NS1 Platelia
TM 

 mostrou maior 

sensibilidade para confirmar casos de infecções primárias do que os secundários. 

Os resultados indicam que os kits comerciais de antígeno NS1 para dengue são 

úteis para o diagnóstico laboratorial do dengue em casos agudos de infecção 

primária e secundária. Eles podem ser usado em combinação com o MAC-ELISA 

para a detecção de casos suspeitos e como teste de triagem para complementar o 

isolamento viral. 
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Artigo 2: A New Approach to Dengue Fatal Cases Diagnosis: NS1 Antigen 

Capture in Tissues. 

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados 

apresentados neste manuscrito são referentes aos seguintes objetivos: 

 

 Objetivo Específico 1: Avaliar o desempenho de três kits de captura de 

antígeno NS1 disponíveis comercialmente para o diagnóstico precoce das infecções 

por dengue em amostras de soro e de tecidos provenientes de casos fatais por 

dengue. 

 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista PLoS Negleted 

Tropical Disease. 

 

Fator de Impacto da Revista: 4.6930 

 

Referência: Lima MdRQ, Nogueira RMR, Schatzmayr HG, de Filippis 

AMB, Limonta D, Santos FBd. (2011) A New Approach to Dengue Fatal Cases 

Diagnosis: NS1 Antigen Capture in Tissues. PLoS Negl Trop Dis 5(5): e1147. 

doi:10.1371/journal.pntd.0001147. 

 

 Resumo: O Brasil é responsável por cerca de 80% dos casos de 

dengue nas Américas, uma vez que a introdução do dengue em 1986 resultou 

em um total de 5.944.270 casos relatados, incluindo 21.596 dengue 

hemorrágica e 874 casos fatais. O DENV pode infectar muitos tipos celulares e 

causar diversos efeitos clínico e patológicos. O objetivo do estudo foi investigar 

a utilidade do teste de captura do antígeno NS1 como uma ferramenta 

alternativa para detectar os DENV em tecidos de casos fatais previamente 

confirmados como dengue (n = 23), ocorrido em 2002 no Brasil. Um total de 74 

amostras de fragmentos de tecidos disponíveis foram utilizados: fígado (n= 23), 

pulmão (n= 14), rim (n= 04), cérebro (n= 10), coração, (n= 02), pele (n= 01), 

baço (n= 15), timo (n= 03) e linfonodo (n= 02). Foram avaliados três testes para 

a captura de antígenio NS1: Dengue Early ELISA (PanBio Diagnostics), NS1 

Platelia
TM

 (BioRad Laboratories) e o teste rápido NS1 Ag Strip (BioRad 

Laboratories). A sensibilidade geral dos casos fatais por dengue com base 

apenas nos fragmentos de tecidos analisados por Dengue Early ELISA, NS1 
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Platelia
TM

 e o NS1 Ag Strip foi de 34,7% (08/23), 60,8% (14/23) e 91,3% (21/23), 

respectivamente. O Dengue Early ELISA detectou o antígeno NS1 em 22,9% 

(17/74) das amostras analisadas e o NS1 Platelia
TM

 em 45,9% (34/74). A maior 

sensibilidade (78,3%, 58/74) foi obtida através do NS1 Ag Strip, e as diferenças 

de sensibilidades foram estatisticamente significativa (p< 0,05). O NS1 Ag Strip 

foi o mais sensível no fígado (91,3%, 21/23), no pulmão (71,4%, 10/14), no rim 

(100%, 4/4), no cérebro (80%, 8/10), no baço (66,6%, 10/15) e no timo (100%, 

3/3) quando comparados com os outros dois ensaios ELISA. Este estudo 

demonstra o ensaio de captura do antígeno NS1 dos DENV como uma 

abordagem rápida e valiosa para confirmação dos casos de dengue pós-morten. 

Com um número crescente de FHD e casos fatais, a disponibilidade de novas 

abordagens se torna útil para confirmação de casos suspeitos e desempenha 

uma importante ferramenta para a vigilância de doenças.
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Artigo 3: Comparison of Two Generations of the Panbio Dengue NS1 Capture 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 

 

 Relação do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados apresentados 

neste manuscrito são referentes ao seguinte objetivo: 

 

 Objetivo Específico 2: Comparar duas gerações de um ELISA para a 

captura de antígeno NS1 disponível comercialmente após o aperfeiçoamento do 

teste pelo fabricante para o diagóstico precoce das infecções por DENV em 

amostras de soro. 

 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista Clinical And Vaccine 

Immunology 

 

Fator de Impacto a Revista: 2,5460 

 

Referência: Monique da Rocha Queiroz Lima, Rita Maria Ribeiro Nogueira, 

Ana Maria Bispo de Filippis, and Flavia Barreto dos Santos. Comparison of Two 

Generations of the Panbio Dengue NS1 Capture Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay. Clinical And Vaccine Immunology, June 2011, p. 1031–1033 Vol. 18, No. 

61556-6811/11. doi:10.1128/CVI.00024-11. 

 

Resumo:  Comparamos duas gerações de kits comerciais para captura de 

antígeno NS1 da Panbio (Brisbane, Austrália) para o diagnóstico precoce da 

infecção pelo vírus dengue: a primeira geração pan E-Dengue Early ELISA e a 

segunda geração Dengue Early ELISA. O teste resultou que a remodelação tornou o 

teste altamente sensível e específico adequado para utilização como teste de 

primeira linha no campo. 
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Artigo 4: Dengue virus type 4 in Niterói, Rio de Janeiro: the role of molecular 

techniques in laboratory diagnosis and entomological surveillance. 

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados apresentados 

neste manuscrito são referentes aos seguintes objetivos: 

 

 Objetivo Específico 3: Avaliar a potencial utilização de testes de 

captura de antígeno NS1 em mosquitos Aedes aegypti coletados durante uma 

vigilância entomológica realizada no campo. 

 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz (Impresso). 

 

Fator de Impacto da Revista: 2,1470 

 

Referência: Castro, MG; Nogueira, RMR; de Filippis, AMB; Ferreira, AA; 

Lima, MRQ; Faria, NRC; Nogueira, FB; Simões, JBS; Nunes, PCG; Sampaio, SA; 

lourenço-de-Oliveira, R; dos Santos, FB. Dengue virus type 4 in Niterói, Rio de 

Janeiro: the role of molecular techniques in laboratory diagnosis and entomological 

surveillance. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz (Impresso) , v. 107, p. 940-945, 

2012. http://dx.doi.org/10.1590/S0074-02762012000700017. 

 

Resumo: Em Niterói, no estado do Rio de Janeiro, o DENV-4 foi isolado 

pela primeira vez em março de 2011. Analisou-se os resultados laboratoriais dos 

primeiros casos e foi avaliada a utilização de técnicas de biologia molecular para a 

detecção do DENV-4, em Aedes aegypti que foram capturados no campo. Reação 

convencional da RT-PCR e em tempo real Simplexa ™ Dengue confirmou a 

infecção pelo DENV-4, em todos os casos. Além disso, o DENV-4 foi confirmado em 

um espécime de Ae. aegypti fêmea com 1,08 x 10
3
 cópias / mL do vírus, tal como 

determinado por RT-PCR em tempo real quantitativo. Esta é a primeira vez que o 

ensaio Simplexa™ em tempo real foi usado para a classificação dos casos de 

dengue e para investigações entomológicas. A utilização destas técnicas de biologia 

molecular demonstrou ser importante para a vigilância da dengue em humanos e 

vetores. 
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Artigo 5: A simple heat dissociation method significantly increases the ELISA 

detection sensitivity of the nonstructural-1 glycoprotein in dengue type-4 virus 

infected patients.  

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados apresentados 

neste manuscrito são referentes aos seguintes objetivos: 

 

 Objetivo Específico 4: Estabelecer métodos de dissociação de 

imunocomplexos antígeno-anticorpo para o aumento da sensibilidade do teste de 

captura de antígeno NS1 em casos de infecção secundária de DENV-4. 

 

Situação do Manuscrito: Artigo aceito para publicação na revista Journal 

of Virological Methods. 

 

Fator de Impacto da Revista: 1,900  
 

Referência: Monique da Rocha Queiroz Lima, Rita Maria Ribeiro Nogueira, 

Ana Maria Bispo de Filippis, Priscila Conrado Guerra Nunes, Carla Santos de 

Sousa, Manoela Heringer da Silva, Flavia Barreto dos Santos. A simple heat 

dissociation method significantly increases the ELISA detection sensitivity of the 

nonstructural-1 glycoprotein in dengue type-4 virus infected patients.  

 

Resumo: A forma secretada da glicoproteína não estrutural-1(NS1) do 

vírus dengue (DENV) tem sido proposta como sendo útil ao diagnóstico das 

infecções por DENV em amostras de soro de pacientes. Neste estudo, 471 

amostras positivas para DENV-4 dos pacientes de fase aguda foram selecionados. 

Estas amostras foram coletadas no período de março de 2011 a outubro 2012. Os 

soros primários (n= 228) e secundários (n= 238) de DENV-4 foram identificados 

utilizando ELISA de captura de IgM e IgG. A sensibilidade do teste ELISA de 

detecção da glicoproteína NS1 dos DENV foi avaliada em amostras de soro que não 

foram pré-tratadas e que foram pré-tratadas por dissociação de ácido e calor, antes 

de ser testado. A dissociação ácida e de calor realizada nas amostras de soro de 

pacientes com DENV-4 para as infecções primárias e secundárias aumentaram 

significativamente a sensibilidade da detecção da glicoproteína NS1 de 54,4% para 

77,2% e 82% e de 39% para 63,9% e 73,1%, respectivamente. O tratamento de 
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amostras de soro de pacientes infectados com o DENV utilizando a  dissociação por 

calor (100°C durante 5 minutos), demonstrou ser, portanto, muito útil em aumentar a 

sensibilidade da detecção da glicoproteína NS1. 
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Artigo 6: Evaluation of available elution methods for dried blood spot for the use in 

the serodiagnosis of dengue infections. 

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados apresentados 

neste manuscrito são referentes ao seguinte objetivo: 

 

 Objetivo Específico 5: Avaliar a utilização de sangue coletado por 

punção digital utilizando papel de filtro como espécime alternativo para a utilização 

em testes de captura de antígeno NS1. 

Situação do Manuscrito: Artigo submetido à revista Journal Virological 

Methods. 

Fator de Impacto a Revista: 1,900 

Referência: Monique da Rocha Queiroz Lima, Rita Maria Ribeiro Nogueira, 

Ana Maria Bispo de Filippis, Priscila Conrado Guerra Nunes, Jaqueline Bastos 

Santos Simões, Nieli Rodrigues da Costa Faria, Flavia Barreto dos Santos. 

Comparison of available methods to elute from dried blood spot samples for Dengue 

serology. 

Resumo: A coleta de sangue seco (DBS) é mais simples porque não 

necessita de profissionais com experiência, não requer instalações para 

centrifugação e podem ser armazenadas e transportadas à temperatura ambiente.  

Não esperamos que as técnicas atuais de coleta de plasma ou soro sejam 

substituídas por coleta de DBS, mas este método oferece oportunidades adicionais 

a locais com menos recursos ou quando a quantidade de sangue a ser colhido é 

limitada. Com isso, cinco protocolos existentes para a extração de soro de sangue 

seco em papel filtro foram comparados. Os critérios de avaliação incluíram a 

detecção dos anticorpos IgM e IgG, captura de antígeno NS1; tipo do eluato; 

volumes de eluatos recuperados; tamanho do disco de papel de filtro; o tempo de 

processamento; dificuldade do protocolo; equipamentos necessários; segurança e 

os custos estimados. A captura do antígeno NS1 de dengue e detecção de 

anticorpos IgM de dengue em eluatos obtidos com o protocolo 1 demonstrou que a 

utilização do diluente do próprio kit (tampão 1) foi mais eficiente na confirmação das 

amostras positivas (10/10) e negativos (15/15). A utilização dos tampões 2, 3 e 5 
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foram eficazes na confirmação das amostras positivas e negativas utilizando o 

protocolo 4 para a detecção dos anticorpos IgG de dengue. O volume dos eluatos 

recuperados foram suficientes para a realização de todos os testes. Todos os 

protocolos mostraram ser relativamente fáceis de realizar, no entanto, apenas dois 

protocolos requereram menos de 50 min. Em geral, os protocolos de comparação 

tiveram um bom desempenho na extração dos anticorpos e antígenos do papel de 

filtro. 
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ABSTRACT 25 

The current diagnostic tests used for dengue viruses (DENV) infections involve phlebotomy 26 

for detecting anti-DENV antibodies, antigens and/or viral RNA. Dried blood spots (DBS) are a 27 

minimally invasive method for samples collection and are easy to store, ship, handle and test, 28 

specially in remote settings. Evaluation studies using commercially available and in-house 29 

enzyme immunoassays, demonstrated that collection of DBS is a feasible and reproducible 30 

alternative to phlebotomy for dengue diagnosis. However, a crucial step prior to the DBS 31 

testing is the elution of the blood that may interfere in the diagnostic assay sensitivity. Five 32 

existing protocols for eluting the blood from the DBS from filter paper were compared.  33 

 34 

Assessment criteria included the detection by anti-DENV IgM, anti-DENV IgG, DENV NS1 35 

capture, volumes of recovered eluates, disk size of the filter paper, processing time and 36 

throughput, complexness of the protocol, equipment required, safety and estimated costs.  37 

 38 

Capture of DENV NS1 antigen and anti-DENV IgM antibody in eluates obtained by the 39 

protocol decribed by Matheus et al (2008) using the kits’ dilution buffer itself (buffer 1) 40 

resulted in  the highest sensitivities by both tests, with 100% agreement on positive (10/10) 41 

and negative (15/15) cases. The use of buffers 2, 3 and 5 were effective in confirmation of 42 

positive and negative samples using the protocol 4 for detection of dengue IgG antibody in 43 

eluates. Sufficient eluate volumes recovered were for all tests. While all protocols were 44 

relatively easy to perform, only two protocols required less than 50min for completion. In 45 

general, the protocols analyzed performed well on the extraction of antibodies and antigen 46 
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from DBS for dengue serology, with differences observed on the time for completion, required 47 

equipment and cost. 48 

 49 

Introduction 50 

Dengue is an acute infectious disease caused by one of the four dengue viruses serotypes 51 

(DENV). The DENV infect more than 50 million people resulting in an estimated 500,000 52 

hospitalizations and more than 12,500 deaths, mostly in children (WHO, 2009). Currently, 53 

there is no effective vaccine against DENV infections. Laboratory diagnosis combined to the 54 

epidemiological surveillance is essential to guide dengue control efforts. Serum is the 55 

specimen most frequently used for dengue serology. Thus, proper suspect case investigation 56 

requires that several specimens be obtained. However, these specimens can pose problems in 57 

their collection due to the invasive nature of venipuncture and its poor acceptance by the 58 

patient and parents, their storage and transportation to testing facilities (Bellini & Helfand, 59 

2003). 60 

 61 

The World Health Organization (WHO) supports the use of filter paper dried blood spots 62 

(DBS) as specimen collection alternatives to overcome the above mentioned limitations. 63 

Inclusion of DBS in the list of specimens collected for dengue will facilitate collection and 64 

transport of specimens, as well as offer the potential for performing serology and genetic 65 

characterization using a single sample (Matheus et al, 2007; 2008; 2014). Recent performance 66 

evaluation studies using commercially available and in-house enzyme immunoassays, 67 

demonstrated that collection of DBS is a feasible and reproducible alternative to phlebotomy 68 

for dengue diagnosis (Matheus et al, 2007; 2008; 2012; Balmaseda et al, 2008; Aubry et al, 69 
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2012; Matheus et al, 2014). In addition, blotting paper has been used as a blood support for the 70 

diagnosis of human immunodeficiency virus, hepatitis B and C viruses, rubella, measles, CMV 71 

and Chikungunya (Solomon et al, 2002; Hogrefe et al., 2002; El Mubarak et al, 2004; Villar et 72 

al., 2011; Jutte et al, 2013; Brandão et al, 2013; Timothy et al, 2013; Andriamandimby et al, 73 

2013; Kaine et al, 2014). 74 

 75 

Several methods have been used to extract blood products including serum from DBS for 76 

serology of infectious diseases. Some of the protocols are ideal for field situations, while 77 

others require well-equipped laboratories. In all protocols, disks are excised from DBS and 78 

soaked in elution buffer, which helps to diffuse serum components from the rehydrated filter 79 

paper matrix (Draper & Kelly, 1969; Monto et al, 1969; Chisthy, 1971; Fortes et al., 1989; 80 

Hanna et al., 1989; Condorelli et al., 1994; Tappin et al., 1998; Helfand et al., 2001; Hogrefe 81 

et al., 2002; Riddell et al, 2002; 2003; Korukluoglu, 2004; Akoua-Koffi, 2004; Villar et al, 82 

2011; Marques et al, 2012). In some cases, serum diffusion is integrated in the immunoassay 83 

procedure (Matheus et al, 2007; 2008; 2014). In other protocols, DBS serum elution is taken 84 

one step further by manually extruding or by centrifuging the soaked disks to actively recover 85 

DBS components (Draper & Kelly, 1969; Monto et al., 1969; Chishty, 1971; Riddell et al., 86 

2002; 2003; Korukluoglu, 2004; Akoua-Koffi, 2004; Tran, 2006; Mercarder et al, 2006; 87 

Matheus et al, 2007). Additionally, protocols may differ in the number and diameter of the 88 

filter disks for elution, depending on the subsequent serological immunoassay (Draper and 89 

Kelly, 1969; Chishty, 1971; Fortes et al., 1989; Hanna et al., 1989; Condorelli et al., 1994; 90 

Helfand et al., 2001; Hogrefe et al., 2002; Riddell et al., 2003; Tran, 2006; Villar, 2011). 91 

 92 
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Here, we aimed to compare available methods for DBS serum elution for dengue 93 

serodiagnosis and propose one that will allow the recovery of the maximum volume of eluted 94 

sample in the minimum time, effort and cost. We compared five protocols and seven buffers 95 

using the dengue immunoassays used for dengue laboratorial diagnosis as evaluation criteria.  96 

 97 

Material and methods 98 

Ethics statement 99 

Filter papers disks were spiked with positive or negative serum samples available from the 100 

collection of the Laboratory of Flavivirus, IOC/FIOCRUZ, from an ongoing Project approved 101 

by the Ethics Committee on Human Research (CEP 274/05). 102 

 103 

Dried blood spot (DBS) samples  104 

A panel of 25 spiked DBS was prepared and consisted of disks with red blood cells spiked 105 

with a pool of IgM, IgG and NS1 positive samples (n=10), disks with red blood cells spiked 106 

with negatives serum (n=10) and disks with red blood cells only (n=5). These DBS samples 107 

were prepared at the Laboratory of Flavivirus, IOC/FIOCRUZ using positive and negative 108 

cases received and tested in the laboratory. Before testing, the quality of the DBS was 109 

determined by visual inspection. DBS samples were prepared by spotting 3–5 drops 110 

(approximately 75µl) of whole blood, onto Whatman filter paper 903 (GE Healthcare, Bio-111 

Sciences Corporation), until the 12-mm pre-printed circular paper disks were completely 112 

filled. 113 

 114 

Elution Buffers 115 
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Elution buffers were composed as follows: Buffer 1: dilution buffer from the commercial kit 116 

itself; Buffer 2: 1x PBS pH 7.2; Buffer 3: 1x PBS pH 7.2 + 0.05% Tween 20; Buffer 4: 1x 117 

PBS pH 7.2 + 0.05% Tween 20 + 0.005% sodium azide; Buffer 5: 1x PBS pH 7.2 + 0.05% 118 

Tween 20 + 5% non-fat dry milk (NFDM); Buffer 6: 1x PBS pH 7.2 + 0.5% BSA and Buffer 119 

7: DNAse/RNAse free water. Buffer 2 was prepared using NaCl (Sigma–Aldrich, St. Louis, 120 

MO), KCl (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO), Na2HPO4, KH2PO4 (Merck, Darmstadt, Germany) 121 

and distilled H2O (Sambrook et al., 1989). Buffer 2 was used for preparation of all other 122 

buffers.  123 

 124 

Elution of serum from dried blood spot (DBS) 125 

A step-by-step description of each of the five protocols used for the elution of serum from the 126 

DBS is provided on Table 1. To elute DBS samples, a 3-mm or 6-mm filter paper disk was cut 127 

and transferred to 1,5mL microtubes. Protocol 1 was performed as previously described by 128 

Matheus et al (2008). One drop of blood absorbed onto filter paper was cut and placed in a 129 

sterile microtube containing 150µL of the dilution buffer provided by the kit in use. After 30 130 

minutes of incubation at room temperature, 100µL of the blood samples and controls were 131 

incubated with 100µL of diluted conjugate for 90 minutes and 100µL of the supernatant was 132 

transferred to microplates. The subsequent steps were performed according to the 133 

manufacturer’s recommendations. Protocol  2 was evaluated by Matheus et al (2007). The 134 

filter paper was incubated in 400µL in Buffer 5 for 30 min at room temperature. The sample 135 

was centrifuged at 3,000 rpm for 10 min at 4°C, and 100µL of the supernatant was transferred 136 

to microplates. The subsequent steps were performed according to the manufacturer’s 137 

recommendations. Protocol 3 was described by Riddell et al, 2003 and modified by 138 
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Korukluoglu, 2004 and Akoua-Koffi, 2004. One disk of filter paper was cut and placed into on 139 

a microtube. After the addition of 400µL of the buffer, the microtube was agitated for 15 140 

minutes at room temperature to ensure thorough soaking of the disks. The microtube was 141 

incubated at 4°C overnight. After overnight elution, the microtube was agitated at room 142 

temperature for a further 15 minutes before centrifugation (10 minutes, 2.200Xg), and then 143 

100µL of the supernatant was transferred to microplates. The subsequent steps were performed 144 

according to the manufacturer’s recommendations. Protocol 4 was developed by Marques et al 145 

(2012) modified from Mercarder et al (2006). A filter paper disk was cut and transferred to a 146 

microtube containing 400µl of buffer and incubated overnight (18–24 hrs). After incubation, a 147 

pipette tip was used to transfer the DBS disk and elution buffer to the spin system. This system 148 

consists of a 15mL tube containing a microtube with a 3mL syringe at its end. Each paper disk 149 

was placed inside the syringe, which remains attached to the microtube containing the eluate.  150 

 151 

Then, this system was subjected to centrifugation for 10 min at 2.200Xg at room temperature, 152 

and only the microtubes containing the eluate were removed from the system and stored for 153 

testing. One hundred microliters of the supernatant was transferred to microplates. The 154 

subsequent steps were performed according to the manufacturer’s recommendations. Finally, 155 

protocol 5 was performed according to Draper & Kelly (1969), Monto et al (1969) and Chishty 156 

(1971). A filter paper disk was cut and transferred to a microtube containing 400µl of the 157 

buffer and incubated for 1hr at 4°C. After incubation, a pipette tip was used to transfer the 158 

DBS disk and elution buffer to the spin system. This system consists of a 15mL tube 159 

containing a microtube with a 3mL syringe at its end. Each paper disk was placed inside the 160 

syringe, which remains attached to the microtube containing the eluate. Then, this system was 161 
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subjected to the syringe plunger was pressed down the column and the resultant pressure 162 

expressed the hydrated specimen from the filter paper and into a labeled collecting tube, and 163 

only the microtubes containing the eluate were removed from the system and stored for testing. 164 

One hundred microliters of the supernatant was transferred to microplates. The subsequent 165 

steps were performed according to the manufacturer’s recommendations. 166 

 167 

Immunoglobulin M (IgM) antibody capture ELISA (MAC-ELISA) 168 

The Panbio dengue IgM Capture ELISA is for the qualitative detection of IgM antibodies to 169 

dengue antigen in serum. Serum antibodies of the IgM class, when present, combine with anti-170 

human IgM antibodies attached to the polystyrene surface of the microwell test strips. The 171 

antigens are produced using an insect cell expression system and immunopurified utilizing a 172 

specific monoclonal antibody. An equal volume of the HRP conjugated monoclonal antibody 173 

(MAb) is added to the diluted antigen, which allows the formation of antigen-MAb complexes.  174 

 175 

Residual serum is removed from the assay plate by washing, and complexed antigen-MAb is 176 

added to the assay plate. After incubation, the microwells are washed and a colorless substrate 177 

system, tetramethylbenzidine / hydrogen peroxide (TMB Chromogen) is added. The substrate 178 

is hydrolysed by the enzyme and the chromogen changes to a blue color. After stopping the 179 

reaction with acid, the TMB becomes yellow. Color development is indicative of the presence 180 

of anti-dengue IgM antibodies in the test sample. 181 

 182 

Immunoglobulin G (IgG) antibody detection ELISA (IgG— ELISA) 183 



 

101 
 

The IgG—ELISA was performed as previously described by Miagostovich (1999). Briefly, 96-184 

well plates were coated with hyper immune ascitic fluid (a mixture of anti-DENV-1 to 4), 185 

followed by the addition of a mixture of the four DENV antigens. Serum diluted 1:40 was 186 

added to the first well and four-fold dilutions were carried out up to the eighth well. After 187 

incubation, anti-human IgG conjugated to horseradish peroxidase was added. 188 

 189 

Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories) 190 

The test system (Platelia
TM

 Dengue NS1 AG, BioRad Laboratories, France) is based on a one-191 

step sandwich format microplate enzyme immunoassay to detect DENV NS1 antigen in human 192 

serum or plasma. The test uses murine monoclonal antibody for capture and revelation. If NS1 193 

antigen is present in the sample, an immune-complex MAb-NS1-MAb/peroxidase will be 194 

formed. Briefly, the specimens were allowed to thaw to laboratory ambient temperature (21–195 

22 ◦C). Sample diluent (50l), respective samples and controls (50 l each) and 100 l of 196 

diluted conjugate were incubated for 90 min at 37 ◦C within the respective microplate wells 197 

coated with purified mouse anti- NS1 monospecific antibodies. After a six-times washing step, 198 

160l of substrate was added into each well and incubated for 30 min at room temperature in 199 

the dark. The presence of immune-complex was demonstrated by a color development and the 200 

enzymatic reaction was stopped by adding 100l of 1N H2SO4. The OD reading was taken 201 

with a spectrophotometer at a wavelength of 450–620 nm and the amount of NS1 antigen 202 

present was determined by comparing the OD of the sample to the OD of the cut-off control. 203 

 204 

Statistical analysis 205 
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The derived data was tabulated using Microsoft Excel worksheets and evaluated by chi-square 206 

test using the Epi Info 7.0.9.34 (Center for Disease Control and Prevention, Atlanta) for any 207 

statistical significant association.  208 

 209 

Results 210 

Comparison of dried bloodspots (DBS) elution protocols and recovered eluates volumes 211 

Protocols 1 through 5 were compared to provide an overview of available elution methods 212 

performed without any applied force (protocols 1) and applied centrifugal or manual force 213 

(protocols 2 through 5). Protocols 1 to 3 were similar, performed on microcentrifuge tubes to 214 

soak the DBS discs and the eluted sample was removed from with a pipette. In contrast, 215 

protocols 4 and 5 used a syringe barrel for sample recovery. In protocol 5, following the 216 

incubation with elution buffer, the syringe plunger was pressed down and the resultant 217 

pressure elutes the hydrated specimen from the filter paper and into a collecting tube. The 218 

volume of the DBS eluates recovered according to the different protocols used was found to be 219 

highly reproducible in all procedures and is presented on Table 2.  220 

 221 

A smaller volume than desired was obtained by protocol 1 and it was sufficient for only one 222 

test. Elutions by protocols 2 to 5 with 400µL of elution buffer resulted in suboptimal volumes 223 

of recovered specimen and allowed the testing by the Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA, 224 

dengue IgM capture ELISA and IgG-ELISA. Of all methods, protocols 4 and 5 were those that 225 

resulted, in what appeared to be the complete elution of blood products from the DBS since 226 

the resultant filter paper discs were practically white and dry after the procedure. In contrast, 227 

filter paper discs following protocols 1–3 were seemingly saturated with hydrated blood, 228 
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indicating that a portion of the eluted sample was trapped in the filter paper fibers, and 229 

between the filter paper discs and could not be recovered. 230 

 231 

 Disk size of the filter paper 232 

To identify the ideal DBS size for the procedure, DBS samples were cut out in discs of 3 and 6 233 

mm diameters that were placed into a microtube. The two-sizes discs were eluted by the 234 

different buffers and protocols.  Overall,  an increased sensitivity  (70 -100%)  was obtained by 235 

using the 6 mm disks when tested by NS1 antigen capture,  anti-DENV IgM capture and anti-236 

DENV IgG detection (Tables 3 to 5). 237 

 238 

 Estimated cost, logistic, practical aspects per protocol 239 

Protocols that do not require any electrical equipment (protocols 1 and 5) were the most 240 

economical ones.  For laboratories with readily available equipment infrastructure, protocol 4 241 

would be the more expensive procedure regardless of the number of samples to be processed, 242 

followed by protocol 3.  Overall, protocols 1, 2 and 5 would be easy and less costly to 243 

implement in any laboratory currently performing serology, with protocol 4 and 5 being the 244 

most advantageous in terms of sample volume recovery and effective sample extraction. In 245 

general, all five protocols were found to be relatively easy and safe to perform. Protocol 5 was 246 

less straightforward due to manual handling during elution. Protocols 4 and 5 were found to be 247 

somewhat more laborious due to material preparation.  On the other hand, protocols 1 to 3 are 248 

more subjected to contaminations due to sample aerosol formation when opening and closing 249 

the microcentrifuge tubes during the procedure. Protocols not requiring any electric powered 250 

equipment (protocols 1 and 5) are obviously more suitable for field situations, where 251 
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infrastructure may be limited. Protocols that do not require overnight DBS elution (protocol 1, 252 

2 and 5) were found to be suitable for outbreak situations, when rapid processing of samples is 253 

needed (Table 1). 254 

 255 

 Selection and comparison of DBS elution buffers  256 

The ability to capture dengue NS1 antigen in samples eluted from DBS under the five 257 

protocols and seven buffers was determined using DBS spiked with NS1 positive and NS1 258 

negative serum specimens. By testing the samples by the Platelia
TM

 Dengue NS1 Ag-ELISA, 259 

no statistical differences (p>0,05) were observed on the test sensitivity by using the different 260 

buffers, independently of the protocols performed.  261 

 262 

However, in the protocol analysis, we observed that protocol 1 presented 100% agreement on 263 

the results of the positive (10/10) and negative samples (15/15). The use of the second protocol 264 

did not yield any positive result (0/10), but a 100% agreement with the negative samples was 265 

observed. 266 

 267 

In protocol 3, the use of DNAse/RNAse free water for elution in the the Platelia
TM

 Dengue 268 

NS1 Ag-ELISA, yield  90% of detection (9/10) in positive samples with 100% specificity for 269 

the negative samples. The highest sensitivity of  The Platelia
TM

 Dengue NS1 Ag-ELISA by 270 

using the protocol 4 and buffer 3 was considered statistically significant (p ≤ 0.05) whren 271 

compared to the others. In the protocol 5, the highest number of positive samples was obtained 272 

by using buffer 6 with 100% of detection (10/10) and 100% specificity for the negative 273 

samples. Based on these findings and previous studies using NS1 antigen capture on filter 274 
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paper (Matheus et al, 2008), the use of the diluent buffer from the kit itself (buffer 1) was more 275 

efficient in confirmation of positive and negative samples. Similarly, the detection of anti-276 

DENV IgM antibodies studied was performed by using DBS spiked with positive and negative 277 

anti-DENV IgM. By this method, no differences were observed by using the different 278 

protocols (p> 0.05), independently of the protocol used. However, the buffer 7 was inefficient 279 

for elution in all protocols. In analyzing the protocols, we found no significant differences (p> 280 

0.05) in the detection of anti-DENV IgM between positive and negative DBS samples.  281 

 282 

Nevertheless, protocols 1 and 2 obtained a 100% of agreement of the results of the positive 283 

samples (10/10) and negative (15/15). Protocols 3-5 showed  to be effective for the detection 284 

of anti-DENV IgM in positive samples. Based on these results using IgM antibody detection 285 

filter paper, the use of the diluent buffer from the kit itself was effective in the confirmation of 286 

positive and negative samples. Likewise, the detection of anti-DENV IgG antibodies studied 287 

was  performed using DBS spiked with anti-DENV IgG positive and negative sera. No 288 

significant differences in anti-DENV IgG detection was found between protocols analyzed in 289 

the positive and negative DBS samples. The use of buffers 2, 3 and 5 were effective in 290 

confirming positive and negative samples using the protocol 4. 291 

 292 

Discussion  293 

This study confirms the value of this type of clinical sampling for serological diagnosis of 294 

dengue infections for field screening studies. Indeed, because of the ease collection, storage, 295 

and transport, DBS samples collected on filter paper offer many practical advantages over 296 

conventional methods of serum collection and storage. This shows that this type of biologic 297 
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specimen is suitable for several types of laboratory studies of dengue. DBS cards have already 298 

proven to be useful in neonatal screening for inborn errors of metabolism (Guthrie & Susi, 299 

1963; Snijdewind et al, 2012). The goal of this study was to provide an overview and a 300 

comparison of methods used over the years to elute serum from DBS for the serodiagnosis of 301 

infectious diseases.  302 

 303 

The Whatman #903 filter paper used in this study is relatively thick and absorbent and has 304 

been used extensively to collect blood others diseases (Villar et al, 2011; Marques et al, 2012). 305 

This approach may be used for the diagnosis of chronic infection in endemic areas even when 306 

these are resource-limited (Mendy et al., 2005; Villa et al., 1981), since the use of DBS for a 307 

sample card has its value estimated at $0.42, versus $1.13 of venous blood collection. 308 

 309 

Other parameters evaluated were the disc diameter and volume of the eluates. In the present 310 

study, the same diameter and volume were employed for NS1 antigen capture, anti-DENV 311 

IgM, and anti-DENV IgG detection. Komas et al. (2010) also used 6 mm diameter discs for 312 

HBsAg and anti-HBc detection by MEIA, while Mendy et al. (2005) employed 6 mm diameter 313 

discs for HBsAg detection by IQA. However, Matheus et al. (2007, 2008) used 3mm diameter 314 

discs for NS1 capture of Dengue. A study by Tran et al. (2006) used two discs of 6mm for 315 

detection of anti-DENV IgM and anti-DENV IgG. The volume recovery of the blood collected 316 

is also a point of concern, because filter paper contains a small volume of serum diluted in the 317 

elution buffer. The amount of sample recovered from a punch of a DBS card varies with the 318 

size of the spot, which is influenced by the viscosity, due to variations in the hematocrit values 319 

(Ht) (Denniff & Spooner, 2010; Mei et al., 2001). Especially in young children, the quality 320 
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controls for correcting Ht levels may be required because their Ht values may differ from 321 

ranges that are common in adults (Pandya et al., 2011). In the present study, the volume 322 

recovered was enough to perform all tests proposed. 323 

 324 

Our data suggests that the protocol based on passive elution, i.e., protocol 1, using the kit’s 325 

diluent buffer, would work well for the elution and detection of anti-DENV IgM and NS1 326 

capture. In contrast, differences were observed in the eluates obtained by active elution, i.e. 327 

protocols 2-5. For anti-DENV IgM detection and NS1 capture, any of the protocols are likely 328 

to be useful for antibody elution and the buffer of choice would be impact in the result. In the 329 

case of anti-DENV IgG detection, the protocol 4 was the more efficient when used with the 330 

elution buffers 2, 3 and 4, probably due to their ability to reduce non-specific reactions in the 331 

ELISA. 332 

 333 

Brazil has a large territory where some individuals are inhabiting regions away from the great 334 

urban centers and the potential use of this approach for dengue diagnosis becomes especially 335 

valuable among communities located in those remote areas, where blood sample collection, 336 

storage and transportation are extremely difficult.  337 

 338 
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Table 1. Detailed description of the five protocols used for sample elution from dried blood spots. 453 

 
Protocols 

01 02 03 04 05 

References Matheus et al, 2008 Matheus et al, 2007 

Korukluoglu, 2004; 

Akoua-Koffi, 2004 

modified from 

Riddell et al. 2002, 2003 

Marques et al, 2012 

modified from 

 Mercarder et al, 2006 

Draper and Kelly, 1969; 

Chishty, 1971, Monto et 

al, 1969 

Elution container Microcentrifuge tube Microcentrifuge tube Microcentrifuge tube Syringe barrel Syringe barrel 

Punch DBS* disc yes yes yes yes yes 

Elution buffer addition yes yes yes yes yes 

Incubation on  

automatic shaker 
no no 15 min 15 min no 

Incubation time and 

temperature 
30 min / RT 30 min / RT o/n; 4°C o/n ; 4°C 1h / RT 

Agitation no no 15 min  no no 

Disc /buffer transfer to 

colunn 
no no no yes yes 

Applied force no 10 min / 2200Xg / 4°C 10min / 2200Xg  5 min / 1249.92Xg Manual 

Eluate  removal from 

container with a 

pipette 

yes yes yes no no 

Sample sotrage yes yes yes yes yes 

*Dried blood spot; RT: room temperature ; o/n: overnight; Xg: relative centrifugal force 454 
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Table 2: Volume of recovered dried blood spot eluates according to the different protocols used for elution. 455 

 456 

Protocol 
Volume of elution 

buffer 

Volume of 

recovered 

Volume necessary per assay 

NS1 capture 

ELISA 
MAC-ELISA IgG-ELISA 

01 200µL 190µL 

100µL 100µL 100µL 

02 

400µL 

420µL 

03 423µL 

04 450µL 

05 445µL 
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Table 3: Dengue NS1 antigen capture in dried blood spots by using the Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories) expressed as percentage detection rates. 

Protocol 

NS1 positive dried blood spot eluate (n=10) 

Buffer 1 Buffer 2 Buffer 3 Buffer 4 Buffer 5 Buffer 6 Buffer 7 

3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 

01 
10/10 

(100%) 

10/10 
b
 

(100%) Not Applicable 
 

Not Applicable 

02 

Not Applicable 

0/10 0/10 

03 
1/10 

(10%) 

3/10
b
 

(30%) 

5/10 

(50%) 

7/10
b
 

(70%) 

4/10 

(40%) 

8/10
b
 

(80%) 

5/10 

(50%) 

7/10
b
 

(70%) 
0/10 

7/10 

(70%) 
0/10 9/10 (90%) 

04 
4/10 

(40%) 

5/10
b
 

(50%) 

1/10 

(10%) 

10/10
a
 

(100%) 

5/10 

(50%) 

9/10
b
 

(90%) 
0/10 

5/10 

(50%) 

5/10 

(50%) 

8/10
b
 

(80%) 
0/10 4/10 (40%) 

05 
2/10 

(20%) 
0/10 

2/10 

(20%) 

9/10
a
 

(90%) 

1/10 

(10%) 

9/10
a
 

(90%) 

2/10 

(10%) 

9/10
a
 

(90%) 
0/10 

10/10 

(100%) 
0/10 5/10 (50%) 

 

Protocol 

NS1 negative dried blood spot eluate (n=15) 

Buffer 1 Buffer 2 Buffer 3 Buffer 4 Buffer 5 Buffer 6 Buffer 7 

3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 

01 
15/15 

(100%) 

15/15
b
 

(100%) 
Not Applicable 

  

Not Applicable 

02 

Not Applicable 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

03 
15/15 

(100%) 

15/15
b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15
 
 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15 
b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15 
b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15 
b
 

(100%) 

04 
9/15 

(60%) 

4/15
 b
 

(26.6%) 

14/15 

(93.3%) 

15/15
 b
 

(100%) 

14/15 

(93.3%) 

14/15
 b
 

(93.3%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

8/15 

(53.3%

) 

9/15 
b
 

(60%) 

13/15 

(86.6%) 

12/15
 b
 

(80%) 

05 
15/15 

(100%) 

15/15 
b
 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 
a
: Significant detection rate  due to the size of disk (p ≤ 0.05). 

b
: not a significant detection rate 
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Table 4: Detection of anti-DENV IgM antibodies in dried blood samples by the Panbio dengue IgM Capture ELISA expressed as detection rates percentages. 

Protocol 

IgM positive dried blood spot eluate (n=10) 

Buffer 1 Buffer 2 Buffer 3 Buffer 4 Buffer 5 Buffer 6 Buffer 7 

3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 

01 
6/10 

(60%) 

10/10
b
 

(100%) 
Not Applicable 

 

Not Applicable 

02 

Not Applicable 

6/10 

(60%) 

9/10
b 

(90%) 

03 
10/10 

(100%) 

10/10
 b
 

(100%) 

9/10 

(90%) 

10/10
 b
 

(100%) 

9/10 

(90%) 

10/10
 b
 

(100%) 

10/10 

(100%) 

10/10
 b
 

(100%) 

6/10 

(60%) 

10/10
b
 

(100%) 
0/10 

5/10
b
 

(50%) 

04 
3/10 

(30%) 

10/10 
a
 

(100%) 

4/10 

(40%) 

10/10
a
 

(100%) 

5/10 

(50%) 

10/10
a
 

(100%) 

7/10 

(70%) 

9/10
 b
 

(90%) 

10/10 

(100%) 

7/10
 b
 

(70%) 

5/10 

(50%) 

3/10
b
 

(30%) 

05 
3/10 

(30%) 

10/10
 a
 

(100%) 

7/10 

(70%) 

10/10
 b
 

(100%) 

3/10 

(30%) 

10/10
a
 

(100%) 

4/10 

(40%) 

8/10
 b
 

(80%) 

3/10 

(30%) 

10/10
a
 

(100%) 

10/10 

(100%) 

4/10
a
 

(40%) 

 

Protocol 

IgM negative dried blood spot eluate (n=15) 

Buffer 1 Buffer 2 Buffer 3 Buffer 4 Buffer 5 Buffer 6 Buffer 7 

3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 

01 

15/15 

(100%

) 

15/15
 b
 

(100%) 
Not Applicable 

  

Not Applicable 

02 

Not Applicable 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

03 
10/15 

(66.6%) 

2/15
a
 

(13.3%) 

7/15 

(46.6%) 
0/15 

6/15 

(40%) 
0/15

a
 0/15 0/15 

8/15 

(53.3%) 
0/15 

15/15 

(100%) 

13/15 
b
 

(86.6%) 

04 
15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

13/15
 b
 

(86.6%) 

14/15 

(93.3%) 

13/15 
b
 

(86.6%) 

11/15 

(73.3%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

7/15 

(46.6%) 

12/15
b
 

(80%) 

05 
15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

5/15 

(33.3%) 

11/15
b
 

(73.3%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

15/15 

(100%) 

15/15 
b
 

(100%) 
0/15 0/15

 
 

15/15 

(100%) 

11/15 
b
 

(73.3%) 
a
: Significant detection rate  due to the size of disk (p ≤ 0.05). 

b
: not a significant detection rate 
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Table 5: Detection of anti-DENV IgG antibodies in dried blood samples by IgG—ELISA (Miagostovich  et al. 1999) expressed as detection rates percentages. 

Protocol 

IgG positive dried blood spot eluate (n=10) 

Buffer 1 Buffer 2 Buffer 3 Buffer 4 Buffer 5 Buffer 6 Buffer 7 

3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 

01 

Not 

Applicable 

Not Applicable 

4/10 

(40%) 

7/10
 b
 

(70%) 
Not Applicable 

02 
3/10 

(30%) 

6/10
b
 

(60%) 

03 
10/10 

(100%) 

10/10 
b
 

(100%) 

8/10 

(80%) 

10/10 
b
 

(100%) 

7/10 

(70%) 

9/10
 b
 

(90%) 

8/10 

(80%) 

10/10
 b
 

(100%) 

5/10 

(50%) 

10/10
a
 

(100%) 

2/10 

(20%) 

3/10
 b
 

(30%) 

04 
5/10 

(50%) 

9/10 
b
 

(90%) 

3/10 

(30%) 

10/10 
a
 

(100%) 

5/10 

(50%) 

7/10
 b
 

(70%) 

8/10 

(80%) 

10/10
 b
 

(100%) 

6/10 

(60%) 

7/10
 b
 

(70%) 

5/10 

(50%) 

6/10
 b
 

(60%) 

05 
2/10 

(20%) 

7/10
 b
 

(70%) 

7/10 

(70%) 

9/10
 b
 

(90%) 

4/10 

(40%) 

8/10 
b
 

(80%) 

3/10 

(30%) 

8/10
 b
 

(80%) 

3/10 

(30%) 

10/10
a
 

(100%) 

1/10 

(10%) 

4/10
 b
 

(40%) 

Protocol 

IgG negative dried blood spot eluate (n=15) 

Buffer 1 Buffer 2 Buffer 3 Buffer 4 Buffer 5 Buffer 6 Buffer 7 

3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 6mm 3mm 

01 

Not 

Applicable 

Not Applicable 

6/15 

(40%) 

7/15
b 

(46.6%) 
Not Applicable 

02 
5/15 

(33.3%) 

8/15
b 

(53.3%) 

03 
9/15 

(60%) 

3/15 
b
 

(20%) 

6/15 

(40%) 
0/15 

5/15 

(33.3%) 

1/15
 b
 

(6.66%) 

2/15 

(13.3%) 

4/15
 b
 

(26.6%) 

7/15 

(46.6%) 

3/15
 b
 

(20%) 

14/15 

(93.3%) 

14/15
 b
 

(93.3%) 

04 
15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

13/15 

(86.6%) 

14/15
 b
 

(93.3%) 

14/15 

(93.3%) 

14/15
 b
 

(93.3%) 

12/15 

(80%) 

14/15
 b
 

(93.3%) 

15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

5/15 

(33.3%) 

9/15 
b
 

(60%) 

05 
15/15 

(100%) 

15/15
 b
 

(100%) 

8/15 

(53.3%) 

10/15
 b
 

(66.6%) 

13/15 

(86.6%) 

14/15
 b
 

(93.3%) 

14/15 

(93.3%) 

15/15 
b
 

(100%) 

4/15 

(26.6%) 

6/15
 b
 

(40%) 
0/10 

2/15
b
 

(13.3%) 
a
: Significant detection rate  due to the size of disk (p ≤ 0.05). 

b
: not a significant detection rate 
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Capítulo de Livro 1: Dengue Diagnosis: commercially available kits and laboratory 

support. 

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: Os resultados apresentados 

neste manuscrito são referentes aos seguintes objetivos: 

 

 Objetivo Específico 6: Realizar uma revisão bibliográfica dos 

principais kits diagnóstico para dengue. 

 

Situação do Manuscrito: Capítulo de livro publicado na Expert Reviews – 

Future Medicine Ltd. 

 

Fator de Impacto da Revista: Não se aplica. 
 

Referência: Monique da Rocha Queiroz Lima, Rita Maria Ribeiro Nogueira, 

Flavia Barreto dos Santos. Dengue Diagnosis: commercially available kits and 

laboratory support. Clincal Insights: Expert Reviews – Future Medicine Ltd. Cap.02. 

pg. 27-48. doi: 10.2217/EBO.14.8. 

 

Resumo: O diagnóstico laboratorial do dengue pode ser realizado através 

de diversos meios para a detecção do vírus, RNA viral, antígenos ou anticorpos 

específicos, ou ainda de uma combinação destes métodos. Em muitos cenários, tais 

como o cuidado dos pacientes, vigilância de surtos e investigações de epidemias, 

testes de vacinas e o diagnóstico diferencial, um diagnóstico preciso é de grande 

importância. No entanto, a escolha de um método ou de um teste não depende 

apenas do seu objetivo, mas também de fatores como a infra-estrutura do 

laboratório, conhecimentos técnicos disponíveis, a coleta das amostras, transporte e 

condições de armazenamento. A janela desejável para o diagnóstico da infecção por 

dengue baseia-se no período do início da febre (fase aguda), quando ocorre a 

viremia e o vírus pode ser isolado e o genoma viral pode ser detectado, até o 10° dia  

(fase de convalescença) após esse período os anticorpos anti-dengue podem ser 

detectados. Dependendo da fase, o diagnóstico específico, deve ser aplicado, no 

entanto essas técnicas geralmente realizadas para uma detecção viral direta, são 

mais específicas, porém menos disponíveis. O ensaio Enzyme linked 

immunosorbent (ELISA) utilizado para detectar a imunoglobulina M (IgM) e 
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imunoglobulina G (IgG), bem como a detecção de antígeno NS1 tem sido 

considerados como métodos mais úteis ao diagnóstico do dengue, devido à sua 

sensibilidade, fácil desempenho e custos. Muitos protocolos ‘in house’ foram 

estabelecidos, no entanto, o aumento da carga da doença tem levado ao 

desenvolvimento de uma variedade de testes comerciais ao diagnóstico do dengue 

em diferentes formatos (ELISA e teste de diagnóstico rápido [RDT]), na maioria das 

vezes, rápido e fácil de realizar, mas não frequentemente avaliados . 
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5. DISCUSSÃO: 

 

A dengue é a arbovirose mais importante da atualidade e a cada década o 

número de casos reportados à OMS cresce exponencialmente (Nathan & Drager, 

2006). A importância da dengue como um problema de saúde pública crescente em 

países tropicais e subtropicais, com sérias implicações médicas, econômicas e 

políticas, têm estimulado pesquisas relacionadas à epidemiologia, virologia 

molecular e metodologias de diagnóstico desta infecção.  

O estabelecimento do diagnóstico laboratorial precoce das infecções por 

DENV é de grande importância para guiar a implantação de medidas de controle 

que visem a prevenção de surtos e epidemias. Até então, as técnicas de diagnóstico 

mais amplamente utilizadas têm sido baseadas na detecção de anticorpos IgM por 

MAC-ELISA e IgG por IgG-ELISA. Porém, uma das limitações destas técnicas é a 

variação dos níveis dos anticorpos anti-DENV específicos na fase aguda da doença 

(OPAS, 1997, Schilling et al., 2004). São necessários de 3 a 5 dias para anticorpos 

IgM anti-DENV e de 10 a 14 para o IgG anti-DENV se tornarem detectáveis. Além 

disso, infecções primárias e secundárias apresentam diferentes perfis de produção 

destes anticorpos (Shu et al., 2004). A detecção de produtos virais tais como 

antígeno ou RNA é apropriada para o diagnóstico durante a fase aguda ou virêmica 

da doença. Apesar de o isolamento viral ser considerado o “padrão-ouro” para o 

diagnóstico laboratorial precoce das infecções por DENV, é ainda considerado um 

método caro, além de serem necessários de 6 a 10 dias para a replicação viral em 

cultura celular. O método molecular de detecção do acido nucléico viral, RT-PCR, 

ainda consiste em um método caro e é indisponível em muitos laboratórios de 

países em desenvolvimento. 

A forma hexamérica da proteína NS1 é altamente conservada nos quatro 

sorotipos e foi encontrada circulando no soro de pacientes do primeiro ao nono dia 

após o início da febre (Falconar, 1997; Flamand et al., 1999, Young et al., 2000, 

Alcon et al., 2002, Xu et al., 2006). Aproveitando-se destas características, ensaios 

imunoenzimáticos para a detecção específica da proteína NS1 têm sido 

desenvolvidos e avaliados para a confirmação de casos agudos primários e 

secundários de dengue (Xu et al., 2006; Dussart et al., 2006; Kumarasamy et al., 

2007; Sekaran et al., 2007; Blacksell et al., 2007; Lapphra et al., 2008; Chuansumrit 

et al, 2008; Phuong et al., 2009; Chaiyaratana et al., 2009; Hang et al., 2009; 
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Guzman et al., 2010; Duong et al., 2011; Blacksell et al., 2012; Huang et al., 2013; 

Sánchez-Vargas et al., 2014).  

 

5.1. ANÁLISE DO DESEMPENHO DOS TRÊS KITS DE CAPTURA DO 

ANTÍGENO NS1 DISPONÍVEIS COMERCIALMENTE AO DIAGNÓSTICO DOS 

DENV:  

(Artigos 1 e 2) 

 

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.  Visando atender às 

demandas de avaliação e utilizações alternativas, inicialmente, avaliamos e 

comparamos três kits de captura de antígeno NS1 disponíveis comercialmente em 

um painel de 450 amostras de casos ocorridos desde a introdução do dengue no 

Rio de Janeiro, Brasil, em 1986 a 2008, envolvendo DENV-1, DENV-2 e DENV-3, 

mas não o DENV-4.  

Aqui demonstramos que o teste rápido NS1 Ag Strip (BioRad Laboratories) 

foi o mais sensível em confirmar casos de dengue seguido pelo teste Platelia
 
NS1 

ELISA (BioRad Laboratories). O teste menos sensível foi o pan-E Early ELISA, 

primeira geração (Panbio Diagnostics), com 72,3% de sensibilidade. No entanto, 

neste estudo o kit Panbio foi mais específico (100%), enquanto que ambos os kits 

da BioRad apresentaram 98,7% e 99,1% de especificidade, respectivamente. Uma 

avaliação realizada na Malásia demonstrou que o teste rápido NS1 Ag Strip 

apresentou 90,4% de sensibilidade e especificidade de 99,5% (Zainah et al., 2009). 

Estudos realizados no Vietnã (Hang et al., 2009) e na Guiana Francesa (Dussart et 

al., 2006) demonstraram uma sensibilidade de 82% e 88%, respectivamente, para o 

teste Platelia NS1 ELISA. No entanto, também foram relatados uma variação na 

sensibilidade para este kit de 63,2% a 93,3% (Kumarasamy et al., 2007; Lapphra et 

al., 2008). Apesar dos diferentes genótipos do DENV circularem nas Américas e na 

Ásia, avaliações dos kits NS1 nos países destas áreas mostraram ser capazes de 

detectar o DENV em pacientes infectados. Nossas observações são consistentes 

com estudos anteriores, nos quais o pan-E Early ELISA apresentou uma menor 

sensibilidade (Blacksell et al., 2008; Dussart et al., 2008; McBride, 2009; Bessoff et 

al., 2008).  
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Neste estudo, todos os três testes de captura de Ag NS1 avaliados foram 

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

positivos por RT-PCR. Dussart et al.,(2006) confirmaram 94,1% de casos positivos 

por isolamento viral e 85% dos casos de RT-PCR positivos usando o ensaio Platelia 

NS1 ELISA. McBride (2009) mostrou que a captura do antígeno NS1 foi positivo em 

87% dos casos positivos por RT-PCR. Em nosso estudo, o teste rápido NS1 Ag 

Strip confirmou 98,7% dos casos positivos por isolamento viral e 82,3% dos casos 

positivos por RT-PCR, resultados estes observados de forma semelhante por 

Zainah et al., (2009). Na presença de anticorpos IgM, o teste rápido NS1 Ag Strip 

confirmou mais casos (77,4%) do que o pan-E Early ELISA, primeira geração 

(69,4%) e o Platelia NS1 ELISA (64,5%). Neste estudo, a presença ou ausência do 

anticorpo anti-DENV IgM não influenciou na confirmação dos casos pelo pan-E Early 

ELISA, primeira geração (p= 0,6159). No entanto, a maior confirmação por ambos 

os testes Platelia NS1 ELISA e NS1 Ag Strip, na ausência de IgM, foram 

estatisticamente significativas. Sekaran  e colaboradores (2007) observaram que as 

taxas de detecção do NS1 diminuiam à medida que os níveis de IgM se elevavam, 

corroborando nossos achados. 

O pan-E Early ELISA, primeira geração, apresentou uma sensibilidade maior 

em confirmar infecções por DENV-2 e o teste Platelia
 
NS1 ELISA em infecções por 

DENV-1. No entanto, o teste Dengue NS1 Ag Strip teve a mesma sensibilidade na 

confirmação de infecções por DENV-1 e DENV-2. Infecções por DENV-3 foram os 

menos confirmados por todos os três kits. A aparente incapacidade de infecção 

confirmada por esse sorotipo foi demonstrada anteriormente (Blacksell et al., 2007). 

Além disso, as diferenças nas sensibilidades entre os sorotipos foram relatados 

pelos três kits. McBride (2009) mostrou sensibilidades mais baixas pelo pan-E Early 

ELISA, primeira geração, em infecções por DENV-2 e DENV-4. Este último também 

foi encontrado em estudos anteriores realizados por Bessoff e colaboradores (2008), 

por Dussart e colaboradores (2008)  e por Ramirez e colaboradores (2009) em um 

estudo realizado na Venezuela. Ambos os kits do fabricante BioRad (Platelia NS1 e 

Dengue NS1 Ag Strip) mostraram uma menor sensibilidade em infecções por DENV-

2 no Vietnã (Hang et al., 2009). Devido à ausência de circulação do DENV-4 no 

Brasil naquele momento, não fomos capazes de avaliar a sensibilidade destes 

ensaios em casos infectados por este sorotipo. 

A taxa de detecção pelos três testes foi maior durante os primeiros quatro 

dias após o início dos sintomas. Apesar de detecções do antígeno NS1 da dengue 
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serem descritas até o 9º dia de doença, aqui analisamos casos, apenas, até o 7º 

dia, devido ao baixo número de amostras que representativas dos dias 8° e 9°, em 

nossa população. Estudos prévios encontraram antígeno NS1 em 82% a 83 % dos 

pacientes com dengue desde o dia 1º ao 9 º dia após o início da febre (Alcon et al., 

2002; Shu et al., 2002). O teste Platelia NS1 ELISA demonstrou uma maior 

sensibilidade para confirmar infecções primárias do que as secundárias, como 

descrito previamente (Kumarasamy et al., 2007; Sekaran et al., 2007; Lapphra et al., 

2008; Chuansumrit et al., 2008; Zainah et al., 2009; Hang et al., 2009).  

Entre os kits avaliados, o teste rápido NS1 Ag Strip foi o mais eficiente na 

confirmação de infecções por dengue. Além disso, é o mais conveniente de ser 

utilizado, com resultados que podem ser obtidos em 15 minutos, fácil de ser 

realizado e o seu desempenho não envolve o uso de equipamentos especiais de 

laboratório.  No entanto, em um estudo retrospectivo realizado em Taiwan, a 

sensibilidade do teste rápido NS1 Ag Strip foi de 68,37% em casos confirmados de 

dengue em adultos (Huang et al., 2013). 

Estudos anteriores demonstraram uma estratégia de diagnóstico 

combinando a detecção de NS1 em soros de fase aguda e a detecção de IgM no 

soro de fase convalescente, proporcionando uma sensibilidade de cerca de 90% 

para o diagnóstico do dengue (Dussart et al., 2006; Chuansumrit et al., 2008). Além 

disso, a sensibilidade para o diagnóstico combinando a detecção de NS1 no Líquor 

com a detecção de IgM no soro foi de 92.3%. 

Recentemente, um estudo avaliando o teste rápido SD Bioline Dengue Duo, 

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

sensibilidade de 90,65% e especificidade de 89,66% em casos de dengue ocorridos 

em uma região endêmica do México. Não foram observadas diferenças significativas 

na sensibilidade do teste em confirmar casos de infecção primária e secundária, no 

entanto casos agudos foram significativamente mais confirmados do que casos 

convalescentes (Sánchez-Vargas et al., 2014). 

O diagnóstico do dengue é baseado em achados clínicos e laboratoriais. 

Isto é de grande importância para o bom atendimento e tratamento dos pacientes, 

além de orientar a implementação de medidas que visem o controle e prevenção de 

surtos e epidemias. A FHD está emergindo como um importante problema de saúde 

pública no mundo, inclusive na região das Américas e, anualmente, um número 

elevado de casos vem sendo relatados (OMS, 2009). A confirmação de casos fatais 

por dengue sempre foi problemática, pois na maioria dos casos, apenas uma 
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amostra de sangue é obtida e o óbito ocorre por volta da fase de defervescência 

(Gubler, 1998) quando a utilização, por exemplo, do isolamento viral e detecção viral 

do RNA, não é mais apropriado (Guzman et al., 1999; Jessie et al., 2004; Limonta et 

al., 2009).  

O diagnóstico virológico do dengue em amostras de tecidos também é 

possível pela técnica de imunohistoquímica (Hall et al., 1991; Miagostovich et al., 

1997; Jessie et al., 2004; Limonta et al., 2007). Esta  metodologia permitiu a 

detecção do DENV no fígado, baço, cérebro, pulmões, linfonodo, timo, rim, coração, 

medula óssea e pele (Miagostovich et al., 1997; Guzman et al., 1999; Jessie et al., 

2004; Limonta et al., 2007). 

Contudo, devido às crenças culturais e religiosas, a falta de infraestrutura 

para a realização de anatomia patológica, pela falta de técnicos especializados e as 

questões de biossegurança, as necrópsias podem não ser normalmente realizadas 

(Burton & Underwood, 2007). Neste estudo, três testes para captura do antígeno 

NS1: Early ELISA (Panbio), Platelia NS1 ELISA (BioRad) e o teste rápido NS1 Ag 

Strip (BioRad) foram avaliados em tecidos de casos fatais por dengue ocorridos no 

Rio de Janeiro durante a epidemia ocorrida em 2002. Apesar de inúmeros estudos 

demonstrarem a utilidade de detecção de antígeno NS1 dos DENV por diferentes 

ensaios ELISA no plasma e/ou no soro de pacientes com dengue (Dussart et al., 

2006; Kumarasamy et al., 2007; Blacksell et al., 2008; McBride, 2009; Zainah et al., 

2009; Lima et al., 2010; Chua et al., 2011), nenhuma pesquisa foi realizada 

anteriormente para demonstrar a presença do antígeno NS1 em tecidos de casos 

fatais.  

No presente estudo, o antígeno NS1 foi detectado em 22 dos 23 casos 

fatais por dengue examinados e 73,9% de todos os fragmentos de tecidos 

avaliados. A detecção do antígeno NS1 nos casos fatais foi de 34,7% (8/23), 60,8% 

(14/23) e 91,3% (21/23) quando testados pelos testes  Early ELISA (Panbio), 

Platelia NS1 ELISA (BioRad) e o teste rápido NS1 Ag Strip (BioRad), 

respectivamente. Nas amostras avaliadas, o Dengue Early ELISA, segunda geração, 

foi detectado em  22,9% (17/74) e o Platelia NS1 ELISA em 45,9% (34/74). A maior 

sensibilidade foi obtida pelo NS1 Ag Strip e as diferenças entre as sensibilidades 

foram estatisticamente significativas (p<0,05). Dentre os testes avaliados, o NS1 Ag 

Strip foi o mais sensível  na confirmação de casos de dengue no fígado, pulmão, 

rim, cérebro, baço e timo. Apesar destes resultados, não podemos inferir se esta 

detecção foi devido a replicação viral in situ ou devido ao vírus presente no sangue 
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que circula nestes tecidos. No entanto, a presença do antígeno viral em alguns 

tecidos detectados por imunohistoquímica, pode corroborar com estes achados. 

Estudos de imunomarcação dos tecidos, utilizando anticorpos anti-NS1, por 

exemplo, são sugeridos para ajudar a elucidar essas questões.  

Na maioria dos tecidos incluídos neste estudo (fígado, pulmão, rim, cérebro, 

pele e baço) tem sido relatado, em estudos anteriores, a presença do DENV 

utilizando métodos moleculares e de  imunohistoquímica (Kangwanpong et al., 1995; 

Miagostovich et al., 1997; Guzman et al., 1999; Jessie et al., 2004; Limonta et al., 

2007). Neste estudo foi possível a positividade para o antígeno NS1 no tecido 

cardíaco e no timo, que até este momento, não tinha sido relatado com antígeno 

dos DENV (Killen & O’sullivan, 1993). A infecção do coração pelos DENV poderia 

causar disfunção cardíaca e  perturbações do ritmo cardíaco, tal como do bloqueio 

atrioventricular (Donegani & Briceño, 1986; Khongphatthallayothin et al., 2000) e 

batimentos ventriculares ectópicos (Chuah, 1987). Estas alterações têm sido 

descritos durante os episódios de FHD, a maioria delas apresentando um curso 

benigno, com resolução espontânea. Essas características clínicas têm sido 

atribuídas à miocardite viral, mas no entanto o mecanismo exato ainda não foi 

completamente elucidado. Lesões no coração supostamente causadas por 

infecções pelos DENV, como a hemorragia subendocardial no septo ventricular 

esquerdo, já foram relatadas (Wali et al., 1998).  

O fígado é reconhecido como um dos principais alvos na patogênese na 

infecção por DENV, considerando a replicação viral nos hepatócitos (Couvelard et 

al., 1999; Lin et al., 2000). Os nossos resultados sugerem que este órgão possa ser 

o tecido mais adequado para a detecção de antígeno NS1.  

Além dos órgãos descritos previamente, o SNC pode ser acomentido. 

Assim, é posível ocorrer a ruptura da barreira hemato-encefálica foi mostrado 

anteriormente em casos fatais de dengue (Miagostovich et al., 1997). Em um estudo 

com 378 pacientes vietnamitas com suspeita de infecção do sistema nervoso 

central, 4,2% estavam infectados com o DENV (Solomon et al., 2000).  

Além das manifestações comuns de infecção por DENV, manifestações 

torácicas, tais como derrame pleural e pneumonia, também são descritos na FHD. 

Estudos morfológicos dos tecidos pulmonares revelaram pneumonia intersticial 

associada às áreas focais ou difusas de congestão e hemorragia alveolar, aumento 

do número de macrófagos alveolares, recrutamento de plaquetas, células 

mononucleares e polimorfonucleares (Barreto et al., 2007; Basílio-de-Oliveira et al., 



 

147 
 

2005). O antígeno viral também já foi demonstrado em células inflamatórias do 

pulmão e do baço (Basílio-de-Oliveira et al., 2005). 

Apenas a técnica de RT-PCR em tempo real (de Araújo et al., 2009) 

realizada nos tecidos avaliados foi mais sensível do que o ensaio NS1 Ag Strip. As 

sensibilidades de qualquer um dos três ensaios de captura de NS1 foram maiores 

do que o isolamento viral e RT-PCR convencional. 

A aplicação de testes de captura do antígeno NS1 para demonstrar a 

presença dos DENV pode proporcionar uma melhor compreensão do tropismo viral 

em casos fatais. Tanto o teste de ELISA quanto o teste rápido para a captura do 

antígeno NS1 podem constituir uma alternativa ao diagnóstico dos casos fatais pela 

investigação dos tecidos e do líquor, uma vez que exigem menos estrutura 

laboratorial do que as técnicas moleculares e imunohistoquímica, usadas 

atualmente para detectar os DENV nestes espécimes.  

Biópsias por agulha seriam uma alternativa à coleta destes espécimes em 

locais com recursos escassos e que enfrentam rejeições à necropsias. A biópsia por 

agulha já foi comprovado como um procedimento útil em locais com pouco recursos 

(Burton & Underwood, 2007) e em estudos de dengue (Huerre et al., 2001; Jessie et 

al., 2004; Wiersinga et al., 2006). 

 

 

5.2. COMPARAÇÃO DE DUAS GERAÇÕES DE UM ELISA PARA 

CAPTURA DO ANTÍGENO NS1: 

(Artigo 3) 

 

Visando aumentar a sensibilidade do seu teste de captura de antígeno NS1 

para o diagnóstico precoce dos casos de dengue, a Panbio lançou uma segunda 

geração para o teste pan-E Early ELISA, o teste Early ELISA, atualmente disponível. 

Segundo o fabricante, as mudanças para o aperfeiçoamento do teste foram feitas 

nos reagentes e os controles e amostras de pacientes são agora diluídos 1:02 ao 

invés de 1:101, como recomendado para o teste da primeira geração.  

 Em uma análise prévia realizada pelo nosso grupo (Lima et al., 2010), uma 

sensibilidade total de 72,3% e especificidade de 100% foi observada para o teste 

pan-E Early ELISA, primeira geração, considerando amostras de soro até o 9° dia 

após o início dos sintomas. Sensibilidades de 63% (Blacksell et al., 2007) e 64,9% 

(Avirutnan et al., 2006) foram descritas quando o teste do fabricante Panbio foi 
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comparado a outros kits comerciais para captura de antígeno NS1. No entanto, 

neste estudo, um aumento na sensibilidade (80%) foi observado quando a nova 

geração de captura do antígeno NS1 (Dengue Early ELISA) foi comparada com a 

mesma população do estudo anterior. Além disso, a segunda geração foi menos 

sensível do que a primeira para casos positivos somente por IgM. Apesar do 

aperfeiçoamento do teste, uma menor sensibilidade em casos de infecções por 

DENV-3 também foi encontrada aqui como relatadas anteriormente (Blacksell et al., 

2007; Lima et al., 2010).  

 

 

5.3. UTILIZAÇÃO DE TESTES DE CAPTURA DE ANTÍGENO NS1 EM 

MOSQUITOS Ae. aegypti: 

(Artigo 4) 

 

O DENV-4 ressurgiu no Brasil em 2010 em Roraima, 28 anos depois que foi 

detectado pela última vez no país (Temporão et al., 2011). Em 2011, este sorotipo 

se dispersou para outros estados brasileiros e, no Rio de Janeiro, os primeiros 

casos foram isolados em Niterói (Nogueira & Eppinhaus, 2011).  

Os casos de DENV-4 investigados neste estudo foram inicialmente 

detectados por RT-PCR convencional, estabelecido no LABFLA,IOC/FIOCRUZ 

como um método de diagnóstico de rotina para todos os casos suspeitos na fase 

aguda da doença. Os resultados são geralmente liberados de 24 a 48 horas após o 

recebimento das amostras no Laboratório. Concomitantemente, os casos são 

submetidos aos testes de MAC-ELISA, NS1-ELISA e isolamento viral. Uma vez que 

o estudo consistiu na análise de amostras de pacientes na fase aguda da doença, o 

teste de MAC-ELISA confirmou apenas dois dos nove casos testados. O MAC-

ELISA ainda é uma das técnicas sorológicas mais amplamente utilizadas para a 

detecção de anticorpos IgM anti-DENV. No entanto, uma das limitações deste 

método são as variações nas taxas de detecção durante a fase aguda da doença 

(Huang et al., 2001).  

Ambos os testes, Platelia NS1 ELISA e Dengue NS1 Ag Strip, confirmaram 

quatro dos nove casos de DENV-4 até o quarto dia após o início dos sintomas. O 

DENV-4 foi isolado em cinco dos casos investigados e o sequenciamento genômico 

realizado confirmou a circulação do genótipo II de DENV-4 nestes casos.  



 

149 
 

A vigilância entomológica dos DENV em mosquitos adultos e em estágios 

imaturos constitui uma ferramenta importante para a previsão precoce de epidemias 

de dengue. Além disso, a vigilância entomológica de vetores dos DENV coletados 

no campo utilizando metodologias moleculares têm sido útil para a rápida 

identificação de surtos de dengue em regiões endêmicas e/ou para a detecção da 

introdução de novos sorotipo e/ou genótipos dos DENV (Chow et al., 1998; Pinheiro 

et al., 2005; Mendez et al., 2006; Chen et al., 2010; Guedes et al., 2010).  

O desenvolvimento e estabelecimento de métodos moleculares como o RT-

PCR convencional e mais recentemente do RT-PCR em tempo real, reduziram 

significativamente o tempo de processamento necessário para a identificação dos 

vírus nas fases iniciais da infecção no homem e vetores virais.  

Todos os macerados de mosquitos coletados no campo foram submetidos 

às técnicas de RT-PCR convencional e RT-PCR em Tempo Real. O DENV-4 foi 

identificado por RT-PCR convencional em uma fêmea de Ae. aegypti (1/72; 1,4%) 

que foi capturada em uma das residências dos casos suspeitos. A mesma fêmea 

também foi positiva quando testada pelo teste comercial de RT-PCR em Tempo 

Real, Simplexa
TM

 Dengue Real-Time RT-PCR assay. O RT-PCR em Tempo Real 

quantitativo detectou 1.08 x 10
3
 cópias/mL de DENV-4 no macerado da fêmea 

Aedes aegypti naturalmente infectada.  

As taxas de detecção de mosquitos Aedes por RT-PCR podem variar 

dependendo da localização geográfica, situação epidemiológica ou população do 

vetor. Em Taiwan, apenas 0,2% das fêmeas de Aedes aegypti analisadas foram 

positivas para DENV (Chen et al., 2010). Contudo, foi demonstrado que 16,1% das 

fêmeas de Aedes aegypti coletadas em escolas mexicanas encontravam-se 

infectadas pelos DENV (García-Rejón et al., 2011). No Brasil, estudos prévios 

demonstraram que 17% dos mosquitos Aedes aegypti estavam infectados, durante 

uma vigilância iniciada durante a epidemia de DENV-3 ocorrida na cidade de 

Manaus (Pinheiro et al., 2005). Em Recife, 10% dos “pools” analisados eram 

positivos para os DENV e, apesar do predomínio de casos de DENV-3 em humanos, 

DENV-1 e DENV-2 também foram detectados nos mosquitos (Guedes et al., 2010). 

No Ceará, larvas capturadas na antureza e ciadas no laboraqtório, demonstrando 

ser uma transmissão transovariana, foram detectadas com DENV-2 e DenV-3 

(Pessoa et al., 2012). 

Como uma abordagem alternativa, 47 macerados de mosquitos foram 

submetidos aos testes de captura de antígeno NS1, Platelia NS1 ELISA e o teste 
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rápido NS1 Ag Strip. A utilização  de testes de captura de antígeno NS1 para a 

detecção de antígenos de DENV a partir de mosquitos Aedes também já foi 

demonstrada (Tan et al., 2011). A mesma fêmea de Aedes aegypti positiva pelos 

métodos moleculares utilizados nesta investigação foi positiva por ambos os testes. 

Interessantemente, ambos testes também detectaram NS1 no macerado de um 

Aedes aegypti macho. A transmissão transovariana do DENV pode ocorrer quando 

o vírus é transmitido para a descendência de uma fêmea infectada e já foi 

demontrada previamente (Khin & Khin, 1983; Joshi et al., 2002; Le Goff et al. 2011).  

 

 

5.4. ESTABELECIMENTO DE MÉTODOS DE DISSOCIAÇÃO DE 

IMUNOCOMPLEXOS ANTÍGENO-ANTICORPO: 

(Artigo 5) 

 

Resultados negativos para captura de antígeno NS1 não devem ser 

considerados necessariamente casos não-dengue. Resultados falso-negativos 

podem ser resultantes da formação de imunocomplexos do antígeno NS1 com a 

IgG, particularmente em infecções secundárias para dengue, no qual antígenos 

alvos não são mais acessíveis ao anticorpo monoclonal utilizado nos testes de 

ELISA (Koraka et al., 2003; Hang et al., 2009). Utilizando amostras de soro de 

pacientes com infecções secundárias, a antigenemia da glicoproteína NS1 

demonstrou ser mais curta e a sensibilidade de detecção em ensaios ELISA menor 

(60 a 80%) (Guzman et al, 2010).  

O Brasil vive atualmente, uma situação de hiperendemicidade, 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, uma menor sensibilidade dos testes de captura de antígeno NS1 foi relatada e 

uma reavaliação da utilização destes testes como um método de triagem para o 

monitoramento dos DENV sugerida (Sea et al., 2013; Colombo et al., 2013). De fato, 

uma menor sensibilidade do teste Platelia NS1 ELISA em casos de infecção 

secundária por DENV-4 foi demonstrada (Sea et al., 2013). Ressalta-se que, a 

avaliação dos testes disponíveis comercialmente realizada após a introdução 

destes, nas unidades sentinelas pelo Ministério da Saúde em 2008, não 

contemplava a análise destes casos, uma vez que o DENV-4 não circulava no país. 
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Visando atender a uma demanda do Ministério da Saúde, esforços foram 

realizados no intuito de aperfeiçoar a sensibilidade destes testes, em uma nova 

realidade epidemiológica do país, caracterizada pela circulação de um novo sorotipo 

e  pela ocorrência de casos de infecções secundárias.  

   Títulos elevados do anticorpo IgG em amostras de soro de pacientes 

positivos para DENV-4 que obtiveram resultados negativos para a detecção de NS1 

foram observados. Neste contexto, foram realizados processos de dissociação por 

tratamento ácido e calor visando um aumento na sensibilidade de detecção da 

glicoproteína NS1. 

   No nosso estudo, a sensibilidade de detecção da NS1 aumentou de 54,4% 

(124/228) para 77,2% (176/228), após as amostras de soro dos pacientes com 

infecção primária por DENV-4 serem submetidos à dissociação ácida e para 82% 

(187/228), depois de terem sido submetidos à dissociação por calor. Como 

esperado, a sensibilidade de detecção utilizando as amostras de soro dos pacientes 

com infecção secundária por DENV-4 também aumentou significativamente, de 

39,0% (93/228) para 63,9% (152/238), após a dissociação ácida e para 73,1% 

(174/238) após dissociação por calor. Assim, houve uma diferença estatisticamente 

significativa entre essas sensibilidades para amostras de pacientes com infecção 

por DENV-4 em casos primários contra secundários, nos casos não dissociados 

(p=0,001), com dissociação ácida (p=0,002) e dissociação por calor (p=0,002).  

   A sensibilidade total, utilizando os resultados combinados para as amostras 

de pacientes com infecção primária e secundária por DENV-4, foi significativamente 

aumentada para 70,4% (328/466) e 77,5% (361/466), (p=0,017), após a dissociação 

ácida e dissociação por calor, respectivamente. Este é o primeiro estudo a testar a 

dissociação por calor para aumentar a detecção da glicoproteína NS1 dos DENV e 

que tem mostrado ser um método ideal, uma vez que pode ser realizada mais 

rapidamente do que o método de dissociação ácida e sem a necessidade da 

utilização de tampões adicionais. Métodos de dissociação ácida ou por calor foram 

descritos como aboradagens para aumentar a detecção da proteína p24 do HIV-1 

por testes de ELISA (Schüpbach et al., 1996). 

 Em um estudo prévio, maiores sensibilidades na detecção de NS1 foram 

observadas em infecções primárias e secundárias de casos ocorridos nas Antilhas 

Holandesas, onde casos graves são raros, quando comparadas àquelas obtidas 

com a análise de soros de pacientes da Indonésia, onde casos de dengue grave são 

comuns. No entanto, maiores sensibilidades foram obtidas em infecções primárias 
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quando as duas populações foram consideradas (Koraka et al., 2003). No Camboja, 

outro país endêmico para casos de dengue grave (FHD/SCD), uma maior 

sensibilidade foi observada em casos de infecção primária testados pelo teste 

Platelia NS1 ELISA. Estes resultados poderiam ser explicados pela presença de 

imunocomplexos formados durante infecções secundárias (Duong et al., 2011). No 

entanto, uma maior sensibilidade na detecção de NS1 em casos de infecção 

secundária de pacientes infectados por DENV-2 na Tailândia pode ser explicada por 

uma maior viremia apresentada por estes pacientes (Libraty et al., 2002). 

 A realização de um processo de dissociação por tratamento ácido realizado 

em soros de pacientes coletados na Indonésia aumentou consideravelmente a 

sensibilidade na detecção da glicoproteína NS1 em casos de infecção primária e 

secundária, de 64 para 91% e 22% para 93%, respectivamente (Koraka et al., 

2003).  Em um estudo subsequente realizado na Tailândia, a sensibilidade do 

Platelia NS1 ELISA aumentou de 63,2% para 72%, quando as amostras de soro dos 

pacientes foram submetidas ao mesmo processo de dissociação por tratamento 

ácido (Lapphra et al., 2008).  

    

  

5.5. DETERMINAÇÃO DO MÉTODO DE ELUIÇÃO DO SANGUE APARTIR 

DE PAPEL DE FILTRO: 

(Artigo 6) 

 

   A utilização de sangue é fundamental para a realização de praticamente 

todos os ensaios diagnósticos laboratoriais. Embora relativamente simples em se 

tratando de um ambiente clínico, ela exige profissionais treinados, insumos e 

equipamentos para coleta da amostra, processamento e armazenamento, 

representando um problema para locais mais remotos e pouca infraestrutura. 

   A flebotomia é invasiva, dolorosa e pode representar um desafio a mais para 

o Programa de Vigilância e Controle do Dengue. Neste contexto, a coleta de sangue 

por punção digital, por ser menos invasivo e mais fácil de coletar, pode ser uma 

alternativa mais satisfatória e conveniente à coleta de sangue intravenosa, 

principalmente em determinadas populações, como crianças, idosos, indivíduos 

febris ou ainda, em estudos epidemiológicos de vigilância em voluntários saudáveis 

por permitir acesso fácil a populações fora do ambiente clínico (Perry, 1992). 
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   Amostras de sangue coletadas por punção digital e absorvidas em papel de 

filtro, chamadas “sangue seco”, têm algumas vantagens sobre o sangue, porque são 

simples de serem coletadas, não necessitam de profissionais com experiência, não 

requerem instalações para centrifugação e podem ser armazenadas e transportadas 

à temperatura ambiente.  

 Estudos de diagnóstico de dengue utilizando sangue coletado por punção 

digital em papel de filtro para a vigilância da doença datam da década de 1980 na 

Tailândia (Fukunaga et al., 1984). No Brasil, um estudo de soroprevalência de 

dengue em escolares do município de Niterói no Rio de Janeiro, já utilizava sangue 

coletado em papel de filtro para utilização em testes de HI em 1995 (da Cunha et al., 

1995). 

   Um estudo prévio já demostrou a detecção de anticorpos específicos para 

DENV, RNA e antígeno NS1 em sangue seco, porém estes estudos não 

apresentavam comparações sistemáticas do desempenho do sangue seco 

comparado com amostras de plasma (Prado et al., 2005).  

   Em um estudo realizado na Nicarágua, a detecção de IgM e IgA anti-DENV 

em soro e sangue coletado em papel de filtro se mostrou eficaz para o diagnóstico 

das infecções por dengue (Balmaseda et al., 2008).  

   Os diferentes sorotipos de DENV puderam ser determinados por diferentes 

protocolos de RT-PCR em sangue seco coletado em papel de filtro de casos 

ocorridos nas ilhas do Pacífico após três semanas do transporte a temperatura 

ambiente. Na maioria dos casos, o sequenciamento do gene do envelope para a 

genotipagem dos vírus também foi possível (Aubry et al., 2012). 

   Recentemente, um estudo analisou a cinética do antígeno NS1, IgM e IgA 

em casos confirmados de dengue e demonstrou sensibilidades e especificidades de 

96% e 100%, respectivamente para a captura do NS1, de 58,1% e 100%, 

respectivamente para a captura de IgM e 33% e 100%, respectivamente para a 

detecção de IgA (Matheus et al., 2014). No entanto, estes estudos não avaliaram 

diferentes métodos de eluição do sangue coletado em papel de filtro, que poderiam 

resultar em uma melhor sensibilidade de detecção pelos testes de diagnóstico. 

 O uso de sangue seco em papel de filtro também já é bem estabelecido 

para outros vírus como HIV, Herpes simplex, CMV, Hepatites B e C, Sarampo e 

Chikungunya (Solomon et al., 2002; Hogrefe et al., 2002; El Mubarak et al., 2004; 

Villar et al., 2011; Brandão et al., 2013; Andriamandimby et al., 2013).  
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   O papel de filtro Whatman 903 usado neste estudo é relativamente espesso 

e absorvente e tem sido amplamente utilizado na coleta de sangue em outras 

doenças (Villar et al., 2011; Marques et al., 2012; Masciotra et al., 2012). 

   No presente estudo, o mesmo diâmetro (6mm) e volume foram utilizados a 

eluição do sangue seco para análise pelos testes de captura do NS1 (Platelia NS1 

ELISA) e  de detecção de IgM e IgG. Komas e colaboradores (2010) utilizaram 

discos de papel de filtro de 6mm de diâmetro para detecção de HBsAg e de anti-

HBc pelo ensaio MEIA, enquanto Mendy e colaboradores (2005) utilizaram  discos 

de 6mm de diâmetro para a detecção de HBsAg por IQA. No entanto, Matheus e 

colaboradores (2007, 2008) usaram discos de 3mm de diâmetro para a captura de 

antígeno NS1 dos DENV, enquanto que, Tran e colaboradores (2006) usaram dois 

discos de 6 mm para a detecção de  anticorpos IgM e IgG anti-DENV. A 

recuperação do volume de sangue recolhido é também um ponto de interesse, 

porque o papel de filtro contém um pequeno volume de soro que ainda é diluído no 

tampão de eluição. A quantidade da amostra recuperada a partir do papel de filtro 

varia com o tamanho do ponto de coleta, que é influenciado pela viscosidade devido 

às variações nos valores do hematócrito (Ht) (Mei et al., 2011; Denniff & Spooner, 

2010). No presente trabalho, o volume recuperado foi o suficiente para realizar todos 

os testes.  

   Os dados obtidos neste estudo sugerem que o protocolo de Matheus e 

colaboradores (2008) com eluição passiva, utilizando o próprio diluente fornecido 

pelos testes comerciais, seria a melhor estratégia para a captura de anticorpos IgM 

anti-DENV e de antígeno NS1. Por outro lado, diferenças foram observadas nas 

eluições obtidas ativamente (por centrifugação ou pressão manual), utilizadas nos 

protocolos 2, 3, 4 e 5. 

    Para captura de anticorpos IgM anti-DENV e de antígeno NS1, qualquer um 

dos protocolos utilizados seriam úteis para a eluição do sangue. Contudo, 

independente do protocolo, uma menor sensibilidade na detecção poderia ser 

resultado da escolha do tampão.  Para a detecção do anticorpo anti-DENV, o melhor 

protocolo foi descrito por Marques e colaboradores (2012), modificado de Mercarder 

e colaboradores (2006), quando usado com o tampão 1 (1x PBS pH 7.2), 2 (1x PBS 

pH 7.2 + 0.05% Tween 20) e  4 (1x PBS pH 7.2 + 0.05% Tween 20 + 5% leite em pó 

desnatado), provavelmente devido a habilidade destes reagentes em reduzir 

reações não específicas em testes de ELISA. 
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Os protocolos que não requerem equipamentos elétricos (protocolos 1 e 5, 

de Matheus et al., 2008 e Draper and Kelly, 1969; Chishty, 1971; Monto et al., 1969, 

respectivamente) foram os mais econômicos e úteis para trabalho de campo. Os 

protocolos 1, 2 e 5 são os mais fáceis e menos custosos de se implementar em 

qualquer laboratório que realize sorologia. Os protocolos 4 e 5 seriam os mais 

vantajosos em termos de volume de amostra recuperada. De uma forma geral, 

todos os cinco protocolos são relativamente fáceis e seguros de realizar. O 

protocolo 5 foi o menos direto devido a manipulação necessária durante a eluição e, 

juntamente com o protocol 4, foram mais trabalhosos devido a preparação do 

material a ser utilizado. Devido à utilização de microcentrifugação, com a 

manipulação de microtubos, os protocolos 1, 2 e 3 são os mais propensos à 

contaminação pela formação de aerosol. Protocolos que não requerem incubação 

“overnight” para a eluição do sangue do papel de filtro são os mais adequados na 

ocorrência de surtos, quando o processamento rápido e de um maior número de 

amostras se faz necessário. 

Não houve diferença significativa (p>0,05) nos resultados obtidos pelo teste 

Platelia NS1 ELISA quando os diferentes tampões foram avaliados, independente 

do protocolo utilizado. Contudo, o protocolo 1 apresentou uma concondância de 

100% na análise das amostras positivas (10/10) e negativas (15/15). No protocolo 2, 

apesar de uma concordância de 100% nas amostras negativas, nenhuma amostra 

positiva foi detectada. A utilização do protocolo 3 com a eluição por água permitiu a 

detecção de 90% (9/10) das amostras positivas, com uma concordância de 100% 

com as negativas. Baseando-se nestes achados e no estudo de Matheus e 

colaboradores (2008), a utilização do diluente do próprio teste comercial foi mais 

eficaz na confirmação de casos positivos e negativos. 

Para a captura de anticorpos IgM anti-DENV foi demonstrado que os 

protocolos 1 e 2 resultaram em uma concordância de 100% nas amostras positivas 

(10/10) e negativas (15/15). Protocolos 3 e 5 foram eficazes apenas na detecção 

das amostras positivas. O tampão do próprio teste comercial foi considerado o 

melhor tampão de eluição do sangue seco em papel de filtro para o MAC-ELISA. 

Para a detecção de anticorpos IgG anti-DENV, a utilização dos tampões 2, 3 e 5 

foram mais eficazes em confirmar casos positivos e negativos, utilizando o protocolo 

de eluição 4. 

 O potencial de aplicação destes métodos para o diagnóstico do dengue se 

torna especialmente importante entre comunidades localizadas em áreas remotas, 
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onde a coleta de amostra de sangue, armazenamento e transporte são 

extremamente difíceis. O Brasil tem um grande território, onde alguns indivíduos se 

situam em regiões distantes dos grandes centros urbanos. Nestas regiões, as 

amostras de sangue coletadas em papel de filtro podem ser transportadas para 

laboratórios sem refrigeração, permitindo uma análise mais aprofundada.  

 De modo geral, os testes de captura de antígeno NS1 se mostraram 

sensíveis e específicos para utilização no diagnóstico precoce do dengue e 

demostraram serem úteis em diferentes abordagens alternativas. Porém, como são 

mais eficientes na fase aguda da doença, os testes deverão ser utilizados em 

combinação com MAC-ELISA para aumentar a sensibilidade detecção, 

principalmente em áreas de alta prevalência de infecções secundárias. Baseando-se 

nos resultados obtidos, ficou evidente que, resultados negativos para captura de 

antígeno NS1, não devem ser considerados necessariamente casos não dengue. 

Resultados falso-negativos podem ser resultantes da formação de imunocomplexos 

do antígeno NS1 com a IgG, particularmente em infecções secundárias para 

dengue, onde antígenos alvos não são mais acessíveis ao anticorpo monoclonal dos 

testes.  

  

 

5.6. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA DOS PRINCIPAIS KITS DISPONÍVEIS 

COMERCIALMENTE PARA O DIAGNÓSTICO DAS INFECÇÕES POR DENGUE: 

(Capítulo de Livro 1) 

 

A detecção precoce das infecções por DENV é de grande importância para 

auxiliar a prevenção de surtos e/ou epidemias, no entanto, diante da disponibilidade 

de inúmeros testes disponíveis comercialmente e diante dos diferentes padrões 

epidemiológicos observados atualmente, fazem-se necessárias avaliações 

criteriosas para a implantação destes testes no diagnóstico da doença. 

O aumento dos casos de dengue nas regiões tropicais e subtropicais do 

mundo (OMS, 2009), juntamente com o desenvolvimento tecnológico, ocasionou a 

proliferação de uma variedade de testes comerciais para o diagnóstico do dengue, 

visando auxiliar o manejo do caso e a detecção precoce de surtos e epidemias. No 

entanto, ainda existe a necessidade de uma avaliação completa destes testes.  

Os testes para a detecção de anticorpos  IgM e IgG anti-DENV e do 

antígeno NS1 são os ensaios mais amplamente utilizados para o diagnóstico da 
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dengue e podem estar disponíveis numa variedade de testes comerciais, sob a 

forma de captura ou detecção direta e em dois formatos: testes rápidos ou ELISA. O 

MAC-ELISA é o formato mais utilizado para o diagnóstico laboratorial e o formato 

mais comercialmente disponível como kit. 

Em um estudo sobre o desempenho  de oito testes rápidos comerciais para 

captura de IgM foi relatada uma baixa sensibilidade (6,4% para 65,3%) e 

especificidades que variaram de 69,1% a 100%, com alguns testes apresentando 

sensibilidades distintas dentro dos sorotipos de DENV  (Blacksell et al., 2006). Um 

estudo multicêntrico que avaliou nove kits comerciais, para a captura de IgM anti-

DENV (cinco ELISAs e quatro testes rápidos), descreveu sensibilidades entre 61,5-

99,0%, especificidades entre 79,9-97,8% para os teste em formato de ELISA. O 

testes rápidos analisados apresentaram sensibilidades entre 20,5-97,7% e 

especificidades entre 76,6-90,6%. O testes DXSelect (Focus Diagnostics), Dengue 

IgM ELISA (Panbio Diagnostics) e Dengue IgM ELISA (Standard Diagnostics) foram 

os que apresentaram um desempenho aceitável quando comparado com padrões 

de referência. No entanto, os testes rápidos Dengue Duo Cassete (Panbio 

Diagnostics), SD Bioline Dengue IgM/IgG (Standard Diagnostics)  e Dengucheck WB 

(Zephyr Biomedicals) não apresentaram um desempenho aceitável quando 

comparado com padrões de referência (Hunsperger et al. , 2009). Um estudo de 

Blacksell e colaboradores (2012) também avaliou o desempenho de teste 

comercialmente disponível para IgM e IgG. O teste Dengue IgM ELISA (Panbio 

Diagnostics) mostrou uma sensibilidade de 88,6%, quando comparado com o kit SD 

Bioline Dengue IgM/IgG (Standard Diagnostics) (84,5%). Para a detecção de IgG , o 

kit de diagnóstico Dengue virus IgG ELISA (Standard Diagnostics) apresentou uma 

sensibilidade muito mais elevada (88,9%) em comparação com o kit de ELISA de 

IgG do fabricante Panbio (56,4%). Por outro lado, o teste Dengue virus IgG ELISA 

(Standard Diagnostics) apresentou uma menor especificidade (63,5% versus 

95,3%). 

Devido às suas características o MAC-ELISA pode ser uma valiosa 

ferramenta para vigilância da dengue e durante as epidemias, ajudando a confirmar 

casos suspeitos que terão um impacto sobre a transmissão da doença.  

Ensaios qualitativos que também usam os formatos de ELISA e teste rápido 

foram desenvolvidos para detectar o antígeno NS1 e foram previamente discutidos 

ao longo deste trabalho. Estes testes mostram-se realmente como uma ferramenta 

alternativa para o diagnóstico precoce das infecções por dengue. No entanto, a sua 
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combinação com a detecção de anticorpos IgM pode melhorar significativamente o 

diagnóstico dos casos agudos de dengue, prolongando a janela de detecção 

(Blacksell et al., 2011). O teste rápido de captura de antígeno NS1 Early Rapid test 

(Panbio) apresentou sensibilidades de 69,2% e 68,9%, em um estudo realizado na 

Malásia e no Vietnã, respectivamente, no entanto, uma sensibilidade de 93% foi 

observada quando este teste foi combinado com  o teste IgM/IgG Dengue Duo (Fry 

et al., 2011). 

O diagnóstico laboratorial das infecções pelos DENV não é importante 

apenas para a assistência e manejo dos  pacientes, mas também para a vigilância 

de surtos, epidemias e para assegurar os testes e implementação de vacinas. A 

ocorrência de dengue em viajantes é outro tema que merece atenção, diante do 

crescente número de viajantes que visitam países endêmicos. Neste contexto, um 

diagnóstico preciso tem sido alcançado através da utilização de mais de um teste, 

geralmente combinando-se ensaios sorológicos para a detecção de anticorpos anti-

DENV (IgM e IgG) com a detecção do ácido nucleico viral e antígeno NS1 (Ratnam 

et al., 2013). Além das técnicas laboratoriais existentes disponíveis e a variedade de 

testes comerciais no mercado, o desenvolvimento de novas técnicas para utilização 

em larga escala, de custo reduzido, é ainda desejado. 
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6. CONCLUSÕES: 

 A avaliação de testes de captura de antígeno NS1 disponíveis 

comercialmente demonstrou a utilidade destes no diagnóstico precoce das 

infecções por DENV, principalmente até o 6º após o início dos sintomas. 

 Modificações realizadas pelo fabricante Panbio no teste comercial Pan 

E Early ELISA resultaram em um aumento significativo na sensibilidade na 

segunda geração do teste. 

 Independente do teste comercial para captura de antígeno NS1 

avaliado neste estudo, uma menor sensibilidade na confirmação de casos de 

DENV-3 foi observada. 

 Os testes de captura de antígeno NS1 constituíram uma ferramenta 

alternativa valiosa para confirmação post-mortem de casos fatais por DENV, sendo 

o teste rápido NS1 Ag Strip mais adequado, por apresentar maior sensibilidade e 

resultados em 15 minutos. 

 A utilização do teste de captura de antígeno NS1 demonstrou ser útil 

para a vigilância dos DENV em mosquitos vetores. 

 A adição de uma etapa de dissociação de imunocomplexo por calor no 

soro previamente à realização da captura de antígeno NS1 resultou em aumento 

significativo na sensibilidade do teste, na confirmação de casos de infecção primária 

e secundária por DENV-4. 

 A potencial utilização de sangue seco coletado em papel de filtro no 

diagnóstico de dengue é de grande importância, e a correta escolha de protocolos e 

tampões de eluição pode favorecer a sensibilidade dos testes diagnósticos. 

 Uma revisão detalhada acerca dos diferentes testes comercialmente 

disponíveis demonstrou uma variedade de ensaios com formatos e abordagens 

distintas, mas nem sempre completamente avaliados. 
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7. PERSPECTIVAS: 

 

O Brasil com dimensões continentais apresenta condições ideais para a 

dispersão dos sorotipos e/ou genótipos DENV. A detecção de outras arboviroses 

que podem estar sendo negligenciadas, principalmente em grandes surtos de 

dengue, é de extrema importância para saúde pública, tanto para os casos mais 

brandos que são notificados como suspeita de dengue, mas principalmente em 

casos graves e óbitos não esclarecidos. 

Pela complexidade da situação epidemiológica, diferentes abordagens que 

permitam o rápido reconhecimento dos vírus circulantes encontram uma efetiva 

aplicação. Assim sendo, com perspectiva futura e com o objetivo de contribuir para a 

vigilância epidemiológica destas arboviroses, propomos a investigação de casos de 

dengue e não dengue e a avaliação da potencial utilização de espécimes ainda não 

convencionais ao diagnóstico como saliva, sangue seco em papel de filtro, urina e 

líquor. 
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