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RESUMO

Introducéo: A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo, a
forma mais grave da doenca € a dengue hemorragica, fatal se ndo tratada. No
mundo, ocorre em mais de 100 paises e territérios — 2,5 bilh6es de pessoas estédo
sob o risco de contrai-la, e anualmente a taxa de incidéncia atinge 50 milhdes de
casos (Tauil, 2002). A dengue é uma enfermidade causada por um arbovirus da
familia Flaviviridae, género Flavivirus, que inclui quatro tipos imunoldgicos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Um importante alvo dos anticorpos para DENV é a
proteina NS1, uma glicoproteina conservada que parece ser essencial para a
replicacdo do virus. Recentemente, os testes para a deteccdo do antigeno NS1 no
soro humano foram evoluindo. O antigeno NS1 € encontrado juntamente com
endotélio, livre ou sollvel no soro de pacientes, a partir de um dia antes do inicio dos
sintomas e pode ser detectado, pelo menos, até cinco dias apdés o inicio dos
sintomas, o que permite um diagnostico precoce da doenca. Objetivo: Avaliar a
acuracia diagnostica para a deteccdo do antigeno NS1 Dengue pelo formato ELISA,
quando utilizada por laboratérios de salde publica. Métodos: estudo analitico
retrospectivo dos exames de dengue oriundos das unidades sentinelas de dengue e
laboratérios de referéncia nacional e estaduais no periodo de 2009 a 2010. Foram
calculados os valores de sensibilidade, especificidade, Valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo. Resultados: A sensibilidade média do kit encontrada nos
seis estados envolvidos no estudo foi de 94,5% e a especificidade média foi de
61,20%. O valor preditivo positivo de 81,48% no ano de 2009 e em 2010 o valor caiu
para 66,17%, e o valor preditivo negativo no ano de 2009 foi de 89,91% e no ano de
2010 o valor aumentou para 94,43%. Concluséo: Considerando a sensibilidade de
94,50% encontrada podemos considerar que o teste é sensivel, e raramente deixara
de encontrar pessoas com a doenca. Em relacdo a especificidade de
61,20%,considera-se um valor abaixo do esperado, podendo ocasionar resultados

falsos negativos. O kit € sensivel, porém pouco especifico.

Palavras chaves: Dengue, Antigeno NS1, acuréacia, ELISA, VPP e VPN



ABSTRACT

Introduction: Dengue fever is one of the main public health issues in the world. In its
most severe form, dengue hemorrhagic fever, it causes gastrointestinal
hemorrhaging which, if untreated, can lead to death. It has been detected in more
than 100 countries and territories worldwide -approximately 2.5 billion people are at
risk of contracting dengue fever and incidence rate is of 50 million cases per year
(Tauil, 2002). Dengue fever is caused by an arbovirus of the family Flaviviridae and
genus Flavivirus and includes four serotypes: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4.
An important target of antibodies against DENV is the protein NS1, a conserved
glycoprotein that appears to be essential for viral replication. Recently, tests for the
detection of NS1 antigen in human serum have evolved. This antigen is found in the
endothelium, in a free form or soluble in serum of infected patients after one day
before symptoms begin, which allows for early diagnosis of the disease. Objective:
To evaluate the diagnostic accuracy in the detection of the NS1 antigen in an ELISA
format in public health laboratories. Methods: A descriptive retrospective cohort
study of dengue laboratory results from sentinel, state and national reference
laboratories in 2009 and 2010. Sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values were determined. Results: The mean sensitivity of the Elisa kit in the six
states involved in this study was 94.5% and the mean specificity was 61.2%. Positive
predictive value was 81.48% in 2009 and decreased to 66.17% in 2010, whereas the
negative predictive value was 89.91% and increased to 94.43% in the years 2009
and 2010, respectively. Conclusion: Considering the mean sensitivity of 94.50%, it
can be concluded that the test will rarely fail at detecting contaminated patients. The
mean specificity was lower than expected and it can be concluded that mistakes can
occur, particularly in assigning false negatives. The kit is sensitive, however non-

specific.

Keywords: dengue; antigen NS1, accuracy, Brazil
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1. INTRODUCAO

A familia Flaviviridae € formada por trés géneros: Flavivirus,
Hepacivirus e Pestivirus que compartiiham semelhancas quanto a morfologia
do virus, organizagdo do genoma, e possivelmente, estratégia de replicagdo
(Westeway, et al. 1985). O género Flavivirus é composto por cerca de 80
diferentes virus, dentre eles o virus da dengue (DENV), que representa uma
ameaca para a saude publica (Whitehead, 2007).

Por definicdo, os arbovirus sado classificados como zoonoses que
dependem de outra espécie animal além do homem para serem mantidos na
natureza, requerendo no minimo dois hospedeiros (Gubler, 1998). Os DENV,
porém, se adaptaram completamente ao homem, embora o ciclo mosquito-
macaco-mosquito ainda seja observado em algumas regides da Africa e da
Asia (Gubler, 2002; Whitehead, 2007), sendo transmitido aos seres humanos
por meio da picada do mosquito do género Aedes infectado (Rodhain &
Rosen, 1997). Ae. aegypti, um mosquito altamente domesticado, é o principal
vetor do DENV, mas a espécie Ae.albopictus também pode sustentar a
transmisséo (Effeler, 2005).

A dengue é hoje a mais importante arbovirose que afeta o homem,
constituindo um sério problema de saude publica no mundo, especialmente
em paises tropicais, onde as condicbes do meio ambiente favorecem a
proliferacdo dos seus vetores, os mosquitos do género Aedes. Atualmente,
quase metade da populacdo mundial vive em areas de risco para a doenca e,
apesar de sua extensdo e gravidade, vacinas ou tratamentos especificos
ainda ndo estdo disponiveis, por isso a importancia de avaliarmos a acuracia
de kits diagnosticos disponiveis no mercado, visando o diagnostico precoce
da doenca, contribuindo para a reducdo das acdes da vigilancia

epidemioldgica da dengue (Tauil, 2002).



1.1. Histérico

A dengue € um dos principais problemas de saude publica no mundo, a
forma mais grave da doenca € a dengue hemorragica, fatal se ndo tratada. No
mundo, ocorre em mais de 100 paises e territdrios — 2,5 bilhdes de pessoas estao
sob o risco de contrai-la, e anualmente a taxa de incidéncia atinge 50 milhdes de
casos, com mais de 500 mil hospitalizacBes por febre hemorragica da dengue e
sindrome do choque, das quais 20.000 evoluem para Obito (Tauil, 2002). As
infeccbes pelos DENV séo responsaveis por elevadas taxas de morbidade em

regiBes tropicais e subtropicais da Asia, Oceania, Africa e Américas (Gubler, 2002).

Os primeiros relatos de grandes epidemias de doenca que possivelmente
tratava-se de dengue datam de 1779 e 1780 e ocorreram em trés continentes, Asia,
Africa e América do Norte, porém ha registros da ocorréncia desde o século Il
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 agua”, associando
insetos voadores e agua. Estes achados foram formalmente editados em uma
enciclopédia médica chinesa durante a Dinastia Tang, no ano de 610 d.C., e
Dinastia Norte Sung, no ano de 992 d.C. (Gubler, 1998; Gubler, 2006). Outros
possiveis surtos de dengue ocorreram em 1635 nas Indias ocidentais e em 1699 no
Panama (McSherry, 1982). Portanto, € provavel que a dengue ja apresentasse uma
ampla distribuicdo geografica mesmo antes do século XVIIl, quando grandes
epidemias ocorreram por todo mundo. Porém, a dengue foi considerada, por muito
tempo, uma doenca benigna, com grandes epidemias acontecendo apenas em
intervalos de 10 a 40 anos (Gubler & Clark, 1995).

Provavelmente, o termo dengue é derivado da frase swahili "ki denga pepo”, que
descreve o0s ataques causados por maus espiritos e, inicialmente, usado para
descrever enfermidade que acometeu ingleses durante uma epidemia que afetou as
indias Ocidentais Espanholas em 1927-1928. Foi trazida para o Continente
Americano a partir do Velho Mundo, com a colonizagéo no final do século XVIII.

Entretanto, ndo € possivel afirmar, pelos registros histéricos, que as epidemias



foram causadas pelos virus da dengue, visto que seus sintomas sdo similares aos

de varias outras infec¢des, em especial, a febre amarela (Tauil, 2002).

A transmissdo do DENV por Ae. aegypti foi demonstrada em 1906 por Bancroft,
sendo confirmado por estudos subsequentes (Siler et al.,1926; Rosen et al, 1954). O
sucesso do estabelecimento urbano do DENV se deu, em grande parte, devido a
expansdo do mosquito africano Ae. aegypti. Esses mosquitos evoluiram de forma a
se tornarem intimamente associados com os humanos, tornando-se eficientes

vetores dos DENV e dos virus da febre amarela (Gubler, 1997).

A partir do século XVIII, devido ao transporte de escravos oriundos da Africa, o
Ae. aegypti foi levado para os demais continentes e as epidemias de dengue

tornaram-se mais frequentes e disseminadas (Holmes et al.,1998).

O virus foi inicialmente isolado no Japao por meio da inoculacdo de material
clinico em camundongo (Kimura & Hotta, 1944), na mesma ocasido amostras dos
DENV foram isoladas em margco de 1944 durante a Segunda Guerra Mundial, a
partir de soros de soldados que contrairam a infeccdo em Calcuta (india), Nova
Guiné e Havai (Sabin, 1952). Os virus provenientes da india, do Havai e de uma das
cepas de Nova Guiné foram antigenicamente semelhantes e denominados DENV-1.
Atualmente, a cepa Havai é considerada amostra protétipo. Outras cepas de Nova
Guiné apresentaram caracteristicas antigénicas diferentes, permitindo a identificacédo
de outro sorotipo, que foi classificado com DENV-2, hoje considerado como
protétipo. Posteriormente, dois novos virus foram isolados durante uma epidemia
ocorrida em Manila (1953). Estes virus foram classificados como DENV-3 e DENV-4
(Hammon et al., 1960).

ApOs a Segunda Guerra Mundial que ficou evidente a mudanca no
comportamento da doenca. O crescimento populacional, a urbanizagéo
descontrolada, a falta de programas efetivos para o controle do vetor e 0 aumento
das viagens comerciais contribuiram para a expansdo geografica do mosquito
transmissor e do virus, permitindo o estabelecimento de focos hiperendémicos com

potencial epidémico em véarias partes do Mundo (Gubler, 1997).



Apesar da elevada transmissdo epidémica e hiperendemicidade, a dengue
manteve-se localizada no Sudoeste Asiatico devido principalmente, ao programa de
erradicacao do Ae. aegypti nas Américas, para o controle da febre amarela urbana,
exitosa nas décadas de 50 e 70 (Rigau-Pérez et al., 1998; Gubler, 2002). Apos a
interrupcdo desse programa no final dos anos 70, o Ae.aegypti voltou a infestar a

maioria dos paises americanos (Gubler, 2002).

Durante os anos 80, verificou-se a expansdo geografica das epidemias de
dengue envolvendo a regido das Américas, bem como a Africa, China e a Australia,
tendo como distribuicdo mundial, as mudancas ocorridas no ambiente e no

comportamento da populacdo humana (Monath, 1994).

Na década de 50, somente nove paises apresentavam a doenca. Atualmente
cerca de mais de 100 paises no mundo ja apresentaram registros da mesma.
(Whitehead, 2007; Gémez-Dantés & Willoquet, 2009).

Nikos Vasilakis, da Universidade Texas Medical Branch (EUA) e um grupo de
pesquisadores identificaram um novo tipo de virus da dengue na Malasia, os dados
sobre o sorotipo 5 da doenca foram apresentados em uma conferéncia realizada no
final de outubro, em Bancoc, na Tailandia. A descoberta se deu quando cientistas da
Universidade do Texas receberam amostras de sangue de uma epidemia de dengue
ocorrida em 2007, na Maléasia, o micro-organismo era diferente dos quatro sorotipos
conhecidos da dengue, o que foi confirmado por sequenciamento genético. A
descoberta, portanto, impde mais um desafio para o desenvolvimento de vacinas

contra a dengue, que teriam que abordar um quinto elemento.

1.1.1. Dengue nas Américas

A dengue tem sido relatada nas Américas ha mais de 200 anos. Na década
de 50, a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) foi descrita, pela primeira vez, nas
Filipinas e Asia. Apds a década de 60, a circulagdo do virus da dengue intensificou-
se nas Américas. A partir de 1963, foi comprovada a circulacdo dos sorotipos 2 e 3,

em diversos paises. Em 1977, o sorotipo 1 foi introduzido nas Américas, inicialmente



pela Jamaica. A partir de 1980, epidemias foram notificadas em varios paises,
aumentando consideravelmente a magnitude do problema, como as ocorridas no
Brasil (1982/1986/2002/2008/2010), Bolivia (1987), Paraguai (1988), Equador
(1988), Peru (1990) e Cuba (1977/1981).

No ano de 1981, o DENV-4 foi introduzido no Continente Americano e,
durante esta década, além da expansao da area de transmissao e do aumento do
numero de casos notificados, ocorreu em Cuba, a primeira epidemia de Febre
Hemorragica da Dengue/Sindrome do Choque da Dengue (FHD/SCD) das
Ameéricas. Nesta epidemia causada pelo DENV-2, foram notificados cerca de 344 mil
casos com aproximadamente 116 mil internacbes e 158 obitos (Kouri et al.,1986;
Gubler, 2006). Entre 1981 e 1996 foram notificados 42 mil casos de FHD/SCD
distribuidos em 25 paises. Deste total, cerca de 22 mil casos ocorreram na
Venezuela, onde foram isolados DENV-1, DENV-2 e DENV-4, o que a consagrou
como a segunda maior epidemia de FHD/SCD das Américas (PAHO, 1997).

No ano de 1994, ocorreu a reintrodu¢cdo do DENV-3 na Nicaragua, tendo este
sorotipo isolado nos anos seguintes, em todos os paises da América Central
(Guzman et al, 1996). Em 1998, o DENV-3 foi detectado em Porto Rico seguido pelo
isolamento do DENV-4 (Rigau-Pérez et al, 2002).

Ocorre atualmente a circulacdo dos quatro sorotipos do DENV em varios
paises da América do Sul e Caribe (Guzman & Kouri, 2002; Figueroa & Ramos,
2000).

1.1.2. Dengue no Brasil

Em 1955, houve a confirmacdo da erradicacdo do mosquito Ae. aegypti no
Brasil, gragcas a uma campanha iniciada em 1904 por Oswaldo Cruz com objetivo de
combater a febre amarela no entdo Distrito Federal, agora Rio de Janeiro. Esta
provavelmente foi a razdo para a auséncia de surtos de dengue entre 1923 e 1981
(Figueiredo, 2000).



Nas décadas de 1930 e 1940, os paises das Américas, incentivada pela
Fundacdo Rockefeller, executaram campanhas de erradicacdo do mosquito Ae.
aegypti e também nos anos de 1923 e 1940, essa Fundacdo atuou contra a febre
amarela. Essa campanha, a partir de um acordo com o Departamento Nacional de
Saude Publica (DNSP), conferia aquela organizacdo norte-americana a

responsabilidade exclusiva pela eliminacdo do Ae. aegypti (Lowy I, 1999).

Em 1947, a Organizacdo Pan-Americana da Saude e a Organizacdo Mundial
da Saude decidiram coordenar a erradicacdo do mosquito Ae. aegypti no continente,
por intermédio do Programa de Erradicacdo do Ae. aegypti no Hemisfério Oeste
(Donalisio M.R, 1999; Soper F.L, 1965). Eficientes programas contra o vetor foram
implementados em todos os paises latino-americanos, entre o final da década de
1940 e a década de 1950 (Lowy I, 1999). Essa espécie foi eliminada em quase toda
a América, com excecdo dos Estados Unidos da América, Suriname, Venezuela,
Cuba, Jamaica, Haiti, Republica Dominicana e uma pequena parte da Colémbia
(Soper F.L, 1965).

O Brasil participou da campanha de erradicacdo continental do mosquito Ae.
aegypti e teve éxito na primeira eliminacédo desse vetor em 1955. O ultimo foco do
mosquito foi extinto no dia 2 de abril daquele ano, na zona rural do Municipio de
Santa Terezinha, Bahia (Franco O, 1969). Em 1956, foi criado o Departamento
Nacional de Endemias Rurais (DENERu), 6rgdo que assumiu as acdes de combate
a febre amarela e a malaria, incorporando o Servico Nacional de Febre Amarela e a
Campanha de Erradicacdo da Malaria (Diretrizes do Programa de Controle de febre

amarela e dengue no Brasil,1980).

Em 1958, na XV Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, em Porto Rico, foi
oficialmente declarado que o Pais conseguira erradicar o vetor (Programa Nacional
de Controle da Dengue, 2002). Porém, a re-introducdo do Ae. aegypti no pais na
década de 70 foi inevitavel, jA& que a campanha de erradicacdo do mosquito foi

descontinuada (Schatzmayr, 2000).

No Brasil, a primeira epidemia documentada clinica e laboratorialmente
ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista (RR), causada pelos sorotipos 1 e 4. Em 1986,
ocorreram epidemias atingindo o Rio de Janeiro e algumas capitais da regido



Nordeste. Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma endémica
intercalando-se com periodos de epidemias, geralmente associadas com a
introducdo de novos sorotipos em areas anteriormente indenes e/ou alteracdo do
sorotipo predominante (Nogueira et al, 2000). Na epidemia de 1986, identificou-se a
ocorréncia da circulagdo do sorotipo DENV1, inicialmente no Estado do Rio de
Janeiro, disseminando-se, a seguir, para outros seis estados até 1990. Nesse ano,
foi identificada a circulagdo de um novo sorotipo, 0 DENV2, também no Estado do
Rio de Janeiro (Nogueira et al, 2002). Durante a década de 90, ocorreu um aumento
significativo da incidéncia, reflexo de ampla dispersdo do Ae. aegypti no territério
nacional. A presenca do vetor, associada a mobilidade da populacdo, levou a
disseminacao dos sorotipos DENV1 e DENV2 para 20 dos 27 estados do pais. Entre
0s anos de 1990 e 2000, varias epidemias foram registradas, sobretudo nos grandes
centros urbanos das regides Sudeste e Nordeste do Brasil, responsaveis pela maior
parte dos casos notificados. As regides Centro-Oeste e Norte foram acometidas
mais tardiamente, com epidemias registradas a partir da segunda metade da década

de 90. (Diretrizes Nacionais do Controle da Dengue, 2009)

A circulagdo do sorotipo 3 do virus foi identificada, pela primeira vez, em
dezembro de 2000, também no Estado do Rio de Janeiro e, posteriormente, no
Estado de Roraima, em novembro de 2001. Em 2002, foi observada a maior
incidéncia da doenca, quando foram confirmados cerca de 697.000 casos no pais,
refletindo a introducdo do DENV-3. Essa epidemia levou a uma rapida dispersao do
sorotipo DENV-3 para outros estados, sendo que em 2004, 23 dos 27 estados do
pais ja apresentavam a circulacdo simultdnea dos sorotipos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 (Diretrizes Nacionais do Controle da Dengue, 2009).

No Brasil, os adultos jovens foram os mais atingidos pela doenca desde a
introducéo do virus. No entanto, a partir de 2006, alguns estados apresentaram a
recirculacdo do sorotipo DENV2 apds alguns anos de predominio do sorotipo
DENV3. Esse cenario levou a um aumento no numero de casos, de formas graves e
de hospitalizagbes em criancas, principalmente no Nordeste do pais. Em 2008,
foram notificados 585.769 casos e novas epidemias causadas pelo sorotipo DENV2
ocorreram em diversos estados do pais, marcando o pior cenario da doenca no

Brasil considerando-se o total de internacbes e numero de Obitos até a ocasiao.



Essas epidemias foram caracterizadas por um padrao de migracdo de gravidade
para as criancas, que representaram mais de 50% dos pacientes internados nos
municipios de maior contingente populacional. Mesmo em municipios com menor
populacao, mais de 25% dos pacientes internados por dengue eram criancas, 0 que
ressalta que todo o pais vem sofrendo, de maneira semelhante, essas alteracdes no
perfil da doenca (Diretrizes Nacionais do Controle da Dengue, 2009).

No Brasil, houve reintroducdo do sorotipo 4, ao final do ano de 2009 nos
estados de Roraima e Amazonas e posteriormente se disseminou para os demais
estados, hoje a maior parte dos estados brasileiros tem a circulacdo do sorotipo 4,

segundo informacdes do Ministério da Saude do Brasil.

Segundo o Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas dos Estados
Unidos, uma nova vacina tetravalente de virus atenuados estd se revelando
bastante promissora (Tetra Vax-DV), foi testada em 112 voluntarios com idades
diferentes e que nunca tiveram dengue. A protecdo foi de 90% dos participantes
contra os virus 1, 3 e 4 e forneceu bons resultados contra os 4 tipos em 45% dos
participantes. A vacina sera testada no Brasil pelo Instituto Butantd em parceria com
a Faculdade Nacional de Medicina da USP, assim que obtiver autorizacdo Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Um estudo com 300 voluntarios vai avaliar a
imunidade produzida pela vacina e a seguranca da mesma em relacdo a eventos
adversos. Estes voluntarios serdo acompanhados durante 5 anos para observar
como a protecdo se mantém e o numero de doses necessarias. Ha varias
formulacbes de vacina contra dengue em varios estagios de desenvolvimento,
porém, todas enfrentam dificuldades. A vacina criada pelo laboratério Sanofi Pasteur
€ que se encontra em estagio mais adiantado, dados preliminares dao conta que ela
teve bom desempenho para os virus 1, 3 e 4, mas ndo mostrou eficacia para o virus
2. Os resultados de estudos em andamento no Brasil como os de outros na América
e na Asia dever&o estar disponiveis no final de 2014, segundo o diretor do Projeto

Internacional “Dengue Vaccine Initiative” (http://prophylaxis.com.br)

As epidemias de dengue determinam uma importante carga de servicos de
salude e a economia dos paises. Apesar de poucos estudos existentes sobre o tema,

um recente trabalho realizado em oito paises do continente americano e asiatico,



incluindo o Brasil, demonstrou que o custo das epidemias nesses locais foi cerca de
U$ 1,8 bilhdo, somente com despesas ambulatoriais e hospitalares, sem incluir os
custos com as atividades de vigilancia, controle de vetores e mobilizacdo da

populacao (Diretrizes Nacionais do Controle da Dengue, 2009).

O quadro epidemiolégico do pais aponta para a vulnerabilidade & ocorréncias
de epidemias, bem como para um aumento das formas graves, podendo ocasionar o
aumento de Obitos e da letalidade. Outro fator de preocupacdo € o aumento de
casos na faixa etaria mais jovem, inclusive criangas, cenario ja observado em outros

paises (Diretrizes Nacionais do Controle da Dengue, 2009).

1.2. Transmisséo da dengue

A transmissdao da doenca se faz pela picada dos mosquitos Ae.aegypti, no
ciclo humano-Ae. aegypti-humano (Figura 1). Apds o repasto de sangue infectado, o
mosquito esta apto a transmitir o virus, depois de 8 a 12 dias de incubagao
extrinseca. A transmissdo mecanica também ¢é possivel, quando o repasto é
interrompido e 0 mosquito, imediatamente, se alimenta num hospedeiro suscetivel
proximo. Nao ha transmissao por contato direto de um doente ou se suas secrecdes
com uma pessoa sadia, nem por intermédio de fontes de agua ou alimento. Ha
relatos de transmissdo vertical (gestante-bebé&) do virus DENVZ2, ocorridos na

Tailandia e Malasia (Guia de Vigilancia Epidemioldgica, 2009).
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Figura 1: Ciclo de transmissao da dengue (adaptado de Whitehead, 2007)
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O periodo de transmissibilidade da doenca compreende dois ciclos: um
intrinseco, que ocorre no ser humano, e outro extrinseco, que ocorre no vetor. A
transmissao do ser humano para o mosquito ocorre enquanto houver presenca de
virus no sangue do ser humano (periodo de viremia). Esse periodo comega um dia
antes do aparecimento da febre e vai até o 6° dia da doenga. No mosquito, apds um
repasto de sangue infectado, o virus vai se localizar nas glandulas salivares da
fémea do mosquito, onde se multiplica depois de 8 a 12 dias de incubacéao, a partir
desse momento, é capaz de transmitir a doenga e assim permanece até o final de

sua vida (de 6 a 8 semanas) (Guia de Vigilancia Epidemioldgica, 2009).

Ha ocorréncia da transmissdo vertical do virus da dengue em populacdes de
Ae. albopictus, em condi¢bes de laboratério. Foram utilizadas cinco populacdes
geograficamente distintas, sendo trés americanas (Indianapolis, Houston, New
Orleans) e duas asiaticas (Cingapura e Japao). Como controles, foram empregadas
uma populagdo de Ae. albopictus de laboratério (OAHU) e uma de Ae. aegypti. A
variacdo na transmissao foi grande entre as populacbes e maior ainda, entre as
familias de uma mesma populacéo. Andlises estatisticas, no entanto, demonstraram
que as diferencas observadas ndo eram significantes. A via vertical de transmissao

do virus DEN no Ae. albopictus foi considerada ndo muito importante na natureza e


http://pt.wikipedia.org/wiki/Transmiss%C3%A3o_vertical
http://pt.wikipedia.org/wiki/Laborat%C3%B3rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Americanas
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Indiannapolis&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Houston
http://pt.wikipedia.org/wiki/New_Orleans
http://pt.wikipedia.org/wiki/New_Orleans
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cingapura
http://pt.wikipedia.org/wiki/Jap%C3%A3o
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até rara. Entretanto, Ae. albopictus mostrou-se vetor vertical competente, sendo
capaz de fornecer ao virus DEN-1 mecanismo para ultrapassar o periodo de inverno
e manter o ciclo de vida em periodos inter-epidemias. A transmissao horizontal do

virus DEN pelo Ae. albopictus é variavel (Bosio e col, 1992).

Em relacdo a transmissao sexual, observou-se que mosquitos machos podem
contaminar fémeas, principalmente se albergarem o virus por mais de 7 dias e a
fémea tiver recebido repasto sanguineo pelo menos 2 dias antes do acasalamento, o
que é raro em ambiente natural. Sem o repasto, a taxa de contaminacao é baixa. As
fémeas, provavelmente, ndo sdo capazes de transmitir o agente infeccioso por via

sexual e, se o fazem, a taxa € baixa (Rosen L, 1987).

A replicacdo dos quatro sorotipos de virus de dengue em Ae. albopictus
machos e fémeas, infectados por via parenteral, obtiveram titulos altos em ambos os
sexos (Rosen e Gubler, 1974). Quando comparados os titulos atingidos apés a
infeccdo parenteral (machos e fémeas) e oral (fémeas) observou-se que os titulos
em fémeas eram cinco vezes mais altos que em machos, e naquelas infectadas por
via oral, os titulos foram mais tardios e mais altos que por infeccdo parenteral
(Gubler e Rosen, 1977).

A sensibilidade de varias espécies e populacdes de mosquitos aos quatro
sorotipos de dengue, notou-se que, surpreendentemente, varias espécies comuns
de Aedes eram mais susceptiveis a infeccdo oral para cada um dos 4 sorotipos de
dengue que o proprio Ae. aegypti, incluindo dentre eles, o Ae. albopictus. Quase
todas as espécies de Aedes testadas eram uniformemente susceptiveis a infeccéo
parenteral. Os virus DEN replicaram normalmente na mesma extensdao em

mosquitos infectados, tanto por via oral como por via parental. (Rosen e col.,1985).

A importancia de barreiras intrinsecas a infecgéo e transmissao devem ser
consideradas no estudo da capacidade vetorial, principalmente na avaliagdo do
papel que determinada populagdo pode desempenhar na transmissdo de virus na
natureza. Entretanto, até o0 momento, nenhum estudo tem avaliado essas barreiras

intrinsecas em relacéo a transmisséo de dengue.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Transmiss%C3%A3o_horizontal&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Machos
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%AAmeas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Acasalamento
http://pt.wikipedia.org/wiki/Macho
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%AAmeas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sorotipo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dengue
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1.3. Agente Etiolégico

A dengue é uma enfermidade causada por um arbovirus da familia
Flaviviridae, género Flavivirus, que inclui quatro tipos imunolégicos: DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4, que ndo conferem ao individuo infectado imunidade
duradoura entre si, podendo, o mesmo individuo contrair até quatro vezes a doenca.
No momento em que uma pessoa € infectada com o virus da dengue, este virus
pode ser encontrado no soro ou no plasma, nas células que circulam no sangue e
em tecidos selecionados, especialmente os do sistema imunoldgico. O periodo de
viremia da doenca varia de 2 a 7 dias. A infeccdo por um dos sorotipos da protecdo
permanente para 0 mesmo sorotipo e imunidade parcial e temporaria contra 0s
outros trés. Atualmente no Brasil, ha circulacdo dos quatro sorotipos. (Pires Neto RJ
et al, 2005)

O DENV exibe consideravel diversidade antigénica, sendo que critérios
sorologicos foram utilizados para classificar os quatro sorotipos do DENV, os quais
divergem, em aproximadamente, 30% em suas sequéncias protéicas (Mackenzie et
al., 2004; Holmes, 2006).

O virus tem formato esférico, diametro entre 40 e 60 nandmetros (nm) e
genoma RNA (acido ribonucléico) de fita simples e polaridade positiva (Figura 2). O
genoma é infeccioso, comportando-se como um RNA mensageiro (RNAm)
(Chambers, 1990). O nucleocapsideo de simetria icosaédrica, composto por uma
proteina, a proteina C (capsideo) esta envolvido por uma bi-camada lipidica a qual
constitui o envelope. Embebidas na bi-camada do envelope, encontram-se a
proteina E (envelope) e a proteina M (membrana), que também poder ser
encontrada em sua forma néo processada prM (pré-membrana) (Chen et al., 1996,

Zhang et al., 2003).

Anticorpos para a proteina E inibem a ligagéo do virus a célula e neutralizam
o virus. Esses anticorpos apresentam graus variaveis de reag¢do cruzada entre os

sorotipos dos DENV.
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Figura 2: Virus Dengue (Fonte: combatedengue.com.br)

Conforme figura 3, o DENV tem sete outras proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) que estdo relacionadas com a infeccao viral.
As proteinas ndo estruturais sdo importantes na replicagdo, na transmissédo pelo
vetor, na viruléncia e outras funcdes no hospedeiro. Um importante alvo dos
anticorpos para DENV é a proteina NS1, uma glicoproteina conservada que parece
ser essencial para a replicacdo do virus. Essa proteina é expressa na superficie das
células infectadas e se encontra na circulagdo como uma substancia solavel.
(Deubel V et al, 1992).

NS2A NS4A

AC'M' £ »NSlm NS3

NS28

Figura 3: RNA Genbmico do virus da dengue (Fonte: www.nature.com)
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http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=mN0y5iEy0KJaqM&tbnid=RPBBhO8BYyaIUM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.nature.com/scitable/topicpage/dengue-viruses-22400925&ei=rFEmUsiIGI3C9QT5iIHoBQ&bvm=bv.51495398,d.cWc&psig=AFQjCNHD8_-LyH5YYIHlcpjn1PZbN2Fj7A&ust=1378329353050858
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A NS1 foi reconhecida primeiramente como antigeno pela fixacdo de
complemento soltvel (FSC) em cultura de células infectadas pelo DENV (Brandt et
al., 1970). Dentre as proteinas ndo estruturais € a mais conservada apresentando

elevado grau de reacgéo cruzada entre 0s quatro sorotipos (Zainah et.al,2008).

A funcdo da NS1 na infeccdo pelo DENV ainda néo é totalmente conhecida.
Porém alguns estudos, além de avaliarem a deteccdo de NS1 como ferramenta para
diagnoéstico também identificaram uma correlagdo entre a gravidade da doenca e a
quantidade desse antigeno no soro (Young et al., 2000; Libraty et al., 2002). A
deteccdo precoce em altas concentracdes de NS1 como ferramenta para prever a
evolucdo clinica da doenca tem sido postulada, mas ndo avaliada (Libraty et al.,
2002). De acordo com Avirutnan e colaboradores (2006) niveis séricos aumentados
da proteina NS1 soltvel podem ativar o sistema complemento com a expresséo de
NS1 nas células infectadas resultando na ligacdo de anticorpos ndo-neutralizantes,
além de criar focos de complexos imunes, dano endotelial e extravazamento capilar.
Falconar e colaboradores (1997) associaram a formacao de imunocomplexos com a
NS1 e sua ligac@o nas células endoteliais como um fator de gravidade, contribuindo

para o extravasamento de plasma.

A proteina NS1, juntamente com as proteinas NS3 e E, estimulam a acgéo
citotéxica dos linfécitos, restando, apdés a primoinfeccdo, uma quantidade
decrescente de anticorpos subneutralizantes e a presenca das células de memoaria

sensibilizadas especificamente para os DENV (Guimaraes, 1999).

Estudos recentes sugerem que a proteina NS1 poderia contribuir para a
imunopatologia da dengue. Niveis plasmaticos elevados de NS1 em criangas foram
associados com a dengue grave, refletindo possivelmente no aumento de carga viral

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

1.4. Manifestagoes Clinicas

A dengue é uma doenga febril aguda, que pode ser de curso benigno ou

grave, dependendo da forma como se apresente: infecgdo inaparente, dengue
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classica , febre hemorragica da dengue ou sindrome do choque da dengue (Guia de
Vigilédncia Epidemioldgica, 2009). A partir de janeiro de 2014 o Brasil adotou uma a
nova classificacdo de caso de dengue revisada da Organizacdo Mundial de Saude:

descartado, dengue, dengue com sinais de alarme e dengue grave (SVS, 2014).

1.5. Vigilancia Epidemiolégica

Caso suspeito é toda pessoa que viva ou tenha viajado nos ultimos 14 dias
para area onde esteja ocorrendo transmissao de dengue ou tenha a presenca de Ae.
aegypti, que apresenta febre, usualmente entre 2 e 7 dias, e apresente duas ou mais
das seguintes manifestacdes: nausea, vomitos, exantema, mialgias, artralgia,
cefaleia, dor retro orbital, petéquias ou prova do laco positiva, leucopenia (SVS,
2014).

Caso suspeito de dengue com sinais de alarme é todo caso de dengue que,
no periodo da febre apresente um ou mais dos seguintes sinais de alarme: Dor
abdominal intensa e continua, ou dor a palpacdo do abdémen, vdmitos persistentes,
acumulacdo de liquidos (ascites, derrame pleural, pericardico), sangramento de
mucosas, letargia ou irritabilidade, hipotensdo postural (lipotimia), hepatomegalia
maior do que 2 cm ou aumento progressivo do hematécrito (SVS, 2014).

Caso suspeito de dengue grave € todo caso de dengue que apresenta um ou
mais dos seguintes resultados: choque, sangramento grave ou comprometimento
grave de érgaos (SVS, 2014).

Caso confirmado ¢€é todo caso suspeito de dengue confirmado
laboratorialmente (sorologia IgM, NS1 teste rapido ou ELISA, isolamento viral, PCR,
Imunohistoquimica) (SVS, 2014).

Caso descartado é todo caso suspeito de dengue que possui um ou mais dos
seguintes critérios: diagndstico laboratorial negativo (deve-se confirmar se as
amostras foram coletadas no periodo adequado) ndo tenha critério de vinculo
clinico-epidemiolégico, tenha diagnostico laboratorial de outra entidade clinica ou
seja um caso sem exame laboratorial, cujas investigacdes clinica e epidemiologica

sdo compativeis com outras patologias (SVS, 2014).
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A infeccdo pelo virus dengue pode apresentar diferentes quadros clinicos,
desde a infec¢do assintomaética, a febre indiferenciada ou a classica dengue febril,
até formas mais graves como a dengue hemorragica e a dengue com sindrome do
choque, para as quais se observam taxas elevadas de morbilidade e de mortalidade
(SVS, 2014).

A dengue classica caracteriza-se por uma febre com duragcédo de 3 a 5 dias,
dores de cabeca, dores musculares e articulares, com bom prognéstico. A dengue
hemorragica e a dengue com sindrome do choque encontram-se, sobretudo em
doentes anteriormente infectados pelo virus. Os sintomas sdo semelhantes aos da
dengue classica, mas fazem-se acompanhar de um aumento da permeabilidade
vascular e sinais hemorragicos que levam a hipotenséo, hipovolemia, colapso
vascular e morte (SVS, 2014).

Alguns individuos podem ser infectados e ndo apresentar sintomas, em razao
das caracteristicas de baixa viruléncia do virus, ou do estado imunolégico do
individuo. E a forma clinica mais comum, e estima-se que, durante as epidemias,
ocorra um caso sintomatico para cada cinco assintomaticos. Na forma
oligossintomatica ndo se pode diferenciar clinicamente a dengue de outras viroses.
Apresenta-se como febre indiferenciada, assemelhando-se a sindrome gripal (Souza
et al., 2008).

O principal desafio associado ao tratamento de doentes infectados é a rapidez
e a especificidade da deteccao do virus da dengue durante a fase aguda, de forma a
instituir um tratamento eficaz, o mais rapidamente possivel. O isolamento e a
identificacdo do virus ou a deteccao de acido nucléico viral permitem um diagnéstico
precoce durante a fase febril, mas estes métodos requerem um ambiente de
laboratorio especializado e ndo € possivel obter resultados imediatos (Diretrizes
Nacionais do Controle da Dengue, 2009).

A deteccao de anticorpos especificos dirigidos contra o virus da dengue é o
método classicamente utilizado na rotina. No entanto, estes anticorpos surgem
apenas ap0s o0 aparecimento dos primeiros sintomas. Na infec¢cdo primaria, os
anticorpos de tipo IgM e IgG elevam-se respectivamente cerca de 5 a 14 dias apds o
aparecimento dos primeiros sintomas. Na infeccédo secundaria, as taxas de IgM sé&o

fracas ou até indetectaveis, enquanto que as de IgG se elevam, 1 a 2 dias apos o
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aparecimento dos sintomas, com taxas muito superiores as observadas durante uma
infeccdo primaria (Diretrizes Nacionais do Controle da Dengue, 2009).

Mais recentemente, a deteccdo da proteina viral ndo estrutural NS1 no soro
de doentes foi descrita como um método alternativo para diagnostico precoce da
infeccdo. NS1 é uma glicoproteina altamente conservada que esta presente em altas
concentracdes no soro dos pacientes infectados por dengue durante o estagio inicial
da doenca. O antigeno NS1 encontra-se na circulacdo desde o primeiro até ao nono
dia seguinte ao aparecimento da febre, e as taxas observadas sdo comparaveis nas

formas primarias e secundarias de infeccao (Libraty et al, 2002).

1.6. Diagndstico Laboratorial

A importancia do diagnéstico laboratorial da dengue ndo se limita a
assisténcia médica, mas também é uma ferramenta essencial para a investigacao
epidemioldgica dos casos e no controle da doenca. A metodologia classica para o
diagnoéstico laboratorial envolve técnicas imunoenzimaticas de detecgdo de
anticorpos, tendo como principal desvantagem o seu carater retrospectivo. Novas
alternativas vém sendo investigadas visando a minimizacdo do tempo e custos,
possibilitando o monitoramento e identificacdo dos varios sorotipos circulantes de
forma mais efetiva.

O diagnéstico da doenca também pode ser feito por exames especificos
(isolamento viral, detec¢cdo do RNA viral, ou métodos soroldgicos que demonstram a
presenca de anticorpos da classe IgM, em uma Unica amostra de soro, ou aumento
do titulo de anticorpo IgG em amostras pareadas) ou inespecificos (hematrécito e
plaguetometria sdo os mais importantes para o diagnéstico e acompanhamento dos
pacientes com manifestagbes hemorrdgicas e para pacientes em situacoes
especiais) (Gubler & Sather, 1988).

Um dos fatores mais importantes e necessarios para o diagndstico clinico e
para a vigilancia epidemiolégica da dengue é a disponibilidade de métodos rapidos,
sensiveis e especificos para detectar a infeccdo viral. Neste contexto, varios testes

comerciais tém sido desenvolvidos tendo como principio a pesquisa de anticorpos
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especificos (Wu et al., 1997; Kuno et al., 1998; Lam et al., 2000; Cuzzubbo et al.,
2001).

1.6.1. Isolamento Viral

O estabelecimento da cultura de células de mosquito no sistema de
isolamento viral representou um grande avanco aos métodos viroldgicos utilizados
no diagnéstico do dengue (Gubler & Sather, 1988). O clone C6/36 de células de
mosquito Ae. albopictus, (Igarashi, 1978) tem sido o mais utilizado nas ultimas
décadas, pois demonstrou ser altamente sensivel a infeccdo pelos DENV, além de
sua facil manutencao, jA que pode ser mantida a temperatura ambiente (Nogueira et
al., 988; Miagostovich et al., 1993).

O isolamento viral em cultura de células é a principal técnica utilizada pelos
laboratorios da rede nacional para o monitoramento viral e tem como objetivo
detectar precocemente os sorotipos circulantes em uma determinada area, sendo de
fundamental importancia para vigilancia da dengue. O isolamento viral € o método
mais especifico (padrdo ouro) para identificacdo do sorotipo do DENV responsavel
pela infeccdo. Pode ser realizada em amostras de sangue, liquido cefalorraquidiano
(LCR) e fragmentos de visceras (figado, baco, coracédo, pulmao, rim e cérebro). A
coleta da amostra de sangue devera ser feita no periodo de viremia da doenca (até
o 5° dia de doenca do inicio dos sintomas). Para a identificacdo viral, utiliza-se a
técnica de imunofluorescéncia, que se baseia na reacdo de um anticorpo marcado
com um fluorocromo (anticorpos fluorescentes) com antigenos homalogos (Igarashi,
1978).

A presenca viral pode ser detectada pelo efeito citopatico (ECP) na
monocamada celular ou pela técnica de imunofluorescéncia indireta, com a
utilizacao de soros hiperimunes aos quatro sorotipos dos DENV. Para identificagao
dos DENV, utilizam-se anticorpos monoclonais especificos para os quatro sorotipos
(Gubler et al., 1984).

O percentual de positividade das amostras de isolamento viral enviadas para

realizagdo no Brasil vinha se mantendo abaixo de 14%. Diante da situagéo
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epidemiologica da dengue no Brasil, com circulagdo de quatro sorotipos e
alternancia de predominio entre eles, houve a necessidade de aumentar o
percentual de positividade do isolamento viral em cultura de células C6/36,

garantindo um monitoramento mais efetivo da doenca (SVS, 2009).

1.6.2. Ensaios Imuno- Enzimético para deteccado da proteina NS1

Um dos fatores mais importantes e necessarios para o diagndstico clinico e
para a vigilancia epidemioldgica da dengue é a disponibilidade de métodos rapidos,
sensiveis e especificos para detectar a infeccdo viral. Neste contexto, varios testes
comerciais tém sido desenvolvidos para o diagnéstico das infec¢cdes por DENV para
pesquisa de anticorpos especificos (Wu et al., 1997; Kuno et al, 1998). Varios testes
de captura de IgM e IgG encontram-se disponiveis comercialmente, possibilitando a
analise rapida e reprodutivel de um grande niamero de amostras, sem a necessidade
de equipamentos sofisticados (Vaughn et al, 1999; Lam et al.,2000). Com o objetivo,
de detectar a doenca em sua fase inicial, alguns ensaios imuno-enzimaticos para a
captura da proteina viral solivel NS1 vém sendo desenvolvidos com sucesso
(Zainah et al, 2009).

Ensaios imunoenziméaticos e imunocromatograficos para deteccéo da proteina
NS1 estdo disponiveis no mercado (Alcon et al, 2002). Como o antigeno NS1 esta
presente no soro dos individuos infectados desde o primeiro dia de doenca,
permanecendo na forma solUvel até o quinto ou sexto dia, seu uso vem sendo

estudado como ferramenta de detecgao precoce da dengue (Shu PY et al, 2009).

E um método, a principio, bastante sensivel e especifico, devendo ser
utilizado em pesquisas e nos casos graves. O Ministério da Saude disponibiliza kits
para deteccdo do NS1 para triagem das amostras destinadas ao isolamento viral em

Unidades Sentinelas.

Os testes para a deteccao do antigeno NS1 no soro humano foram evoluindo.
O antigeno NS1 é encontrado juntamente com endotélio, livre ou solUvel no soro de

pacientes, a partir de um dia antes do inicio dos sintomas e pode ser detectado, pelo
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menos, até cinco dias apos o inicio dos sintomas, o que permite um diagndstico

precoce da doenca (Alcon et al, 2002).

A principal vantagem da detecgéo da proteina NS1 é a rapidez do resultado,
aproximadamente duas horas. O NS1 apresenta vantagem também sobre a técnica
de deteccéo de anticorpos da classe IgM (imunoglobulina M) antidengue, chamada
MAC-Elisa, pois esta ndo pode ser utilizada na fase aguda da doencga, pois o IgM sé
se torna detectavel entre cinco e dez dias depois do aparecimento da febre em
casos de infeccao primaria e, em alguns casos, € de dificil deteccdo em infeccbes
secundarias. Por isso, costuma ser utilizada somente a partir do sexto dia da
doenca. (Castro, L.A,2008)

Existem dois formatos de ensaio: NS1 imunocromatografico e ELISA. O teste
utilizado nesse contexto é o Platelia™ Dengue NS1 Ag (Figura 4), sendo um método
imunoenzimético em uma fase, em formato microplaca, para deteccdo qualitativa ou
semi-quantitativa do antigeno NS1 do DENV no soro ou plasma humano. Os testes
utilizam anticorpos monoclonais de camundongo (AcM) para a captura e a
revelacao.(Bisordi et al, 2011)

(Biora
r 94"
Substrato (TMB)

t Unidade RESULTADO INTERPRETA(}AO
BioRad

Anti-NS1 mAb

+ HRP N3o ha evidencia do

<0,5 negativo antigeno NS1 do
Soro Paciente dengue.
(Ag NS1)
Amostra considerada

Anti-NS1 mAb 0,5<a<1,0 inconclusivo dubia quanto a

presenca do antigeno
NS1 dengue.

Presenca do antigeno

21.0 positivo NS1 do dengue.

Figura 4: Kit Platelia™ Dengue NS1 Ag
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1.7. Unidades Sentinelas

No Brasil, as atividades de monitoramento da circulacdo do virus da
dengue foram reforcadas com a implantacdo de unidades sentinelas (US) nos
municipios estratégicos, com o propoésito de aumentar o percentual de positividade
na técnica de isolamento viral e/ou biologia molecular, onde as amostras suspeitas
de dengue foram triadas pelo teste ELISA NS1, capaz de detectar a presenca do

virus nos primeiros dias de doenca.

Unidades Sentinelas sdo unidades de saude com capacidade para
identificar, investigar e notificar os casos de doencas/agravos relacionados a saude
publica. Essas unidades tém como atribuicdes: identificar o caso de dengue; realizar
a investigacdo epidemioldgica; confirmar ou descartar o caso, segundo critérios

estabelecidos e notificar o caso confirmado.

Os critérios adotados pelo Ministério da Saude para selecdo das UFs e
municipios para implantacdo das Unidades Sentinela foram: Potenciais portas de
entrada do sorotipo DENV4,; Circulacdo de DENV2; Registro de casos graves e
casos graves em criancas; Documento de adesdo do Secretario Municipal e

Estadual para a implantacao.

A dengue é um agravo de notificacdo compulsoria (Portaria GM/MS n°1271 de
06 de junho de 2014) e, portanto, todos 0s casos suspeitos (sendo ou nao
confirmados) devem ser, obrigatoriamente notificados a Vigilancia Epidemioldgica do
municipio. As unidades de saude sdo as principais fontes de deteccdo dos casos
suspeitos de dengue e, também fontes de dados para os servigcos de vigilancia. A
rapida coleta de informacdes nas unidades de saude e a qualidade destes dados
sao essenciais para o desencadeamento oportuno de acdes de controle e prevencéo
no nivel local. Dessa forma, é fundamental a boa comunicagcdo entre as equipes

destas unidades, a vigilancia epidemioldgica, entomoldgica e o laboratério.

As Unidades Sentinelas de monitoramento viral para dengue, com estratégia
de triagem pelo ELISA-NS1, foram implantadas no ano de 2009 em 16 Unidades

Federativas - UF e 25 municipios, com previsao inicial de 68 Unidades de Saude
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para atuarem como sentinelas. Destas, foram implantadas 48 Unidades Sentinela
pelas Vigilancias Epidemioldgicas Estaduais e Municipais, que foram avaliadas in
loco pela Coordenagdo Geral do Programa Nacional de Controle da Dengue

(CGPNCD), conforme observado no quadro 1.

Estado | MUNICIPIO UNIDADE SENTINELA

C.S. Claudia Vitorino

AC Rio Branco Hosp. Urg, Emerg. Rio Branco
UPA Barral Y Barral
AP Macapa U.B.S Marcelo Candia

5° Centro de Saude - Barra/Rio Vermelho
PA Rodrigo Argolo - Itapoa

BA Salvador
PA Adroaldo Albergaria
PA Hélio Machado - Cabula Beiru
Hospital Sdo José
CE Fortaleza - -
Hospital José Walter
o, PA Enseada do Sua
Vitoria
ES PA Sao Pedro
Viana UPA Central

CAIS Novo Horizonte*

CAIS Urias Magalhdes

GO Goiania CAIS Céandida de Morais
CAIS Chacara do Governador
CAIS Bairro Goia

. SMSA/BH
Belo Horizonte — -
MG PA Sao Benedito
Santa Luzia PA Sede Santa Luzia

CRS Moreninha
CRS Aero Rancho

MS Campo Grande =2 e Vi Almeida

UPA Cel. Antonino

. Mangabeira

PB Jodo Pessoa

Mandacaru

IMIP

) Hospital Universitario Osvaldo Cruz

PE Recife

Hospital Otavio Freitas
Hospital Jaboatéo

PR Foz do Iguacu PA Av. Parana

Maringa Hospital Municipal
PA Nestor Piva
PA Fernando Franco

SE Aracaju




Santos Pronto Socorro Zona Leste
Ribeirdo Preto UBDS Central
SP
Sao José do Rio Preto | Pronto Socorro Central
Séo Paulo Hospital Storopoli
. , HM Lourengo Jorge
Rio de Janeiro -
HM Salgado Filho
RJ Laboratério Municipal de Saude
Cabo Frio Hospital Otime Cardoso dos Santos
Hospital Tamoios
Nova Iguacu Hospital Geral de Nova Iguacu
RO Porto Velho UPA Ana Adelaide
i Hospital Santo Anténio
RR Boa Vista . -
Policlinica Cosme e Silva

Quadro 1 — Unidades Sentinelas de monitoramento viral para dengue

implantadas em 2009, no Brasil.
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2. JUSTIFICATIVA

Diante da atual situacao epidemiolégica da dengue no Brasil, com circulacao
dos quatro sorotipos e alternancia de predominio entre eles, ha necessidade de
aumentar a sensibilidade do isolamento viral em cultura de células C6/36, garantindo
um monitoramento mais efetivo da doenca. Com esse intuito o Ministério da Saude
identificou algumas unidades sentinelas no Brasil, para realizar a deteccdo do
antigeno NS1 como um teste de triagem para o teste padrdo ouro, o isolamento

viral.

O presente trabalho tem como finalidade avaliar a acuracia do teste Elisa
Platelia™ Dengue NS1 Ag utilizado como triagem para o diagnostico de dengue na
rede de laboratérios de saude publica do Ministério da Saude do Brasil, garantindo
assim um monitoramento efetivo da dengue no pais, auxiliando os programas de

controle da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a acurdcia diagnostica para a deteccdo do antigeno NS1 Dengue pelo
formato ELISA, quando utilizada por laboratérios de saude publica, no periodo
de 2009 a 2010.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os resultados obtidos nos ensaios de NS1 com resultados obtidos
pela técnica de isolamento do virus;

e Avaliar a sensibilidade, especificidade, o valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo do teste;

e Avaliar a sensibilidade do teste para os quatro sorotipos de dengue;

e Avaliar o funcionamento das Unidades Sentinelas implantadas no Brasil;

e Comparar o valor preditivo positivo do teste com a incidéncia da doenca por

més.
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4. METODOS

Delineamento do estudo

O referido trabalho trata-se de um estudo analitico retrospectivo, utilizando-se
0os resultados laboratoriais para dengue oriundos das unidades sentinelas e

laboratorios de referéncia nacional e estaduais no periodo de 2009 a 2010.

Critérios de Inclusao e Excluséo

Populacao do estudo:

Foram incluidos os casos de dengue notificados no periodo de 2009 e 2010
de acordo com critério definido pelo Programa Nacional de Controle da
Dengue/Ministério da Saude, isto €, todo paciente que apresente doenca febril
aguda com duracdo maxima de até sete dias, acompanhada de pelo menos dois dos
seguintes sintomas: cefaleia, dor retro orbitaria, mialgia, artralgia, prostracdo ou
exantema associados ou ndo a presenca de hemorragias. Além desses sintomas, 0
paciente deve ter circulado, nos ultimos quinze dias, em area onde esteja ocorrendo
transmissdo de dengue ou tenha a presengca do vetor Ae. aegypti. (Dengue:
Diagnéstico e manejo clinico, 2002).

Foram excluidas amostras que ndo estavam no periodo de viremia da doenca
(0 & 3 dias de doenca) e amostras que ndo foram submetidas aos dois testes

laboratoriais: Elisa NS1 e isolamento viral.

Estados Incluidos

Dos 16 estados que tiveram as unidades sentinelas implantadas em 2009,
foram selecionados seis estados que atenderam os critérios do estudo, isso €,
testaram as amostras tanto no ELISA NS1 como submeteram as amostras ao
isolamento viral. Os estados selecionados foram: Sado Paulo, Parana, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo e Goias. Os demais estados foram excluidos,
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pois submeteram as amostras apenas ao teste de ELISA NS1, ou ndo submeteram
as amostras negativas no teste NS1 ao teste de isolamento viral.

Coleta de amostras

Para avaliar o kit diagndstico, os estados selecionaram amostras de rotina de
pacientes que atendiam a definicdo de caso suspeito de dengue e que estavam
preferencialmente até o terceiro dia do inicio dos sintomas. Foram coletadas
amostras de sangue e soro dos pacientes elegiveis atendidos nas unidades
sentinelas distribuidas no territério dos estados selecionados, no periodo de janeiro
de 2009 a dezembro de 2010. As amostras envolvidas neste trabalho séo oriundas
da rotina de trabalho das unidades sentinelas, ndo foram coletadas amostras para

fins de realizacdo deste estudo.

Na avaliacdo foram consideradas apenas as amostras que tenham sido
submetidas aos dois testes, tanto ao NS1 Elisa como o isolamento viral, tendo em
vista que um dos objetivos do trabalho é avaliar a acuracia do teste NS1 quando

comparado a metodologia padrao ouro, o isolamento viral.

Indicadores epidemioldgicos

Para a construcdo dos indicadores epidemiologicos de incidéncia foram
utilizados os casos notificados de dengue no periodo de 2009 e 2010 e a populacao
brasileira retirada das bases de dados do IBGE construidas a partir de censos e
estimativas censitarias para o ano de 2010, e considerou-se 0 numero de casos
novos por 100.000 habitantes.

Considerando que a dengue € uma doenca aguda utilizou-se no referido
trabalho a prevaléncia como sendo igual a incidéncia, e a partir desses valores

foram calculados o VPP e VPN por ano.
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Determinacdo da Acuracia

A acuracia de um teste diagnostico leva em conta como esse teste pode
identificar corretamente as pessoas com uma determinada doenca e excluir as
pessoas que ndo tém a doenca. Essa acurdcia pode ser estimada por meio de
comparacao dos resultados de um teste, chamado de teste indice, no caso o teste
Elisa NS1, com os resultados de um teste padrédo de referéncia, neste caso, 0
isolamento viral. Os participantes de um estudo de teste diagnostico devem
submeter-se tanto ao teste indice quanto ao teste padrdo, para que em seguida, 0s
resultados dos testes sejam comparados.

No quadro 2, temos as relacBes entre os resultados de um teste e o

diagnéstico verdadeiro.

RESULTADOS DO TESTE ISOLAMENTO (PADRAO OURO) TOTAL
PRESENTES AUSENTES
TOTAL DE TESTES
POSITIVO VERDADEIRO FALSO POSITIVO (B) POSITIVOS
POSITIVO (A)
(A+B)
NEGATIVO (C) NEGATIVO (D)
(C+D)
TOTAL DE TOTAL DE TESTES TOTAL
TOTAL TESTES NEGATIVOS (B+D) (A+B+C+D)
POSITIVOS (A+C)

Quadro 2: Avaliacdo de acuracia de um teste diagnostico.

Com o objetivo de realizar uma analise de desempenho, as amostras foram
separadas em 4 grupos: verdadeiros positivos, falsos positivos, falsos negativos e

verdadeiros negativos de acordo com o padréo ouro definido.

Quando um novo teste para uma doenca esta sendo avaliado é realizado o
teste com dois grupos de pacientes selecionados: doentes e ndo doentes. Os
resultados do teste podem ser expressos dicotomicamente como “positivo” e
“negativo”, ou de algumas unidades ao longo de uma escala numérica (Mosenthal,
et al., 1950; Unger et al., 1958).
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A capacidade de um teste em distinguir doentes e ndo doentes é definida pela
sua sensibilidade e especificidade. A sensibilidade é a capacidade de um teste dar
um resultado positivo quando a pessoa testada realmente tem a doenca estudada e
especificidade é a capacidade do teste de dar um resultado negativo quando o

paciente testado esta livre da doenca em estudo (Thorner et al, 1961).

Quando um teste é utilizado em uma grande populacdo, ndo selecionada, é
importante saber o que é o seu valor preditivo - isso €, qual é a probabilidade de que
um individuo com resultado positivo realmente ter a doenca? Por outro lado, qual é a
probabilidade do individuo com resultado negativo néo ter a doenc¢a? Este risco nao
pode ser calculado diretamente a partir de sensibilidade e especificidade obtidas no
teste preliminar, uma vez que esta relacionado com a prevaléncia real da doenca na

populacao total (Chiang et al., 1956).

A populagcédo total é constituida por uma proporcdo (p) de doentes, e o
restante de n&do doentes (1-p). A proporcado desses doentes produzindo um teste
positivo, onde (a) é a proporcao de individuos com doenca conhecida rendendo
teste positivo no estudo preliminar (sensibilidade), mais (1-p) (1-b), em que (b) é a
proporcéo de individuos controles normais produzindo um teste negativo no estudo
preliminar (especificidade). Segue-se que a proporcao de individuos na populacao
total obtendo-se um teste negativo consistira de p (1-a) mais (1-p) b.

Os resultados dos testes analisados neste estudo foram obtidos a partir das
planilhas em Excel encaminhadas pelos Laboratorios Centrais de Saude Publica
(LACEN) mensalmente para a Coordenacdo Geral de Saude Publica/Ministério da
Saude (CGLAB/MS).

A partir desses dados foram calculados para o periodo do estudo os valores
de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.

Para avaliarmos a acuracia do teste de Elisa de deteccdo do NS1, foi
necessario avaliarmos a sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) do mesmo.

Os célculos foram realizados de acordo com as seguintes formulas:

S = capacidade de reconhecer os verdadeiros positivos (S=a/a+c), em que (a)

representa o numero de verdadeiros positivos e (c) o numero de falsos negativos.



30

E= é a probabilidade de um teste dar negativo na auséncia da doenca, isto é
avalia a capacidade do teste afastar a doenca quando ela estd ausente (E=d/c+d),
sendo (c) o numero de falsos negativos e (d) o nimero de verdadeiros negativos.

VPP = probabilidade de que cada positivo do teste, seja um caso ou
verdadeiro positivo (VPP=a/a+b), em que (a) representa o numero de verdadeiros
positivos e (b) o numero de falsos positivos.

VPN = probabilidade de que cada negativo seja um sadio (VPN=d/c+d), em
que (d) representa o numero de verdadeiros negativos e (c) o numero de falsos

negativos.

Analise estatistica

Para a tabulacéo e analise dos dados foi utilizado o Microsoft Excel 2010.

Considerac0es éticas

O estudo foi realizado com base em banco de dados secundarios. Ndo foram
acessados dados nominais dos doentes ou qualquer outro dado que propiciasse a
identificacdo destes, sendo respeitadas as legislacdes/recomendacbes sobre ética

em pesquisa no Pais.



31
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RESUMO

Introducéo: A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo, a
forma mais grave da doenca é a dengue hemorrégica, fatal se ndo tratada. No
mundo, ocorre em mais de 100 paises e territorios — 2,5 bilh6es de pessoas estédo
sob o risco de contrai-la, e anualmente a taxa de incidéncia atinge 50 milhdes de
casos (Tauil, 2002). A dengue é uma enfermidade causada por um arbovirus da
familia Flaviviridae, género Flavivirus, que inclui quatro tipos imunolégicos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Um importante alvo dos anticorpos para DENV é a
proteina NS1, uma glicoproteina conservada que parece ser essencial para a
replicacdo do virus. Recentemente, os testes para a deteccdo do antigeno NS1 no
soro humano foram evoluindo. O antigeno NS1 é encontrado juntamente com
endotélio, livre ou sollvel no soro de pacientes, a partir de um dia antes do inicio dos
sintomas e pode ser detectado, pelo menos, até cinco dias apds o inicio dos
sintomas, o que permite um diagnostico precoce da doenca. Objetivo: Avaliar a
acuracia diagnostica para a deteccao do antigeno NS1 Dengue pelo formato ELISA,
quando utilizada por laboratérios de saude publica. Métodos: estudo analitico
retrospectivo dos exames de dengue oriundos das unidades sentinelas de dengue e
laboratoérios de referéncia nacional e estaduais no periodo de 2009 a 2010. Foram
calculados os valores de sensibilidade, especificidade, Valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo. Resultados: A sensibilidade média do kit encontrada nos
seis estados envolvidos no estudo foi de 94,5% e a especificidade média foi de
61,20%. O valor preditivo positivo de 81,48% no ano de 2009 e em 2010 o valor caiu
para 66,17%, e o valor preditivo negativo no ano de 2009 foi de 89,91% e no ano de
2010 o valor aumentou para 94,43%. Concluséo: Considerando a sensibilidade de
94,50% encontrada podemos considerar que o teste é sensivel, e raramente deixara
de encontrar pessoas com a doenca. Em relacdo a especificidade de
61,20%,considera-se um valor abaixo do esperado, podendo ocasionar resultados

falsos negativos. O kit & sensivel, porém pouco especifico.

Palavras chaves: Dengue, Antigeno NS1, acuréacia, ELISA, VPP e VPN
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ABSTRACT

Introduction: Dengue fever is one of the main public health issues in the world. In its
most severe form, dengue hemorrhagic fever, it causes gastrointestinal
hemorrhaging which, if untreated, can lead to death. It has been detected in more
than 100 countries and territories worldwide -approximately 2.5 billion people are at
risk of contracting dengue fever and incidence rate is of 50 million cases per year
(Tauil, 2002). Dengue fever is caused by an arbovirus of the family Flaviviridae and
genus Flavivirus and includes four serotypes: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4.
An important target of antibodies against DENV is the protein NS1, a conserved
glycoprotein that appears to be essential for viral replication. Recently, tests for the
detection of NS1 antigen in human serum have evolved. This antigen is found in the
endothelium, in a free form or soluble in serum of infected patients after one day
before symptoms begin, which allows for early diagnosis of the disease. Objective:
To evaluate the diagnostic accuracy in the detection of the NS1 antigen in an ELISA
format in public health laboratories. Methods: A descriptive retrospective cohort
study of dengue laboratory results from sentinel, state and national reference
laboratories in 2009 and 2010. Sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values were determined. Results: The mean sensitivity of the Elisa kit in the six
states involved in this study was 94.5% and the mean specificity was 61.2%. Positive
predictive value was 81.48% in 2009 and decreased to 66.17% in 2010, whereas the
negative predictive value was 89.91% and increased to 94.43% in the years 2009
and 2010, respectively. Conclusion: Considering the mean sensitivity of 94.50%, it
can be concluded that the test will rarely fail at detecting contaminated patients. The
mean specificity was lower than expected and it can be concluded that mistakes can
occur, particularly in assigning false negatives. The kit is sensitive, however non-

specific.

Keywords: dengue; antigen NS1, accuracy, Brazil
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Introducéo

A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo, sendo
considerada uma doenca reemergente em varios paises tropicais e subtropicais
(Tauil, 2002). A dengue € a arbovirose que apresenta a maior expansao do nimero
de casos no mundo, sendo estimados cerca de 50 milhGes de casos por ano e que,
aproximadamente, 2,5 bilhdes de pessoas vivam em areas endémicas. Trata-se de
um virus RNA de cadeia simples compreendendo quatro sorotipos (DENV 1 ao 4)
pertencentes a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus (Burke & Monath, 2001).

A doenca é transmitida por mosquitos do género Aedes sendo a espécie Ae.
Aegypti o principal vetor. A dengue se manifesta apds um periodo de incubacao de 3
a 15 dias apresentando como sintomas febre alta, mialgia, cefaléia e artralgia.
Formas graves podem ocorrer principalmente ligada a hemoconcentracdo e

evolucdo para choque (SVS, 2009).

O diagndstico precoce das infeccbes pelo virus dengue (DENV) é de grande
importancia para direcionar as acfes das equipes de controle, minimizando a
ocorréncia de surtos e epidemias. Os exames especificos para diagndstico de
dengue tém finalidade de orientar acbes de vigilancia epidemioldgica (Poersch CO,
2007).

Um importante alvo dos anticorpos para DENV € a proteina NS1, uma
glicoproteina conservada que parece ser essencial para a replicacdo do virus.
Recentemente, os testes para a deteccdo do antigeno NS1 no soro humano foram
evoluindo. O antigeno NS1 é encontrado juntamente com endotélio, livre ou soluvel
no soro de pacientes, a partir de um dia antes do inicio dos sintomas e pode ser
detectado, pelo menos, até cinco dias ap0s o inicio dos sintomas, o que permite um
diagnoéstico precoce da doenca. O meétodo de Elisa NS1 é bastante sensivel e
especifico, devendo ser utilizado em pesquisas e nos casos graves. Recentemente,

os testes para a detec¢éo do antigeno NS1 no soro humano foram evoluindo.

O isolamento viral seguido de imunofluorescéncia indireta € a técnica
considerada padrao ouro para identificacdo do virus DENV, porém esse teste requer

laboratorios apropriados e com a devida biosseguranca. Além de ser um exame
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demorado, cerca de 7 a 10 dias para ser concluido. E apés o terceiro dia de doenca
o nivel de anticorpos comeca a subir, interferindo no resultado e na sensibilidade do
isolamento (Young PR et al, 2000).

A dengue representa o principal problema de saude publica ligado as doencas
infecciosas no Brasil e novos exames para diagnéstico vém sendo introduzidos na
assisténcia a saude. O objetivo desse estudo foi testar a acuracia do teste NS1 Elisa

em estados brasileiros em periodos interepidémicos e epidémicos.

Metodologia

Desenho do estudo
Foi realizado um estudo analitico retrospectivo dos exames de dengue
oriundos das unidades sentinelas de dengue e laboratérios de referéncia nacional e

estaduais no periodo de 2009 a 2010.

Procedimentos

Do total de 16 estados, foram selecionados seis (Sdo Paulo, Goias, Minas
Gerais, Parana e Mato Grosso do Sul) que realizavam tanto o NS1 Elisa quanto o
isolamento viral das amostras coletadas. Foram selecionadas as amostras dos
pacientes considerados casos suspeitos de dengue com manifestacdes clinicas até
o terceiro dia de doenca e tenham sido testadas com o NS1 Elisa e isolamento viral.
As amostras compreendem tanto ao periodo interepidémico como ao periodo
epidémico.

Os estados selecionaram amostras de rotina de pacientes que atendiam a
definicdo de caso suspeito de dengue e que estavam preferencialmente até o
terceiro dia do inicio dos sintomas. As amostras envolvidas neste trabalho s&o
oriundas da rotina de trabalho das unidades sentinelas dos seis estados envolvidos
no estudo no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2010, ndo foram coletadas

amostras para fins de realizac&o deste trabalho.
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Anélise dos dados

Foi utilizado o software Excell 2010 para constru¢cdo de uma planilha com os
dados das amostras analisadas encaminhadas mensalmente pelos Laboratérios
Centrais de Saude Pdublica (LACEN) para a Coordenacdo Geral de Saude
Publica/Ministério da Saude (CGLAB/MS). Para o calculo da taxa de incidéncia
foram utilizados os casos notificados de dengue para o periodo de janeiro de 2009 a
dezembro de 2010 retirados do Sistema Nacional de Agravos de Notificacédo
(SINAN) do Ministério da Saude do Brasil e os dados da populacdo brasileira foi
retirada das bases de dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE
— www.ibge.gov.br) do censo de 2010.

A sensibilidade e a especificidade do teste NS1 Elisa foi calculada
considerando-se os resultados obtidos com esse teste com os resultados do
isolamento viral, considerado como padrdo ouro. O célculo do valor preditivo
positivo e negativo foi executado a partir da incidéncia da dengue nos estados
selecionados; para fins deste estudo e por se considerar a dengue uma doenca

aguda a prevaléncia foi tida como igual a incidéncia.

Questdes Eticas

O estudo foi realizado com base em banco de dados secundérios. N&o foram
acessados dados nominais dos doentes ou qualquer outro dado que propiciasse a
identificacdo destes, sendo respeitadas as legislacdes/recomendacdes sobre ética
em pesquisa no Pais. As amostras envolvidas neste trabalho séo oriundas da rotina
de trabalho das unidades sentinelas, ndo foram coletadas para fins da realizacao

deste trabalho.

Resultados

A sensibilidade do kit Platélia NS1 (Bio-Rad) variou entre os estados
envolvidos no estudo, entre 78,54% a 100%, foi feito uma média entre os seis
estados durante os dois anos do estudo e o valor encontrado foi de 94,5%.

A especificidade variou entre 8,47% no estado do Mato Grosso do Sul a
81,93% no estado de Sao Paulo, apresentando uma especificidade média no valor
de 61,20% entre os seis estados envolvidos no estudo, conforme apresentado na
Tabelal.



Tabela 1: Célculo de sensibilidade e especificidade do antigeno NS1 Dengue por estado, no periodo de 2009 e 2010.

NS + NS1 - NS1+ NS1+ NS1 - NS1-
Estado strom W1-com - Ntram - Wtcom — NSL-com — NS-com Sensibilidade Especificidade

isolamento isolamento isolamento + isolamento - isolamento+ isolamento -

MINAS GERAIS CI Iy 1 118 5 515 7850%  8136%
PARANA mo w0 20 ) 239 9910%  5420%
M.GROSSO DO SUL 3% il 20 113 5 6 9% 847%
GOIAS 378 13 341 37 g 4 9743% 9,764
ESPIRITO SANTO 135 7 115 20 ) 5 0829%  20,00%
SA0 PAULO W 30 7 136 975M%  8193%

BRASIL 1959 9% 1379 580 81 915 0445%  61,0%
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Foram analisadas 1460 amostras com isolamento viral positivo, quanto a
positividade para os diversos sorotipos, notou-se que 76,37% das amostras foram
positivas para DENV1; 17,12 % das amostras foram positivas para DENV2 e 6,64%
das amostras foram positivas para DENV3 (Figura 1). Nao houve positividade para o
sorotipo DENV4, pois nesse periodo segundo informagdes oficiais publicadas no site
do Ministério da Saude, ndo houve deteccao deste sorotipo no Brasil no periodo de
2009 e 2010 nestes estados que fazem parte do estudo.

Analisando a sensibilidade do kit diagnostico para os quatro sorotipos
existentes, verificamos uma maior sensibilidade para os sorotipos DENV1 e DENV2
e uma queda da sensibilidade para o sorotipo DENV3.

Segundo dados oficiais do Ministério da Saude, no ano de 2009 nao
houveram relatos de circulagdo do DENV4 no Brasil e no ano de 2010, houve
circulacdo deste sorotipo apenas na Regido Norte, nos estados de Roraima,

Amazonas e Para.

80,00% -

70,00% -

60,00% -

50,00% -

40,00%

30,00% -

20,00% -

10,00% A

0,00% T T T
DENGUE 1 DENGUE 2 DENGUE 3

Figura 1. Sensibilidade do Kit Elisa Platelia ™ Dengue NS1 Ag. (Bio-Rad
Laboratories) para os sorotipos de dengue circulantes no Brasil, no periodo de 2009
e 2010.
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Analisando o total de 2.955 amostras dos seis estados incluidos no estudo
foram analisadas por meio da técnica de NS1 Elisa, destas 1.959 foram positivas e
996 negativas. Esses resultados foram comparados com os obtidos por meio do
teste de isolamento viral, onde foram criados quatro grupos distintos.

Considerando o total de 1.959 amostras de NS1 Elisa positivo, e avaliando as
1.379 amostras do grupo 1, com o NS1 positivo e isolamento viral positivo,
identificamos uma concordéancia de 70,4% entre as técnicas, demonstrando o
percentual de amostras verdadeiramente positivas.

Entre as 580 amostras do grupo 2, que tiveram resultado positivo no NS1
Elisa, e isolamento viral negativo, nota-se que apenas 29,6% das amostras foram
discordantes nas duas técnicas, isto €, foram amostras falso positivas.

Considerando o total de 996 amostras negativas no teste NS1 Elisa, e
avaliando as 81 amostras do grupo 3, com NS1 negativo e isolamento viral positivo,
notamos uma discordancia de 8,13%, isto €, foram amostras falso-negativas.

Avaliando as 915 amostras do grupo 4, notamos uma concordancia de
91,87% entre as técnicas, significa que as amostras foram verdadeiramente
negativas em sua grande maioria.

Avaliando o funcionamento das Unidades Sentinelas distribuidas no Brasil,
verifica-se que o0 protocolo proposto pelo Ministério da Saude, ndo estd sendo
cumprido pela maioria dos estados (62,5%), tendo em vista que apenas seis dos
dezesseis estados apresentaram dados suficientes para este estudo.

Os principais fatores para nédo considerarmos o funcionamento adequado das
unidades sentinelas séo: ndo realizaram isolamento viral nas amostras negativas no
NS1 Elisa ou submeteram as amostras a somente um teste diagndstico, no caso a
sorologia.

Para a avaliacdo dos indicadores epidemiolégicos de incidéncia utilizou-se os
casos notificados de dengue no periodo de 2009 e 2010 e a populacao brasileira
retirada das bases de dados do IBGE, e considerou-se o numero de casos novos de
dengue por 100.000 habitantes, esses dados foram calculados por més e por ano
para os estados envolvidos no estudo, conforme apresentado na Tabela 2.

Considerando a incidéncia dos seis estados no ano de 2009, o més com
maior incidéncia foi abril, onde houve 36 novos casos por 100.000 habitantes e a

menor incidéncia foi no més de setembro com a média de 2,76 casos novos por
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100.00 habitantes. No ano de 2010, a maior incidéncia ocorreu no més de marcgo

com 771,49 novos casos e a menor incidéncia ocorreu no més de setembro com a

meédia de 4,52 novos casos por 100.000 habitantes. O ano de 2010 foi considerado

um ano epidémico.

Na tabela 2, observa-se a nitida variacdo sazonal da dengue, principalmente

nos meses quentes, onde ha um aumento no numero de casos da doenca.

Tabela 2: Incidéncia de dengue por més e estado, no periodo de 2009 e 2010.
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A incidéncia dos casos de dengue estd associada a sazonalidade da doenca
comumente associada as mudancas e flutuacdes climaticas, que incluem: aumento
da temperatura, variacdes na pluviosidade e umidade relativa do ar, condicdes estas
que favorecem maior niumero de criadouros disponiveis e consequentemente o

desenvolvimento do vetor.
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Figura 2: Incidéncia de dengue nos estados do estudo, no periodo de 2009 e
2010.

Os valores preditivos de um teste sao variaveis, dependem da prevaléncia da
doenca na populacdo, porém o valor da sensibilidade e especifidade nédo séo
alterados, conforme apresentado na Tabela 3.
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No estudo, encontramos o valor preditivo positivo de 81,48% no ano de 2009,
ja no ano de 2010 o valor caiu para 66,17%, e o valor preditivo negativo no ano de
2009 foi de 89,91% e no ano de 2010 o valor aumentou para 94,43%.

Tabela 3: Valores de VPP e VPN, no periodo de 2009 e 2010.

verdadeiros falsos falsos verdadeiros
ANO positivos positivos negativos negativos VPP VPN
2009 440 100 57 508 81,48 89,91
2010 939 480 24 407 66,17 94,43

Comparando os valores de incidéncia com os valores de VPP e VPN, nota-se
gue no ano de 2010 que tivemos epidemias em alguns estados, 0s casos realmente
sadios ndo eram casos de dengue, pois o valor de VPN apresentado foi alto. Porém
considerando o valor de VPP, ndo podemos afirmar que todos os casos de dengue
foram considerados como positivos para a doenga, tendo em vista que no ano de
epidemia os valores decairam. Entdo seriam necessérios exames complementares
inespecificos para fecharmos o0s casos, tais como hemograma, onde o aumento do
hematdcrito confirma a presenca de hemoconcentracdo, tendo importancia
prognostica e terapéutica e o0 leucograma que pode revelar leucopenia com
linfocitose e as plaquetas podem estar normais ou diminuidas (implica maior

gravidade).
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6.DISCUSSAO

A acuracia de um teste € a proporcao de acertos, isto €, o total de verdadeiros
positivos e o total de verdadeiros negativos, em relacdo ao niumero de amostras
estudadas. Quanto maior for o valor preditivo negativo, mais confiavel o teste serd,
tendo em vista que os individuos ndo doentes realmente serdo considerados nao
doentes para a doenca, isso €, um caso verdadeiramente negativo ndo precisara de
tratamento e diminuird os gastos publicos com interna¢ées no Sistema Unico de
Saude.

Os célculos do Valor Preditivo Positivo, isso é a chance do caso ser realmente
positivo, foi baseada na formula (VPP=a/a+b), onde (a) representa o niumero de
verdadeiros positivos e (b) o niamero de falsos positivos e o célculo do Valor
Preditivo Negativo, isso € a chance de um caso negativo ser sadio, foi baseada na
férmula (VPN=d/c+d), onde (d) representa o nimero de verdadeiros negativos e (c)
0 numero de falsos negativos.

Se avaliarmos uma doenca cuja prevaléncia é baixa, mesmo com um teste
muito especifico, a chance de obtermos resultados falsos positivos € alta, devido ao
elevado numero de individuos ndo doentes na populacdo. Se a prevaléncia da
doenca for alta, como no caso da dengue, € esperado um numero maior de
resultados falsos negativos, na aplicacdo do teste com boa sensibilidade. Portanto,
guanto menor a prevaléncia da doenca, menor sera o valor preditivo positivo e maior
valor preditivo negativo e o inverso, no caso da prevaléncia seja alta.

Considerando o grupo 1, dos verdadeiros positivos, onde houve 70,4% de
concordancia entre as técnicas de NS1 Elisa e isolamento viral e ainda o grupo 4
dos verdadeiros negativos, onde o resultado da concordancia foi de 91,87% entre as
técnicas, podemos considerar que o Elisa Platelia ™ Dengue NS1 Ag. Kit € um bom
método para triagem dos casos de dengue no pais.

A sensibilidade média encontrada foi de 94,5% e a especificidade média
encontrada foi de 61,20%.

Analisando a sensibilidade do kit diagndstico para os quatro sorotipos
existentes, verificamos uma maior sensibilidade para os sorotipos DENV1 e DENV2
e uma queda da sensibilidade para os sorotipos DENV3. A variacdo da sensibilidade

do kit pode ter sido ocasionada por diversas causas, tais como a coleta,
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armazenamento e transporte da amostra. O sorotipo com maior sensibilidade no
periodo do estudo, foi o DENV1 (76,30%).

Segundo o Ministério da Saude, o percentual de identificacdo dos sorotipos
virais no periodo de 2002 a 2009 foi de 11,5%, havendo a necessidade de se
implantar e descentralizar novas técnicas confiaveis que permitissem maior precisao
e rapidez na liberacdo do diagndéstico, possibilitando o desenvolvimento de a¢des de
combate e controle da dengue nos estados e municipios, tendo em vista o
isolamento viral ser um exame demorado, onde o resultado sai apdés 10 dias de
realizacdo do teste, em condi¢Bes ideais, porém na realidade dos laboratérios do
Brasil, o resultado chega muitas vezes a sair em 30 dias apdés a coleta, o que

impossibilita agcdes imediatas por parte da vigilancia epidemiolégica.

Para se obter o isolamento do virus € necessario que a amostra em estudo
contenha a particula integra. A deteccdo da proteina NS1 ndo indica
necessariamente que a particula viral esteja integra ou infectante. Esse fato,
associado a manipulacéo e armazenamento das amostras, pode ter contribuido com
0 menor numero de resultados positivos no isolamento viral em relacdo ao Kit
avaliado.

A incidéncia dos seis estados no ano de 2009, esta variou entre 2,76 a 36,09
e no ano de 2010, esta variou entre 4,52 e 771,49. Segundo o Ministério da Saude,
0 ano de 2010 foi marcado por grandes epidemias.

A estratégia de implantacdo das unidades sentinelas de monitoramento viral
para dengue, com triagem pelo NS1 ELISA, a principio era para ocorrer em 16
Unidades Federativas - UF e 25 municipios, com previsdo inicial de 68 US, destas
apenas 48 (70,6%) foram realmente implantadas.

Neste estudo consideramos os dados 6 estados, 12 municipios e 21 US
(30,9%) com o funcionamento correto conforme o protocolo estabelecido pelo

Ministério da Saude, percentual bem abaixo do ideal.
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7. CONCLUSAO

Nas amostras analisadas nos seis estados do estudo, verifica-se uma

sensibilidade de 94,50% no Elisa Platelia ™

Dengue NS1 Ag. Kit (Bio-Rad
Laboratories), isto €, trata-se de um teste sensivel, onde raramente deixard de
encontrar pessoas com a doenca. Em relacdo a especificidade, foi encontrado um
valor de 61,20%, um valor abaixo do esperado (acima de 90%), o que podera
ocasionar erros de diagndstico, considerando que o teste ndo é tdo especifico, e
podera considerar que pessoas sadias sdo doentes.

Avaliando essas informacdes, podemos concluir que as pessoas doentes
realmente estdo doentes, porém nem todos considerados ndo doentes sao
realmente sadios.

Neste estudo, um total de 2.955 amostras dos seis estados incluidos no
estudo foram analisadas por meio da técnica de NS1 Elisa, destas 1.959 foram
positivas e 996 negativas. Esses resultados foram comparados com os obtidos por
meio do teste de isolamento viral. Essas amostras foram separadas em dois grupos,
os verdadeiros positivos, onde 1.379 amostras foram positivas no isolamento viral,
atingindo uma concordancia de 70,4% entre as técnicas laboratoriais e o grupo de
verdadeiros negativos, onde 996 amostras negativas no NS1 foram submetidas ao
isolamento viral e destas 915 foram negativas, gerando uma concordancia de
91,87% entre as técnicas.

Analisando a sensibilidade do kit diagndéstico para os quatro sorotipos
existentes, verificamos uma maior sensibilidade para os sorotipos DENV1 e DENV2
e uma queda da sensibilidade para o sorotipo DENV3. A sensibilidade para o
sorotipo 4 ndo pode ser avaliada, tendo em vista que este sorotipo néo circulou no
periodo e nos estados envolvidos no estudo.

Neste estudo, encontramos o valor preditivo positivo de 81,48% no ano de
2009 e em 2010 o valor caiu para 66,17%, e o valor preditivo negativo no ano de
2009 foi de 89,91% e no ano de 2010 o valor aumentou para 94,43%.

Os valores preditivos de um teste sofrem variagcbes e dependem da
prevaléncia da doenca na populacdo, e considerando a dengue como uma doencga
de alta prevaléncia no pais, espera-se um numero elevado de resultados falsos

negativos, na aplicacéo do teste com boa sensibilidade.
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A implantacdo das unidades sentinelas de monitoramento viral para dengue,
com triagem pelo NS1 ELISA, n&o atingiu o objetivo proposto pelo Ministério da
Saude, tendo em vista que no estudo foram considerados os dados de apenas 6
estados, 12 municipios e 21 US (30,9%) que atenderam ao protocolo corretamente.
O ideal seria que os 16 estados, 25 municipios e as 48 US estivessem em pleno
funcionamento. Para isso, recomenda-se uma supervisdo do Ministério da Saude
aos estados, para redefinir as unidades sentinelas que tenham condi¢cbes de atender

ao protocolo proposto.
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