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RESUMO

Introducédo. Testes laboratoriais sdo fundamentais para o diagndéstico da dengue,
nesse sentido sdo propostos algoritmos, que propde instru¢des para um diagndstico
laboratorial de dengue mais eficaz.

Objetivo. Avaliar o desempenho de testes laboratoriais na confirmacéo de casos
suspeitos de dengue, no curso de duas epidemias (2012 e 2013) em Goiania, Goias,
Centro-Oeste do Brasil.

Metodologia. Trata-se de um estudo observacional analitico que analisou uma base
de dados clinicos e laboratoriais de uma coorte prospectiva de pacientes com
suspeita clinica de dengue. O algoritmo aplicado baseou-se em trés periodos da
doenca, 0-3, 4-7 e >7 dias apos o inicio dos sintomas (DOS) e no uso de testes de
deteccdo das imunoglobulinas M e G (IgM e IgG), do antigeno da proteina néo-
estrutural 1 (NS1Ag) e do RNA viral por reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR). Foram avaliadas a positividade dos testes
individualmente e em associacao de testes por dia de infec¢cdo; e a sensibilidade,
especificidade e acuracia dos testes. A analise estatistica usou os programas SPSS
Statistics 17.0, R software e OPENEPI.

Resultados. Dos 592 pacientes selecionados, 415 (70,1%) foram confirmados
laboratorialmente. No periodo de 0-3 DOS, a RT-PCR e NS1Ag obtiveram 81,6% e
63,3% de positividade respectivamente. IgM obteve as positividade nos periodos de
4-7 e >7 DOS (85,5% e 93,3%, respectivamente). Individualmente, os testes de RT-
PCR e IgM positividade ao diagnostico no inicio e no final da fase aguda da
infeccdo, respectivamente. Os resultados de sensibilidade foram semelhantes aos
de positividade, enquanto os de especificidade de NS1Ag foram superiores a 90%
em todos os periodos.

Concluséao. O algoritmo apontou qual teste laboratorial foi o0 melhor para o curso da
doenca. Até 3 DOS, o teste molecular é o mais sensivel; Entre 4-7 DOS, duas
técnicas podem ser necessarias para obter um diagnéstico preciso. O teste de
NS1Ag apresenta menor detec¢do em casos de infec¢do secundaria, no entanto, foi
o teste mais especifico, podendo ser utilizado no diagnostico diferencial de dengue.
Estes resultados contribuiram para a decisdo diagndstica no contexto
epidemioldgico com a circulagdo concomitante de arbovirus.

Palavras-chave: Dengue; Diagnostico Laboratorial; Algoritmo; RT-PCR; NS1Ag;
Antidengue IgM ELISA.
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ABSTRACT

Introduction. Laboratory tests are essential for dengue diagnosis, in that sense
algorithms are proposed, which proposes instructions for a more effective laboratory
dengue diagnosis.

Aim. To evaluate the performance of laboratory tests in the confirmation of
suspected dengue cases, appling an algorithm, during a dengue epidemic in Goiania,
Central West Brazil 2012-2013.

Methodology. This is a retrospective analytical observational study in a database of
a prospective cohort with suspected dengue cases. The algorithm applied was based
on three periods in the acute phase of disease, 0-3, 4-7 and >7 days after onset of
symptoms (DOS) and in detection of immunoglobulins M and G (IgM and 1gG), non-
structural 1 protein antigen (NS1Ag) and viral RNA by reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Positivity was seen individually and in
association of tests in the algorithm and per day of infection, and used to confirm
cases. The tests performance was evaluated by the sensitivity, specificity and
accuracy of each test when compared to the others association, also in the algorithm.
The results were statistically analyzed using SPSS Statistics 17.0, R software and
OPENEPIL.

Results. 592 patients with suspected dengue were included, 415 (70.1%) were
laboratory confirmed. In the 0-3 DOS period, the best positivities were by RT-PCR
(81.6%) and NS1Ag (63.3%). While, IgM obtained the best positivities in 4-7 and >7
DOS periods (85.5% and 93.3%, respectively). Individually, RT-PCR and IgM tests
were the most efficient to add positivity to diagnosis at the beginning and at the end
of the acute phase of infection, respectively. Sensitivity results were similar to those
of positivity, whereas NS1Ag specificities were greater than 90% at all periods.
Conclusion. The algorithm sowed which laboratorial test was the best for the course
of disease. Until 3 DOS, molecular is most sensitive test; between 4-7 DOS, two
techniques may be required to obtain an accurate diagnostic. NS1Ag test, presented
less detection in secondary infection cases, however, they was more specific test and
can be used in differential diagnosis of dengue. These results contributed to
diagnostic decision in the epidemiological context with concomitant arbovirus
circulation.

Key-words: Dengue; Laboratory Diagnosis; Algorithm; RT-PCR; NS1Ag; Anti-
dengue IgM ELISA.
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1 INTRODUGAO

Dengue é uma infecgéo viral aguda sistémica, transmitida aos humanos por
mosquitos do género Aedes. Dentre as arboviroses, a dengue é considerada um dos
principais problemas de saude publica no mundo, com grande impacto econémico
(Simmons et al. 2012). Esse cenario € resultante de uma série de fatores, pela
prépria caracteristica da doenca por infectar milhares de pessoas durante as
epidemias, a falta de medicamentos e tratamentos especificos contra o virus
dengue, programas ineficientes de combate aos mosquitos vetores da dengue e a
dificil acessibilidade de vacinas e de testes laboratoriais eficazes para uso na rotina

em todos os sistemas de saude (Bhatt et al. 2013).

A confirmacao laboratorial de dengue como diagnéstico diferencial de outras
flaviviroses ou doencas exantematicas ou hemorragicas € relevante para um
adequado manejo clinico, avaliacdo dos casos graves, suporte a vigilancia, estudos
de patogénese e pesquisa de medicamentos e vacinas. O diagnostico laboratorial de
dengue, de forma precoce e precisa, proporciona a vigilancia epidemiologica e as
autoridades em saude informacdes Uteis sobre periodo, localizagdo, sorotipo

circulante e gravidade da doenca (Guzman and Kouri 2004).

1.1Histérico

Os primeiros relatos de uma doenca associada a insetos voadores e agua, na
China foram publicados durante a Dinastia Chin (265 a 420 dC). Descricbes de

epidemias de uma doenca que se assemelha clinicamente a dengue aconteceram

Introducéo



nos anos de 1779 e 1780 em trés continentes (Asia, Africa e América do Norte)

(Gubler 1998 Burke & Monath 2002).

Epidemias intermitentes de dengue ocorreram na Asia, América do Norte,
Caribe e Africa durante os séculos XVIIl e XIX. A segunda metade do século XX foi
caracterizada pela expansao geografica da doenca, acredita-se que fatores como as
transformacdes ocorridas no mundo, a necessidade de agua armazenada e o
transporte de suprimentos e outros materiais de guerra durante e apdés a segunda
guerra mundial conduziram ao aumento da transmissdo da dengue (Gubler 1998;

Guzman et al. 2008).

JA em 1944, Albert B. Sabin e colegas isolaram DENV de soldados
americanos na india, na Nova Guiné e no Havai (Sabin and Schlesinger 1945).
Estes primeiros isolamentos foram posteriormente classificados como DENV-1 e
DENV-2 (Hotta and Kimura 1952; Sabin 1952), respectivamente, enquanto DENV-3
e DENV-4 foram isolados por Hammon e colaboradores durante a epidemia de

Manila, Filipinas, em 1956 (Hammon et al. 1960 apud Gubler, 1998).

Na década de 1950, um programa de controle do vetor da febre amarela
eliminou em muitos paises o mosquito Aedes (Stegomya) aegypti (Linnaeus, 1762),
principal vetor da dengue, provocando uma diminui¢do ou eliminac¢do das epidemias
de dengue. Antes de 1970, apenas nove paises passaram por epidemias severas de
dengue. Contudo, na década de 1970 com o fim dos programas de controle de
mosquitos, o A. aegypti voltou a reinfestar o mundo e se espalhar geograficamente

durante os anos 80 e 90 (Guzman et al. 2008).
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1.2 Epidemiologia da dengue no Brasil

No Brasil, as primeiras epidemias de dengue foram registradas entre 1846-
1848 e 1851-1853. Apartir de entdo, até a década de 1980, foram relatados apenas
dois surtos, nos anos de 1916 e 1923 (Pimentel 1923; Pinheiro and Corber 1997). A
préxima epidemia no Brasil ocorreu em 1982 no norte e foi associada aos sorotipos
1 e 4 (Osanai et al. 1983). Em 1986, o DENV-1 foi introduzido no estado do Rio de
Janeiro, causando surtos importantes (Schatzmayr et al. 1986), e sendo
disseminado para maioria dos estados brasileiros. Na década de 1980 ocorreram
diversas epidemias de dengue causadas pelo DENV-1 em cinco paises da América
do Sul (Brasil, Bolivia, Paraguai, Equador e Peru) que ndo haviam apresentado ou ja

estavam livres de surtos ha muitos anos (Pinheiro and Nelson 1997).

A introducdo do DENV-2, detectada no estado do Rio de Janeiro no ano de
1990 (Nogueira et al. 1990), levou a um aumento expressivo no humero de casos de
dengue no pais. No ano de 1998 ocorreu a maior epidemia da década, na qual
foram notificados mais de 700 mil casos de dengue no pais. Nesse mesmo ano foi
detectado um caso isolado aléctone de DENV-3 em Limeira-SP (Rocco et al. 2001),
mas foi somente em 2000, que a introducdo do sorotipo foi confirmada com a

presenca de casos autéctones no Rio de Janeiro (Nogueira et al. 2001).

A partir dos anos 2000, cinco grandes epidemias ocorerram no Brasil com
predominancia de diferentes sorotipos nos anos de 2002 (DENV-3), 2008 (DENV-2),
2010 (DENV-1), 2013 (DENV-4) e 2015 (DENV-1) (Teixeira et al. 2013; PAHO 2015,
2016). No periodo compreendido entre 2000 e 2016, houve registro de um aumento

significativo no numero de casos, casos graves, taxas de hospitalizacdo e no
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namero de o6bitos de dengue em todo o pais (Teixeira et al. 2013; PAHO 2016,

2017).

No ano de 2013 foram registrados, somente nas Américas, mais de 2 milhdes
de casos de dengue com 1280 O6bitos. Destes, cerca de 1,4 milhdes de casos
suspeitos de dengue foram registrados no Brasil, sendo que a regidao Centro-Oeste
registou 271.773 desses casos, correspondendo a 18,4% desses casos (PAHO

2013, 2016).

No ano de 2016 foram notificados cerca de 2,3 milhdes de casos de dengue
em todos os paises das Américas (exceto o Canadd), dos quais o Brasil foi
responsavel por aproximadamente 1,5 milh&o. As regides brasileiras Centro-Oeste e
Sudeste obtiveram as maiores incidéncias nesse periodo, 1.322 e 1.001,8 por

100.000 habitantes, respectivamente (Brazil 2017; PAHO 2017).

Na regido Centro-Oeste do Brasil as primeiras epidemias ocorreram 10 anos
apos as epidemias nas regides litoraneas do pais. O estado de Goids é o que
apresenta os maiores de indices de transmissao da doenca (Teixeira et al. 2013;

PAHO 2017).

Em Goiés, o primeiro registro laboratorial de dengue foi realizado em 1994,
com mais de 3.500 casos notificados de DENV-1 (Maciel et al. 2008). A introducéo
do DENV-2 ocorreu em 1998, quando foram identificados os primeiros casos de
febre hemorragica de dengue (Siqueira et al. 2004). Em janeiro de 2002, apos
introducdo do DENV-3 no pais, houve répida dispersdo para todas as regides
brasileiras, e em 2003, este se tornou o sorotipo predominante dentre os isolados do
mesmo ano (Feres et al. 2006). Entre os anos de 2003 e 2007 houve uma tendéncia

de dispersdo da doenca para o interior do estado, associada a um aumento do

4
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namero de notificacbes de casos, casos graves e Obitos por dengue no estado
(Maciel et al. 2008; PAHO 2016). O sorotipo 4, em Goias, foi detectado em 2011, e
em 2013 ocorreu uma grande epidemia de dengue causada pelo DENV-4 (Argolo et

al. 2013; PAHO 2016).

Goiania, capital de Goias, tem sido o epicentro de picos epidémicos
sucessivos e crescentes devido a introducdo ou substituicdo do sorotipo viral
predominante em circulacdo (DENV-1/1994, DENV-1/3, 2002 DENV-3/1, 2008,
DENV-1/3, 2010 e DENV-4/1 em 2011) (Feres et al. 2006; Argolo et al. 2013). De
2012 a 2013, ocorreu um dos maiores surtos de transmissao de dengue até entéo,

no qual a incidéncia atingiu 2.233 casos por 100 mil habitantes (PAHO 2016).

1.3 Sintomas e classificagéo clinica

A infeccdo por DENV pode se apresentar de forma assintomatica ou
sintomatica. Quando ha presenca dos sintomas, a infec¢cdo causa uma doenca febril
aguda, sistémica e dinamica, variando desde formas oligossintomaticas a formas
graves, podendo evoluir ao 6bito. A doenca tem um inicio abrupto e pode ser
dividida em trés fases clinicas: febril, critica e de recuperacdo (WHO 2009; Brasil

2016)

O Brasil, até o ano de 2013, adotava uma classificacdo de dengue, que
classificava a doenca em: Dengue Classica (DC), Febre Hemorragica da Dengue
(FHD), Dengue com Complicacdes e Sindrome do Choque da Dengue (SCD). A
primeira manifestacéo para classificacdo de DC era a febre geralmente alta (39°C a
40°C), de inicio abrupto, associada a cefaléia, prostacdo, mialgia, artralgia, dor
retroorbitaria, exantema maculopapular acompanhado ou néo de prurido, na qual o

paciente apresentava recuperacao apos o periodo febril. Para a FHD era necessario

5
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que a partir do 3° ao 7° dia de doenca fosse evidenciado o surgimento de
manifestacbes hemorragicas, trombocitopenia e perda de plasma. Dengue com
Complicacdes acontecia nos casos que nao poderiam ser enquadrados como FHD,
e que a classificacdo por DC fosse insatisfatéria devido ao potencial risco associado
ao quadro. O SCD acontecia quando uma hemoconcentracdo prolongada provocava
disfuncédo de 6rgados, acidose metabdlica, coagulacdo intravascular disseminada e
choque hipovolémico, nessa classificacdo assumia-se um grande risco de morte

para o paciente (Brasil; Ministério da Saude. 2002; WHO 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reavaliou os critérios de
classificacdo de dengue, que em 2014 passou a ser utilizada pelo Brasil (WHO
2009). Essa nova classificacdo observou a dengue como uma doenca Unica,
dindmica e sistémica, considerando que a doencga pode evoluir para remissao dos
sintomas ou agravar-se, portanto os pacientes foram categorizados em Dengue (D),

Dengue com sinais de alarme (DSA) e Dengue grave (DG) (Brasil 2016).

Um quadro suspeito de dengue ocorre quando uma pessoa que reside ou
viajou nos ultimos 14 dias para uma area com transmissao de dengue ou com a
presenca do A. aegypti, apresente febre ha menos de 7 dias associada com pelo
menos dois dos seguintes sinais e sintomas: nausea, vomitos, exantema, mialgias,
artralgia, cefaleia, dor retroorbital, petéquias ou prova do laco positiva e/ou
leucopenia. Considera-se também como caso suspeito de dengue uma crianga
proveniente ou residente em area com transmissdo de dengue, com quadro febril

agudo, entre 2 a 7 dias (Brasil 2016).

Caso suspeito de dengue com sinais de alarme ocorre quando o caso de

dengue que na fase critica, periodo de defervescéncia da febre, apresenta um ou
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mais dos seguintes sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua, ou dor a
palpacdo do abddémen, vomitos persistentes, acumulacdo de liquidos (ascites,
derrame pleural, pericardico), sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade,
hipotensdo postural (lipotimia), hepatomegalia maior do que 2 cm e aumento

progressivo do hematdécrito (Brasil 2016).

Caso suspeito de dengue grave € quando um caso de dengue, seja com ou
sem sinais de alarme, apresenta pelo menos um dos seguintes critérios: (1) Choque
provocado pelo extravasamento grave de plasma, geralmente entre os dias quatro e
cinco da febre; (2) Hemorragias graves; (3) Comprometimento grave de 6rgaos
como hepatites, encefalites ou miorcardites, que podem ocorrer sem 0 concomitante

extravasamento plasmatico ou choque (Brasil 2016).

O caso suspeito de dengue é confirmado por meio de testes laboratoriais
especificos. Caso descartado € o caso suspeito de dengue que apresenta
diagnéstico laboratorial negativo ou que seja um caso cujas investigacdes clinica e
epidemioldgica sdo compativeis com outras doencas e nao apresente teste

laboratorial (Brasil 2016)

No Brasil é adotada a classificacdo de risco no atendimento e triagem de
casos suspeitos. Essa classificacdo visa reduzir o tempo de espera no servido de

saude, por meio de dados da anamnese e de exame fisico (Quadro 1).
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Quadro 1. Classificacao de risco de acordo com o0s sinais e sintomas

Azul: Grupo A — atendimento de acordo com o horéario de chegada

Verde: Grupo B — prioridade ndo-urgente

Amarelo: Grupo C — urgéncia, atendimento o mais rapido possivel

Vermelho: Grupo D — emergéncia, paciente com necessidade de atendimento
imediato

Fonte: Brasil, 2009

O manejo adequado dos pacientes e as medidas terapéuticas cabiveis sé&o

orientados de acordo com as classificacbes da doenga (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma para classificacédo de risco de dengue

Suspeita de Dengue
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mialgias, artralgia; cefaleia, dor retro-orbital; petéquias; prova do lago positiva; leucopenia. Também pode ser considerado caso suspeito
toda crianga com quadro febril agudo, usualmente entre dois e sete dias de duracio, e sem foco de infecgdo aparente.
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ou outras doencas cardiovasculares, diabetes melitus, Dpoc, doencas hematologicas cronicas (principalmente anemia falciforme), doenga renal cronica,
doenca idcido péptica e doencgas autcimunes. Estes pacientes podem apresentar evolucio desfavorawel e devern ter acompanhamento diferenciado.

Fonte: Brasil, 2016.
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1.4Etiopatogenia

1.4.1 TRANSMISSAO

A dengue € uma arbovirose, cujos vetores Sd4o mosquitos pertencentes ao
género Aedes spp. A espécie que esta mais relacionada a transmissdo ao homem é
A. aegypti, principalmente por seu comportamento sinantropico e anatropofilico. O
maior periodo de transmissdo se da no verdo e em periodos chuvosos, e
principalmente em regides tropicais e subtropicais, por conta do clima mais propicio

a propagacao e infestacdo do mosquito (Natal 2002; Tauil 2002).

O ciclo de transmissdo urbana do DENV é composto pelo vetor e por
hospedeiros infectados e susceptiveis. Nesse ciclo as fémeas do vetor séo
infectadas ao se alimentarem de individuos infectados pelo DENV durante o periodo
de viremia (transmissao horizontal) ou de forma transovariana (transmissao vertical)
onde a fémea do mosquito infectada transmite o virus a sua progénie (Martins et al.
2012). Uma vez infectado, o mosquito se torna capaz de transmitir a infeccao
durante todo o resto de sua vida, que dura de 6 a 8 semanas (Brasil; Ministério da
Saude. 2009). As fémeas do vetor, que sdo as responsaveis pelo repasto
sanguineo, costumam se alimentar durante o dia, preferencialmente ao amanhecer e
ao entardecer. O individuo é infectado no momento em que a fémea infectada se
alimenta de seu sangue inoculando particulas virais no mesmo (Guzman et al.

2010).

10
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1.4.2 AGENTE ETIOLOGICO

O virus dengue € um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género
Flavivirus, reconhecido em quatro sorotipos distintos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 (Lindenbach et al. 2007). O virion € uma particula esférica com cerca de 50
nm de diametro, apresenta um nucleocapsideo icosaédrico envolvido por um

envelope de bicamada lipidica e genoma RNA (Mukhopadhyay et al. 2005).

O genoma de RNA consiste em uma fita simples com cerca de 10.700
nucleotidos e codifica uma poliproteina posteriormente clivada em trés proteinas
estruturais, C (capsideo), prM (precursora da proteina da membrana [M]) e E
(envelope), e sete proteinas ndo estruturais (NS) (NS1 , NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5) (Lindenbach et al. 2007; Back and Lundkvist 2013). O RNA do virus
dengue tem polaridade de sentido positivo e apresenta uma Unica fase de leitura
aberta (ORF do inglés “open read frame”), flanqueada por regides terminais néo
traduzidas (UTR do inglés “untranslated region”), 5’ e 3’, ambas importantes para a

traducdo e replicagéo viral (Chambers et al. 1990; Back and Lundkvist 2013).

As proteinas estruturais estdo envolvidas principalmente na entrada e
montagem da particula viral, enquanto as proteinas ndo-estruturais participam da
replicacdo, rearranjo das membranas internas, e também montagem da particula
viral, além do recrutamento e subversdo de fatores celulares que contribuem na
replicacdo e na evasédo da resposta imune. O correto processamento das proteinas
estruturais e ndo estruturais € essencial para a replicacéo viral e montagem do virion

infeccioso (Lindenbach et al. 2007; Alcaraz-Estrada et al. 2010; Strottmann 2013).

A principal funcdo da proteina C esta no empacotamento do RNA, que juntos

formam o nucleocapsideo viral (Lindenbach et al. 2007). A prM da origem a proteina
11
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M, que € a proteina estrutural da membrana do virus maduro, e interage com a
proteina E, estabilizando a proteina do envelope (Li et al. 2008; Zheng et al. 2010). A
glicoproteina E faz o papel de uma hemaglutinina viral e também é o principal
componente antigénico do DENV, e distingue os sorotipos entre si. Além disso, a
proteina E esta envolvida no processo de replicacdo e maturacao viral, participando
da adsorcao do virus ao receptor da célula hospedeira, na entrada e ha montagem

da particula viral (Zhang et al. 2004; Zheng et al. 2010).

A proteina NS1 pode ser encontrada na forma intracelular, envolvida na
replicacdo viral, na superficie da membrana celular infectada, onde pode ser alvo de
anticorpos e na forma secretada na corrente sanguinea (Alcon et al. 2002;
Lindenbach et al. 2007). As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sado pequenas
proteinas hidrofobicas, enquanto NS2B forma um complexo estavel com NS3, as
demais sdo proteinas transmembrana envolvidas na replicagdo do virus. J& as
proteinas NS3 e NS5 tém mudltiplas atividades enzimaticas na replicagdo viral e
formacdo do cap na extremidade 5 do genoma viral (Lindenbach et al. 2007;

Teramoto et al. 2017).

Os sorotipos do DENV compartilham cerca de 65% da sequéncia de
nucleotideos que compdem seus genomas, sendo, portanto, geneticamente
semelhantes, porém distintos antigenicamente, principalmente por conta da
diferenca na sequéncia de aminoacidos na proteina E, que varia de 25 a 40%. Além
disso, existem alteracbes na proteina E de genotipos que compdem O mesmo
sorotipo do DENV, tanto na sequéncia nucleotidica quanto na sequéncia de

aminoacidos. Diferentes Flavivirus estdo associados geneticamente aos sorotipos do

12
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DENV, como por exemplo, o virus do Oeste do Nilo e o virus da Encefacilite

Japonesa (Guzman et al. 2010; Azevedo 2011).

1.4.3 REPLICACAO VIRAL

As células da linhagem mononuclear fagocitaria sdo os principais alvos da

replicacdo viral nas infecgbes pelo virus dengue. Macrofagos, mondcitos e células

dendriticas séo as células mais permissivas a infec¢cdo por DENV (Kou et al. 2008).

Porém, existe uma grande variedade de células que também s&o permissivas,

indicando que o virus se liga em alguma molécula de superficie celular onipresente

ou que ele interage com multiplos receptores mediando a infec¢éo (Lindenbach et al.

2007; Sousa 2015).

Figura 2. Replicacé@o do virus da dengue.
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Fonte: Rodenhuis-Zybert et al., 2010 (Rodenhuis-Zybert et al. 2010). Adaptado.
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No hospedeiro os virions se ligam a superficie de uma célula hospedeira e
entram através de endocitose mediada por receptor. Em seguida, ocorre uma
acidificacdo do endossomo, que desencadeia alteracbes conformacionais no virus,
fusdo das membranas virais e celulares, e desmontagem da particula viral. Quando
0 genoma ¢é liberado no citoplasma, o RNA é traduzido numa Unica poliproteina que
€ processada co- e pés-traducdo por proteases do virus e do hospedeiro. A
replicagdo do genoma ocorre nas membranas intracelulares. A montagem do virus
ocorre na superficie do reticulo endoplasmatico (RE) quando as proteinas estruturais
e 0 RNA recém-sintetizado chegam no liumen do RE. As particulas virais ndo-
infecciosas imaturas e subvirais resultantes sdo transportadas através da rede trans-
Golgi. As particulas virais imaturas sao clivadas por proteases furinas do hospedeiro,
resultando em particulas maduras e infecciosas. As particulas subvirais sdo também
clivadas pela furina. Os virions maduros e as particulas subvirais séo entéo liberados

por exocitose (Figura 2).

O conhecimento do ciclo de replicagdo do virus dengue nas células
hospedeiras e as caracteristicas estruturais e funcionais de suas proteinas
impulsiona o estudo de diversos alvos para a acdo de antivirais, seja através do
desenho racional de inibidores ou mediante ensaios empiricos de “screening” de
compostos sintéticos ou produtos naturais. Atualmente séo avaliados inibidores que
podem agir na entrada do virus na célula, na replicacdo do RNA viral, na protease
viral e na maturacdo das particulas virais. Por este motivo, é extremamente

importante o entendimento do ciclo de replicacdo viral (Damonte et al. 2004).

14
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1.4.4 RESPOSTA IMUNE

A replicacdo viral, na fase inicial da infeccdo pelo DENV, estimula uma
resposta imune inata do hospedeiro humano, por meio de mecanismos antivirais
mediados por interferon (IFN) a assim como por células natural killers (NK) (Abbas
Abul K. et al. 2014). Uma resposta imune do tipo humoral € induzida ao longo da
infeccdo, com a producéo de anticorpos sorotipo especifico, principalmente contra as
proteinas E, prM e NS1, nesse caso individuos que foram infectados (infeccéo
primaria) desenvolvem uma imunidade protetora de longo prazo contra uma possivel
re-infeccdo pelo mesmo sorotipo, imunidade homéloga. Nesse periodo também tém-
se uma imunidade protetora temporaria contra os outros sorotipos, chamada de
imunidade heterdloga ou cruzada, que tende a desaparecer em alguns meses. Ou
seja, em uma nova infeccdo por DENV (infeccdo secundaria), tem se uma infeccdo

por outro sorotipo (Valdés et al. 2000; Rothman 2011).

Existem estudos que comprovam que a imunidade contra o DENV, em
infeccbes secundarias, tem o potencial de facilitar o processo de infec¢do nas
células fagocitarias e aumentar o risco de infeccbes graves da doenca. Essa teoria
da amplificacdo da infec¢cdo dependente de anticorpos é denominada de efeito ADE
(do inglés, “antibody dependent-enhancement”) (Guzman and Vazquez 2010; Ubol

et al. 2010; Halstead 2014).

Na infeccdo primaria ha um aumento lento e gradativo dos niveis de
anticorpos especificos, a imunoglobulina M (IgM) € o primeiro a aparecer no soro.
Uma média de 80% de casos de dengue tem anticorpos IgM detectaveis até cinco
dias ap6s o aparecimento da doenca, e cerca de 93-99% entre 0 sexto e 0 décimo

dia de infeccdo. J& os anticorpos da imunoglobulina G (IgG) costumam ser

15
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produzidos no final da primeira semana de doenca, e permanecem detectaveis por
anos e possivelmente pelo resto da vida (Chanama et al. 2004; Schilling et al. 2004,

WHO 2009).

Na infeccdo secundaria, que acomete um individuo que ja teve uma primeira
infeccdo por um sorotipo diferente, a concentracdo dos anticorpos IgG aumenta
rapidamente atingindo valores elevados, enquanto a concentragdo dos anticorpos
IgM aumentam em menor escala, alcancando um pico mais baixo que na primeira
infeccdo (Schilling et al. 2004; Prince and Matud 2011). A cinética de virus,
anticorpos e antigenos nas infec¢des primaria e secundéaria estd apresentada na

figura 3.

Figura 3: Cinética de virus, anticorpos e antigenos nas infec¢des priméaria e
secundaria do virus Dengue.

INFECCAO PRIMARIA INFECCAO SECUNDARIA

100

o

751

50 1

SENSIBILIDADE (%)
SENSIBILIDADE (%)

2517

365

365

DIAS APOS O INICIO DA FEBRE DIAS APOS O INICIO DA FEBRE

Fonte: CDC 2010 (CDC 2010). Adaptado.

1.5Diagnéstico laboratorial

O diagnastico clinico preciso da dengue € um desafio, uma vez que 0s sinais

e sintomas da doenca sao indiferenciados. Por isso, é essencial que o diagndstico
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laboratorial seja usado em conjunto ao clinico para a confirmagdo dos casos

suspeitos de dengue (Ferraz et al. 2013; Muller et al. 2017).

A confirmacao laboratorial de dengue como diagndstico diferencial de outras
flaviviroses ou doencas exantematicas ou hemorragicas é relevante para um
adequado manejo clinico, avaliagdo dos casos graves, suporte a vigilancia, estudos
de patogénese e pesquisa de medicamentos e vacinas. O diagnostico laboratorial de
dengue, de forma precoce e precisa, proporciona a vigilancia epidemiolédgica e as

autoridades em saude informacdes Uteis sobre periodo, localizagdo, sorotipo

circulante e gravidade da doenca (Guzman and Kouri 2004).

O diagnéstico laboratorial para confirmacdo de infeccdo pelo virus dengue
tem como alvo o préprio virus, por isolamento viral ou deteccdo do genoma (RNA),
componentes ou antigenos virais ou a resposta imune do hospedeiro a infec¢éo pelo

virus (anticorpos IgM e IgG antidengue especificas) (Muller et al. 2017).

1.5.1. ISOLAMENTO VIRAL

O isolamento do virus dengue é realizado por cultivo de amostras clinicas em
linhagens celulares de mosquito (células C6/36, AP-61, Tra-284, AP64, e CLA-1) ou
de mamiferos (células LLCMK2, Vero e BHK -21) (Guzman and Kouri 1996; Shu et
al. 2004), seguido por imunofluorescéncia indireta, utilizando anticorpos monoclonais
contra os quatro sorotipos (Henchal et al. 1983). Além da cultura celular, o
isolamento pode ser feito por inoculacdo em cérebro de ratos recém-nascidos ou

inoculacao intratoracica em mosquitos vivos (Tang and Ooi 2012).
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Embora a deteccdo de DENV por isolamento viral seja uma metodologia
direta para o diagnoéstico de infeccéo, exige habilidades técnicas, alto investimento
em estrutura e um longo prazo de tempo até liberacdo dos resultados (Guzman and

Kouri 2004; Tang and Ooi 2012).

1.5.2. DETECCAO DO GENOMA VIRAL

Os métodos moleculares descritos para diagnéstico da infecdo por DENV séo
a hibridacéo de acidos nucleicos e reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase

reversa (RT-PCR) convencional ou em tempo real (Lanciotti et al. 1992; WHO 2009).

A técnica de hibridizacdo com sondas detecta a presenca de 4cidos nucleicos
virais, através de sondas, que sdo construidas a partir de sequéncias genémicas
virais. Essa técnica € considerada rapida e relativamente simples, porém, menos

sensivel do que as técnicas de RT-PCR (Gubler 1998).

As técnicas de RT-PCR necessitam de uma previa extracdo e purificacdo do
RNA viral da amostra, que pode ser feita utilizando técnicas in house, utilizando kits
com colunas de extracdo ou equipamentos automatizados (Lanciotti et al. 1992;

Guzman et al. 2006).

A técnica de RT-PCR convencional para o virus dengue tem como objetivo a
transcricdo reversa do RNA em cDNA e amplificagcdo de sequéncias gendmicas
especificas do DNA delimitados por primers, e uma posterior visualizacao do produto
amplificado por eletroforese em gel de agarose para confirmacdo da deteccao do
DNA (WHO 2009). Varios protocolos de RT-PCR foram desenvolvidos para

diagnéstico da dengue (Lanciotti et al. 1992; Pao et al. 1992; Meiyu et al. 1997,
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Rosario et al. 1998), nas Américas o0 protocolo elaborado por Lanciotti e

colaboradores (Lanciotti et al. 1992) € o mais empregado.

A RT-PCR em tempo real é uma variacdo da técnica convencional. Assim
como a convencional, a RT-PCR em tempo real promove a amplificacdo de
sequéncias gendmicas do DNA, porém os produtos sdo detectados diretamente por
meio marcadores fluorescentes no equipamento de amplificacdo. Essa técnica traz
algumas vantagens com relacdo a convencional, como reducdo do tempo
necessario para a realizacdo da analise, baixo risco de contaminacdo com o produto
amplificado e quantificacdo viral por comparacdo com uma curva padrdo, além de
possibilitar a testagem de varias amostras simultaneamente (Niesters 2002; Chao et

al. 2007; WHO 2009).

As técnicas moleculares apresentam como vantagem a detectacdo do
genoma viral no inicio da doenca, serem sensives, especificas e rapidas. Porém,
traz algumas limitacBes, sendo que a principal delas é o alto investimento em

infraestrutura, materiais, equipamentos e qualificacdo profissional (Argolo 2014,

Muller et al. 2017).

1.5.3. DETECCAO ANTIGENOS VIRAIS (NS1Ag)

Os antigenos do virus dengue em amostras podem ser detectados por meio
da técnica de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assays) ou testes rapidos por
imunocromatografia. A proteina viral NS1 é um dos alvos de diagnadstico laboratorial
mais utilizados, por ser secretada por células infectadas e circular o sangue do
individuo infectado em quantidades elevadas a partir do inicio dos sintomas (Alcon

et al. 2002).
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Atualmente, kits comerciais para deteccdo do antigeno da proteina NS1
(NS1Ag) sdo amplamente utilizados na fase inicial da doenca, além de serem mais
rapidos, praticos e acessiveis do que isolamento viral e testes moleculares. Porém
em infec¢cdes secundarias, por conta de uma imunidade prévia, os anticorpos de
reacao cruzada tendem a se ligar as proteinas NS1 e formar imunocomplexos, o que
dificulta no processo de deteccdo das mesmas por técnicas diagnosticas. Além
disso, a sensibilidade e a especificidade destes testes podem variar
consideravelmente com relacédo ao sorotipo infectante e ao tipo de infeccédo (Shu et

al. 2004; Hunsperger et al. 2014; Muller et al. 2017).

1.5.4. DETECCAO DE ANTICORPOS

Existem varios ensaios disponiveis para o diagndstico sorologico de dengue,
0S principais sao: inibicdo da hemaglutinacdo (IH), fixacdo do complemento (FC),
soroneutralizacao por reducdo de placas (PRNT) e ELISA de captura de anticorpos

IgM e IgG (Kao et al. 2005).

A inibicdo da hemaglutinacdo e a fixacdo do complemento foram as primeiras
técnicas utilizadas para diagnéstico laboratorial de infeccao por flavivirus. A técnica
de IH, foi durante muitos anos o método padrdo para deteccdo de flaviviroses por
apresentar alta sensibilidade, boa reprodutibilidade e ter uma execucdo mais simples

do que as demais (Kao et al. 2005).

O ensaio de PRNT in vitro permite detectar anticorpos neutralizantes
especificos para os quatro sorotipos do virus dengue e, é considerado o método
sorolégico mais especifico. O principio do teste esta na ligacdo do virus a células em

cultivo, evidenciada pela formacéo de placa. Quando os anticorpos antidengue
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especificos estiverem presentes no soro ou plasma, eles irdo se ligar aos virus
formando complexos que impedem a infeccdo das células pelo virus e
consequentemente a formacdo de placas. O PRNT é uma técnica laboriosa que
exige expertise técnica, além de precisar de um tempo longo para a obtencédo dos

resultados (Shu et al. 2003; Argolo 2014).

As técnicas de ELISA de captura de anticorpos IgM tornaram-se ensaios
laboratoriais de rotina na deteccdo do DENV, principalmente por conta da
automacdo destes ensaios. Anticorpos IgM antidengue costumam aparecer no
comeco da infeccdo com picos a partir do 5° dia de doenca na infeccéo primaria,
podendo permanecer em niveis detectaveis por cerca de 90 dias. Os anticorpos 1gG
antidengue ndo aparecem durante a fase aguda na infe¢cdo primaria, porém, durante
a infeccdo secundaria, ocorre uma resposta rapida de IgG, por conta de epitopos
partiihados em varias proteinas virais entre os sorotipos do DENV, podendo ser
detectada antes do 5° dia de doenca. Portanto, podem ser realizados ensaios de
deteccado de IgM e IgG em paralelo na fase aguda da doenca a fim de se obter um
diagnéstico capaz de diferencar uma infeccdo primaria e secundaria (Guzméan and

Kouri 2004; Shu et al. 2004; Guzman et al. 2006) (Figura 3).

1.5.5. ALGORITMOS DIAGNOSTICOS

Algoritmo € uma sequéncia finita de instru¢cées bem definidas que, aplicada a
um numero finito de dados, permite solucionar classes semelhantes de problemas.
Nesse sentido, sdo realizados estudos que analisam marcadores virologicos tais
como o virus, genoma viral e a proteina NS1 secretada, juntamente com fatores do

hospedeiro incluindo respostas imunes especificas contra o DENV, enzimas
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hepaticas (aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase) e fatores
hematolégicos (contagem de plaquetas e hematdcrito) que propde instrucdes para
um diagnéstico laboratorial de dengue mais eficaz (Tanner et al. 2008; Yacoub and

Wills 2014; Hunsperger et al. 2016; Jaenisch et al. 2016; Tamibmaniam et al. 2016).

O algoritmo proposto por Jaenisch e colaboradores (Jaenisch et al. 2016)
(Figura 4) é de confirmacdo para o diagnoéstico de dengue, predizendo se o
resultado de cada teste, tanto para amostras em fase aguda e convalescente, é
capaz de diagnosticar ou descartar a infeccédo pelo DENV. O algoritmo indica que a
positividade da PCR ou da NS1 em amostras clinicas agudas (Al) ou
convalescentes (A2) confirma infeccéo atual de dengue. A soroconverséo de IgM por
ELISA (Al para A2) confirma a infeccdo aguda por dengue. A presenca de IgG na
dengue aguda confirmada laboratorialmente indica uma provavel infeccéo
secundaria de dengue. A presenca de IgM numa Unica amostra indica uma infeccao
por dengue aguda ou recente. Enquanto IgM negativa com soroconversao de IgG
entre Al e A2 indica uma infeccao aguda por flavivirus, a presenca de IgG em Al e

A2 indica uma infeccao anterior por flavivirus.
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Figura 4. Algoritmo de diagnostico para confirmacao laboratorial da infeccdo pelo

virus da dengue.

NS1
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apos Al.
* Inconclusivo se esses critérios nao forem cumpridos.
No-

Fonte: Jaenisch et al. (Jaenisch et al. 2016). Adaptado e traduzido pelo autor.

Hunsperger e colaboradores (Hunsperger et al. 2016) propuseram um

algoritmo para escolha do melhor teste diagnostico laboratorial baseado

em

periodos apés o aparecimento dos sintomas da doenca (Tabela 1). Foram obtidos

trés periodos: 0-3, 4-7 e >7 dias ap0s o inicio dos sintomas. No periodo de 0-3 dias,

chegou-se a conclusédo que apenas um teste, ou RT-PCR ou NS1 seriam suficientes

para o diagnostico final de dengue. Para o periodo de 4-7 dias o melhor era a

associacdo de dois testes, o teste sorologico de IgM com RT-PCR ou NS1. No

terceiro periodo, maior do que 7 dias, apenas o teste de IgM seria suficiente para a

confirmacéo da infeccao pelo DENV.
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Tabela 1. Algoritmo de teste laboratorial de amostra de paciente com suspeita de
dengue, por tipo de teste e dia apds o inicio da doenca.

Dias ap0s o inicio IgM anti- RT-PCRou  Porcentagem Deciséo
dos sintomas DENV NS1 Positiva
0-3 - + 66-91% Um teste
4-7 + + 75-92% Dois testes
>7 + - 96-100% Um teste

Fonte: Hunsperger et al. (Hunsperger et al. 2016). Adaptado.

1.5.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE DENGUE NO BRASIL

O Ministério da Saude do Brasil adota um protocolo de diagnéstico e manejo
clinico para pacientes com suspeita de dengue (Brasil 2016). O protocolo indica
alguns métodos para confirmacdo laboratorial: (1) sorologia pelo método de
imunoensaio enzimatico (ELISA) para deteccdo de anticorpos anti-DENV
imunoglobulina M (IgM), que deve ser solicitada a partir do sexto dia apds o inicio
dos sintomas; e (2) deteccéo do virus e/ou antigenos virais: isolamento viral, reacéo
em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), deteccdo do antigeno
da proteina ndo estrutural 1 (NS1) e imunohistoquimica (usado para identificar
antigenos virais em fragmentos viscerais de tecido post mortem), solicitados até o
quinto dia de inicio dos sintomas (se positivos confirmam o caso, se negativo, uma

nova amostra para sorologia deve ser realizada.

A tabela 2 apresenta uma relacédo dos testes diagndsticos mais comuns para
dengue com suas respectivas abordagens diagnosticas, metodologias e o tempo até

0 resultado.
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Tabela 2. Métodos de Diagndstico Laboratorial para a Deteccao de Infeccdo por Dengue

Amostra Clinica

Abordagem diagnéstica

Metodologia

Tempo até o
Resultado

Deteccéo
do virus e
produtos
virais

Resposta
soroldgica

Soro da fase aguda (até 5
dias) e tecido de necropsia

Amostras de soro pareadas:

e Al: Soro de fase aguda
de 1-5 dias

e A2: Soro de fase
convalescente de 15-21
dias

Soro depois de 5 dias de
febre

Isolamento Viral

Deteccéo de Acidos
Nucléicos

Deteccdo de Antigenos

Soroconversao de IgM ou IgG
(Al para A2)

Deteccédo de IgM

Deteccéo de IgG

Inoculacéo em cultura de células
Ou em mosquitos

RT-PCR e RT-PCR em tempo
real

Teste Rapido de NS1Ag
ELISA de captura de NS1Ag

Imunohistoquimica
ELISA

IH

PRNT

MAC-ELISA

Testes rapidos de IgM
IgG ELISA

IH

Testes rapidos de 1gG

1 semana ou
mais

1-2 dias

Minutos
1 dia

2-5 dias
1-2 dias

1-2 dias

>7 dias

1-2 dias
Minutos
1-2 dias
1-2 dias
Minutos

AbreviacOes: Ag: antigeno; ELISA, ensaio imunoenzimético; IH, ensaio de inibicdo da hemaglutinina; IgG, imunoglobulina G; IgM,
imunoglobulina M; MAC, anticorpo de captura da imunoglobulina M; NS1, proteina ndo-estrutural 1; RT-PCR, reacdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa.

Fonte: World Health Organization (WHO 2009). Adaptado.
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2 0OBJETO

O panorama mundial da dengue evidencia que a doenca € endémica em mais
de 100 paises da Africa, Américas, Leste Mediterraneo, Sudeste Asiatico e do
Pacifico Ocidental, onde 3,9 bilhdes de pessoas estdo com risco de infec¢do pela

doenca (Brady et al. 2012; Noble and Shi 2012).

Estima-se que 390 milhdes de infec¢cdes por dengue ocorrem todos os anos,
dos quais 96 milhdes se manifestam clinicamente (com qualquer gravidade da
doenca) (Bhatt et al. 2013). Além disso, um grande numero de pessoas com
sintomas clinicos de dengue ndo procuram servicos de salde para tratamento, por
isso acredita-se que a notificacdo de dengue € subestimada, e como a confirmacgéo
diagndstica por ensaios laboratoriais nem sempre esta disponivel, provavelmente a

prevaléncia da infeccdo pode ser diferente da registrada (WHO 2009).

Atualmente, ndo existe um teste diagnéstico para dengue que confirme a
doenca de forma rapida e precisa e acessivel para os diferentes sistemas de salde,
facil de executar e com alto desempenho, que esteja disponivel (WHO 2009). Além
disso, dada a cinética variavel de cada marcador da dengue (Figura 3), ndo ha
disponivel um teste Unico que possa ser utilizado para diagnosticar definitivamente o

DENV em doentes em todas as fases da infeccao (Muller et al. 2017).

No contexto epidemiolégico atual os quatro sorotipos do virus dengue co-
circulam com outros flavivirus assim como outros agravos que apresentam sinais e
sintomas semelhantes a dengue, tornando o diagnoéstico clinico destas doencas um

desafio. Portanto, a confirmacdo do agente causador da doenca por testes
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laboratoriais € de fundamental importancia na determinacdo do manejo clinico

adequado dos pacientes (CDC 2010; Brasil 2016).

O desempenho de testes diagndsticos de dengue tem sido avaliado em
diferentes estudos (Ferraz et al. 2013; Hunsperguer et al. 2016). Testes moleculares
e soroldgicos foram comparados para avaliar a exatidao, diagndéstico precoce da
infeccdo por dengue e em casos de infec¢do secundaria (Noble, Shi 2012; Gubler
1998) objetivando determinar a porcentagem da contribuicdo que cada teste pode
adicionar ao diagndéstico final. Estes evidenciam que os resultados podem variar

dependendo do contexto geografico, temporal e epidemioldgico.

Esse estudo representa uma oportunidade de analisar o potencial de testes
laboratoriais na confirmacéo de casos de dengue por periodo da infeccéo, aplicando
um algoritmo para o diagndéstico de dengue proposto anteriormente por Hunsperger
e colaboradores (2016), para avaliacdo do desempenho desses testes no contexto
epidémico do centro-oeste brasileiro, com uma alta cobertura de vacina contra febre

amarela e antes das epidemias dos virus chikungunya (2014) e zika virus (2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho de testes laboratoriais para o diagndéstico de dengue
na confirmacgéo de casos suspeitos em uma epidemia de dengue no Centro-Oeste

brasileiro nos anos de 2012 e 2013.

3.2 Objetivos Especificos

e Testar o algoritmo diagndstico para dengue, proposto previamente por
Hunsperger e colaboradores (2016), baseado em periodos apds o inicio dos
sintomas da doenca e positividade dos testes laboratoriais NS1Ag, IgM e RT-
PCR em amostra Unica em um contexto de epidemia.

e Avaliar a positividade dos testes sorologicos (NS1Ag, IgM) e molecular (RT-
PCR) individualmente e em associacdo na confirmacdo diagnéstica de
dengue na fase aguda por dia da infeccao apés o inicio dos sintomas;

e Determinar o desempenho dos testes NS1Ag, IgM e RT-PCR quanto a

sensibilidade, especificidade e acuracia.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Este é estudo observacional analitico que analisou uma base de dados
clinicos e laboratoriais de uma coorte prospectiva de pacientes com sinais e
sintomas caracteristicos de infeccdo por dengue. Esses pacientes foram
selecionados em trés unidades de salude e cinco hospitais, estabelecidos pela
Secretaria Minucipal de Saude como referéncias no tratamento da dengue, de
Goiania-Goias, regido Centro-Oeste do Brasil, de janeiro de 2012 a dezembro de

2013.

4.2 Populacgéo do estudo

Os pacientes da demanda espontanea das unidades de saude de nivel
secundario foram triados pela equipe local com os seguintes critérios: febre por até
sete dias, acompanhada de historia epidemiolégica compativel e pelo menos dois
sinais e sintomas inespecificos (cefaléia, prostracdo, dor retro-orbitaria, exantema,
mialgias e artralgias), presenca ou auséncia de sinais de alarme (dor abdominal
intensa e continua, vOmitos persistentes, hipotensdo postural e/ou lipotimia,
hepatomegalia dolorosa, sangramento de mucosa ou hemorragias importantes,
sonoléncia e/ou irritabilidade, diminuicdo da diurese, diminuicdo repentina da
temperatura corpOrea ou hipotermia, aumento repentino do hematdcrito, queda
abrupta de plaquetas, desconforto respiratorio), sangramento espontaneo ou

induzido, presenca de comorbidades, grupo de risco ou condi¢cdes clinicas especiais
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(menores de 2 anos de idade, gestantes, adultos com idade acima de 65 anos, com
hipertenséao arterial ou outras doencas cardiovasculares graves, diabetes mellitus,
DPOC, doencas hematoldgicas crénicas - principalmente anemia falciforme e
parpuras - doencga renal crbnica, doenca acido péptica, hepatopatiasme, doencas

auto-imunes).

Os pacientes com suspeita de dengue foram recomendados ao repouso e
hidratagdo domiciliar ou permaneciam em observacdo clinica com hidratagéo
endovenosa, por no minimo 4 horas, conforme a rotina de atendimento estabelecida
na epidemia. Os pacientes que permaneciam em observacao clinica foram o alvo da
pesquisa nestas unidades. Nos hospitais, todos os pacientes hospitalizados com

suspeita clinica de dengue eram elegiveis para participar da pesquisa.

Em seguida, os casos elegiveis pela equipe de campo foram informados
sobre os objetivos da pesquisa e procedia-se o preenchimento da ficha de
notificacdo de dengue SINAN e de um questionario estruturado dividido em quatro
partes. A primeira parte era baseada em questdes sobre aspectos soécio,
demografico, econdmico e antecedentes clinicos de dengue e de doencas cronicas.
A segunda tinha questdes sobre condi¢bes clinicas (sinais e sintomas) do inicio da
doenca até o dia da visita. A terceira, questdes para avaliacao fisica do paciente no
dia da visita. E a quarta, onde eram preenchidos os dados laboratoriais inespecificos

e especificos.

Os pacientes foram bem caracterizados clinica e laboratorialmente

constituindo um banco de dados no formato Access®.
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4.3 Coleta de amostras

Amostras de sangue dos pacientes ambulatoriais e hospitalizados foram
obtidas em diferentes momentos, por um periodo de até 30 dias apds o
aparecimento dos sintomas. Uma primeira amostra foi coletada no dia da inclusédo
do paciente no estudo, fase aguda da doenga (<7 dias de inicio dos sintomas). Uma
segunda e terceira amostras foram obtidas no acompanhamento, durante a fase de
convalescéncia recente aos 8-15 dias e convalescéncia tardia aos 20-30 dias apds o

inicio dos sintomas, respectivamente.

4.4 Algoritmo e avaliagdo do desempenho

O algoritmo testado foi proposto anteriormente (Hunsperger et al. 2016) e
consiste na comparacao da positividade de testes diagnésticos utilizados em trés
diferentes periodos a partir do dia do aparecimento dos sintomas, considerado como
dia zero: 1°) 0-3 dias - amostras coletadas do dia zero a trés, 2°) 4-7 dias - quatro a

sete, e 3°) > 7 dias - a partir do oitavo dia em diante.

No presente estudo os resultados dos testes laboratoriais (pesquisa de IgM e
deteccdo de antigeno NS1, teste molecular RT-PCR) dos pacientes foram entdo

divididos nos trés periodos mencionados.

A analise de desempenho foi realizada por comparacdo dos valores de
sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes de RT-PCR, NS1Ag e IgM. Cada
teste foi comparado com a soma dos outros dois como referéncia (RT-

PCRxIgM+NS1Ag, IgMXRT-PCRXNS1Ag e NS1AgxRT-PCR+IgM).
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Para essas analises foram estabelecidas tabelas cruzadas 2x2, de acordo

com o modelo abaixo (Tabela 2).

Tabela 2. Modelo de tabela de desempenho de um teste diagnostico

Teste Referéncia Total
Reagente N&o Reagente
Positivo Verdadeiro Falso Positivo (B) Total de Positivos
Positivo (A) (A+B)
Negativo Falso Negativo Verdadeiro Total de
© Negativo (D) Negativos (C+D)
Total Total de Total de Nao Total (A+B+C+D)

Reagentes (A+C) Reagentes (B+D)

A sensibilidade de cada teste foi calculada por meio da divisédo dos resultados
Verdadeiros Positivos (A) pelo Total de Reagentes (A+C), desta forma a
sensibilidade avalia a capacidade do teste analisado em reconhecer os resultados

positivos do teste adotado como referéncia.

A especificidade de cada teste foi calculada por meio da divisdo dos
resultados Verdadeiros Negativos (D) pelo Total de Nao Reagentes (B+D), desta
forma a especificidade avalia a capacidade do teste analisado em reconhecer os

resultados negativos do teste adotado como referéncia.

A acuracia de cada teste por meio da divisdo da soma dos resultados

Verdadeiros Positivos (A) e Verdadeiros Negativos (D) pelo Total (A+B+C+D).

4.5 Testes laboratoriais

As amostras de soro coletadas foram testadas por kits comerciais de ELISA
para a pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-dengue (PanBio, Ltd,Brisbane,
Australia) e de antigeno NS1 (Biorad Platelia™), e por RT-PCR (Lanciotti et al.

1992).
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Para RT-PCR primeiramente foi extraido o RNA viral, pelo kit comercial
QiAmp Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA). O cDNA foi obtido por
transcricédo reversa a 40 °C por 60 min, com 10 uL de RNA viral e um mix contendo
10 mL do primer randémico e 50 U/uL de transcriptase reversa (Multi Scribe - High
Capacity Appllied Biosystems, US). A primeira amplificacdo do cDNA ocorreu
primeiramente com uso de primers consensuais (D1 e D2) correspondentes as
regides gendmicas das proteinas C e prM no termociclador SwiftTM Maxi Thermal
Cycler (Esco Technologies, US). Em seguida, os primers especificos semi-alinhados
usaram TS1, TS2, TS3 e TS4 para deteccdo de cada sorotipo de DENV (Lanciotti et
al. 1992). As bandas formadas foram visualizadas em gel de agarose 1,2% com

auxilio do transiluminador (Major Science, US).

4.6 Critérios e defini¢cdes

No presente estudo foram incluidos os pacientes com amostras coletadas e

testadas simultaneamente por meio de testes moleculares e sorologicos.

Os casos de dengue foram confirmados por RT-PCR, NS1Ag e / ou IgM anti-
dengue em uma Unica amostra. A soroconversao de anticorpos IgM foi considerada

em amostras pareadas para confirmacéo diagndstica.

A infeccdo primaria foi definida como a presenca de IgM anti-dengue com
auséncia de IgG anti-dengue em amostras coletadas durante a fase aguda ou a
deteccdo de soroconversao IgM em amostras pareadas. A infeccdo secundaria foi
considerada pela deteccéo de IgG anti-dengue em amostras agudas antes do quinto

dia de inicio dos sintomas.
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Os resultados das técnicas laboratoriais foram avaliados por dia da infeccao,
a partir do inicio dos sintomas (dia zero até o dia dez apos o aparecimento dos
sintomas), a fim de se conhecer a positividade cada teste individualmente (RT-PCR,
NS1Ag, IgM) ou em associacdo com os demais testes (RT-PCR+IgM, NS1Ag+RT-
PCR e IgM+NS1Ag), e ainda o quanto cada teste se sobressaiu na confirmacéo

diagnéstica isolada, isto €, com resultados negativos para os demais testes.

4.7 Andlise estatistica

Investigamos a combinacao de diferentes tipos de variaveis (dias de sintomas
de inicio, sexo, infeccdo primaria ou secundaria, classificacdo clinica, atendimento
hospitalar ou ambulatorial) com resultados laboratoriais de RT-PCR, IgM e NS1Ag
para definir padrées dominantes de correlacdo usando analise exploratéria de dados
(R software's development Core Team 2008). Foram realizadas estatisticas
descritivas das varidveis no SPSS Statistics 17.0. Os testes Qui-quadrado e teste t
foram aplicados para verificar diferencas estatisticas entre variaveis categéricas ou
continuas. As andlises estatisticas de sensibilidade, especificidade e acuracia foram

realizadas em http://www.openepi.com/.
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Background. Molecular and serologic tests are used to dengue diagnosis.
Performance of laboratory assays was evaluated for dengue diagnosis in patients
clinical-laboratory characterized in Goiania, Goias, central of Brazil.

Methods. A database of patients with suspected dengue infection was analyzed
according to the date collection: 0-3, 4-7, and >7 days of onset of symptoms (DOS).
Serum samples were tested by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAS) for
detection of IgM and IgG anti-dengue, antigen nonstructural protein 1 (NS1Ag) and
viral RNA by Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).
Dengue infection was confirmed by positive tests. We analyzed results using SPSS
Statistics 17.0, R software's, and OPENEPI.

Results. During 0-3 DOS, dengue infection was confirmed by RT-PCR (81.6%),
NS1Ag (63.3%) and IgM (38%). After 4 DOS, RT-PCR and NS1Ag declined and IgM
reaching 85%-93% of dengue cases. Individually, RT-PCR increase 10%-50% and
IgM, 30%-60% in confirmation cases, respectively. RT-PCR and IgM tests associates
confirmed 100% of dengue cases. Sensitivity of tests ranged according DOS, RT-
PCR (19.4%-75.0%), NS1Ag (33.0%-58.2%) and IgM (31.7%-88.2%). Specificity of
NS1Ag was better ranging 95.3%-92.9%.

Conclusions. The algorithm allowed which laboratorial test was the best for the
course of disease. Until 3 DOS, molecular is most sensitive test; between 4-7 DOS,
two techniques may be required to obtain an accurate diagnostic. NS1Ag test,
presented less detection in secondary infection cases, however, they was more
specific test and can be used in differential diagnosis of dengue. These results
contributed to diagnostic decision in the epidemiological context with concomitant

arbovirus circulation.
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Background

Dengue is a systemic acute viral mosquito-borne disease, considered a major
public health problem worldwide due to continuous viral circulation and high
incidence at endemic countries. Dengue virus (DENV) is a Flavivirus, classified in

four serotypes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4) [1, 2].

Approximately 2.5 billion people live in dengue endemic countries. It is
estimated that around 390 million cases and 20 thousand deaths occur per year [2,
3]. However, the prevalence of dengue cases is probably higher, considering that
diagnosis confirmation by laboratory assays is not always available. Also the
notification of dengue cases could be underestimated, since many people do not

seek health services for treatment [4].

In Brazil, more than 8.4 million of dengue cases were reported between 2000
and 2010. In this period, the disease has spread geographically and increased its
incidence, clinical severity, hospitalizations and deaths [5-7]. At central region of
Brazil, the epidemiological scenario of the disease is considered recent since dengue
epidemics occurred 10 years after epidemics registered in regions southeast and
northeast of the country [7]. The Goiania city, capital of Goias state has been the
epicenter of successive and increasing epidemic peaks due to the introduction or
replacement of predominant virus serotype in circulation (DENV-1, 1994; DENV-2/1,
1998; DENV-1/3, 2002; DENV-3/1, 2008; DENV-1/3, 2010 and DENV-4/1 in 2011) [8,
9]. From 2012 to 2013, occurred the major dengue outbreak and dengue incidences

reached 2.233 probable dengue cases per 100.000 inhabitants [10,11].

According to Brazilian Ministry of Health the protocol of assistance of dengue

suspected cases includes specific laboratory methods to confirm the infection: (i)
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serology by enzyme-linked immunosorbentassay (ELISA) method to detect IgM anti-
DENV antibodies which should be requested after six days after the onset of
symptoms (i) virus and/or viral antigens detection by virus isolation, reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), nonstructural 1 protein (NS1)

antigen, requested up to the fifth days of onset of symptoms [13].

Performance diagnostic of dengue assays have been evaluated in different
studies and evidenced that results vary depending of geographical, temporal and
epidemiological context [13-15]. Molecular and serologic tests were compared to
evaluated the accuracy, early diagnosis of dengue infection and in cases of

secondary infection [16-18].

In this study, we aimed to evaluate the performance of laboratory assays for
diagnosis of dengue infection in patients epidemiological and clinical-laboratory
characterized, during 2012 -2013 outbreak, in Goiania, Goias located at centralof

Brazil.

METHODS

Study Design

This is a retrospective study that analyzed a database of a clinical and
laboratory dengue cohort conducted during epidemics peaks from January 2012 to
December 2013. Patients with clinical suspicion of dengue infection were monitored
by infectious diseases physicians at reference units for dengue treatment: three basic
health care units and four hospitals, in Goiénia city (1.4 million inhabitants) [19],
Goias state, central of Brazil. Laboratory tests were conducted during acute (< 7

days) and convalescent (<30 days) phases of disease. Clinical evaluation was
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performed according to Brazilian Health Ministry and the disease was classified
according to WHO: dengue, dengue with warning signs(DWS) and severe

dengue(SD) [4, 12].

Inclusion criteria

In the current study, we selected patients who had samples collected and
tested simultaneously by molecular and serological tests. Dengue cases were
confirmed by RT-PCR, NS1Ag and/or IgM anti-dengue test in a single sample. In
order to promote a more accuracy of IgM test, the antibodies seroconversion was

considered in paired samples for diagnostic confirmation.

Dengue infection classification

Primary infection was defined as the presence of IgM anti-dengue with
absence of IgG anti-dengue in samples collected during acute phase or the detection
of IgM seroconversion in paired samples. Secondary infection was considered by IgG

anti-dengue detection in acute samples before the fifth day of onset of symptoms.

Laboratory Diagnostics

Serum samples were prospectively tested by commercial ELISA kits for IgM
and IgG anti-dengue antibodies (PanBio, Ltd, Brisbane, Australia), NS1 antigen
(BioradPlatelia™), according to manufacturer's instructions. Molecular assay by
Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction RT-PCR followed Lanciotti
protocol [20]. The tests were carried out at the Immunology Research Laboratory of

the Institute of Tropical Pathology and Public Health at Federal University of Goias.

Performance evaluation of dengue tests
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Performance evaluation of dengue tests was conducted in order to determine
the percentage of the contribution that each test can add into the final diagnostic. We
analyzed the increase in positivity of tests individually or in association in order to
determine the best test combination that improve the dengue diagnosis: RT-PCR and
NS1Ag, RT-PCR and IgM or NS1Ag and IgM. This analyzes was stratified per day of

the onset of symptoms and followed the protocol described by Hunsperger et al [21].

We considered as 'day zero' the first day of onset of symptoms thought
patients were subdivided into three groups: (i) O to 3 days, (ii) 4 to 7 days, and (iii) >7

days up to the disease convalescence phase.

Sensitivity, specificity and accuracy of each diagnostic test were calculated in
comparison to the reference test. We compared RT-PCR results with the sum of NS1
antigen and IgM anti-dengue results as a reference; NS1 antigen results was
compared with the sum RT-PCR and IgM anti-dengue results as a reference; and

similarly, IgM results test with the sum RT-PCR and NS1 antigen as reference.

Statistical Analysis

We investigated the combination of different variables (days of onset
symptoms, gender, primary or secondary infection, clinical classification, hospitalized
or ambulatory care) versus laboratorial results of RT-PCR, NS1Ag and IgM anti-
dengue, in order to define dominant patterns of correlation using exploratory analysis
on SPSS Statistics 17.0 and R software's development Core Team (2008) [22]. Chi-
square test were applied in order to correlate variables considering statistical
differences with p<0,05 (CI 95%). Sensitivity, specificity, and accuracy analysis were

carried out at http://www.openepi.com/.
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Ethical issues

This study is part of a multi-center researchin Brazil approved byAggeu
Magalhdes Research Center (FIOCRUZ-PE) and local ethics committees under

protocol number 24/11.

RESULTS

Among 592 patients of the study, 415 (70,1%) had dengue infection
confirmation of by one of the laboratory tests carried out during the period of study.
Patients presented overall age that ranged O to 83 years old (mean age 35.4 years),
305(51.5%) were female, 156(26.4%) were hospitalized and 436(76.6%) were
outpatients recruited at basic units of health. Among 415 dengue cases, 317 (83.2%)
had dengue, 34 (8.2%) dengue with warning signs and 36 (8.6%) patients had
severe dengue, according WHO criteria. The four DENV serotypes were identified in
our study with predominance of DENV-4 identified in 55.4% of samples followed by

DENV-1 (37.6%), DENV-3 (5.4%) and DENV-2(1.7%) respectively.

Laboratory tests were conducted in a single sample collected during acute or
convalescent phase. Until 4 days of illness, dengue infection was confirmed in 66.4%
(158/238) of patients, presenting positivity in 81.6% (n=129) of RT-PCR, 63.3%
(n=100) of NS1Ag and 38% (n=60) of IgM. Within 4-7 days of illness, the positivity of
RT-PCR and NS1Ag declined to 47.1% (n=107) and 44.5% (n=101) while IgM
reached 85% (n=194) confirmed cases. After 7 days, 93% (n=28) of cases was
confirmed by IgM; and RT-PCR (20%, n=6) and NS1Ag (36.7%, n=11), remained
detecting cases (Table 1). Figure 1A presents the positivity of the tests by days of
onset symptoms showing the decline of viral RNA and NS1Ag markers and the

increase in IgM antibody concentration.

41



The individual positivity of the tests was analyzed during the first 10 days of
disease. RT-PCR alone increased 10%-50% the positivity to the other tests, until 4
days of symptoms. In addition, IgM confirmed more 30%-60% than others test, after

4 days of symptoms (Figure 2B).

The association tests (RT-PCR and IgM; RT-PCR and NS1Ag; NS1Ag and
IgM) revealed that RT-PCR and IgM together confirmed almost 100% of dengue
infection along 10 days of the symptoms. At these same period of disease, the
association of RT-PCR and NS1Ag tests confirmed 70%-100% of dengue infection.
RT-PCR and NS1Ag reached above 80% of confirmed cases until 4 days of the

symptoms and gradually decayed to 40% in the confirmed cases (Figure 2C).

We conducted an analysis to access the sensitivity, specificity and accuracy of
RT-PCR, NS1Ag and IgM anti-dengue tests based on the algorithm described
previously. Each test was compared with the others tests in association as reference
(Table 2). During the early acute phase 0-3 days of illness, the sensitivity of RT-PCR
was 75% (95% CI, 67.5%—-81.5%), NS1Ag was 58.2% (95%CI ) and IgM test was
31.7% (95% CI, 24.5%-39.6%), respectively. The IgM test sensitivity showed an
increase that reaching 77.6% (95% CI, 70.5%—-83.7%) during the 4-7 days of illness
and 88.2% (95% Cl, 66.3%—-100%) among those samples collected >7days of illness.
Thought the accuracy also increases of 52.1% to 60% corresponding to the
availability of these antibodies after 4 days of illness. In the same period of disease,
the sensitivity of RT-PCR and NS1Ag decayed from 43,2% to 19.4% and 42.2% to
33.0%, respectively. During the period of study, NS1Ag had specificity ranging
92.9%-95.3% and the accuracy of RT-PCR and NS1Ag tests were 77.1%- 42% and

66.7%-51.1%, respectively (Table 2).
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The classification of dengue infection showed that 153 (25,8%) patients had
primary infection, 381 (64,4%) had secondary infection and 58 (9,8%) could not be
classified. The RT-PCR and IgM anti-dengue tests showed a very similar positivity
among patients regardless the type of infection (data not shown). However, a
significant difference was observed in NS1Ag results among those patients with
primary infection and secondary infection (p<0.001) of dengue cases confirmed by
others techniques (Figure 2A). Patients that had negative results to NS1Ag test were
infected by any one of the four DENV serotype, which was confirmed by RT-PCR

(p=0.454) (Figure 2B).

DISCUSSION

During one of the largest epidemics of the disease occurred in Goias state, in
2012-2013, was reported 2,233 probable dengue cases per 100.000 inhabitants
[10,11]. The epidemiological scenario in the region is marked by the recent
introduction of DENV-4 (2011) leading to a co-circulation of the four dengue

serotypes nowadays [6,7,24].

In this study, clinical and laboratorial databases with information of dengue
patient's were analyzed. Most of patients were young adults with secondary infection
and received ambulatory care. Those characteristics are compatible with pattern of
dengue infection and patients assistance in Brazil [7]. The DENV-4 (55.4%) and
DENV-1 (37.6%) were the prevalent serotypes during this epidemic, such as viral

circulation in the country [6].

Laboratorial tests performance was analyzed according to the date of sample
collection. Overall 70% of patients had dengue with laboratorial confirmation by

single sample collected during acute and convalescent phase. As expected, before 4
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days of iliness, RT-PCR (81.6%) and NS1Ag (63.3%) tests, had a better performance
in dengue diagnosis by detection of the viral components. This results were
concordant with others that describe a similar positivity to NS1Ag and RT-PCR in
early acute phase of dengue disease [21, 25]. Our results showed a better
performances of NS1Ag test among those patients with primary infection in
concordance with previous study [26]. However, 64.4% of the patients presented
secondary infections and among those tested, NS1Ag showed lower sensitivity

independently of the infecting serotypes (Figure 2).

Previous studies showed that during secondary infections, the sensitivity of
NS1Ag test became lower due to the presence of immune complexes formed by NS1
antigen by the recent infection and anti-NS1 antibodies from the previous infection

[25-29].

Our study demonstrated a prolonged detection of viral RNA and NS1 antigen
over 7 days of illness. Studies have shown a prolonged viremia in severe patients
with DENV-3 infection, making it possible the detection of viral particles during 10
days of disease [30, 31]. Also, viral proteins tend to be detectable for a longer period
than viral RNA, since they extended in circulating for a while after the virus clearance

[17,32, 33].

The association of laboratory tests used for dengue infection confirmation
have been discussed by several studies due two phases on the course of dengue
disease, first, with the presence of circulating virus components in the blood and
second, the immune response with increasing production of antibodies to infection
[15, 21]. Hunsperger et al [21] evaluated molecular and serologic tests combinations

for diagnostic of dengue infection during 1-10 days after onset of symptoms. The
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viral RNA, NS1Ag and IgM anti-dengue antibodies were assessed to evaluate the

performance of an algorithm proposed.

In this study we have applied the same algorithm to evaluated the
performance of dengue tests in an epidemic area. Our results showed that,
individually, RT-PCR achieved 81% of positivity in the 0-3 days of illness, IgM
technique reached 85% of positivity after 4 days of iliness and the association of RT-
PCR and IgM guaranteed ~100% of positivity by overlapping tests over 10 days of
disease. The individual performance of those tests evaluated in this study have been

already evaluated in previous studies [20,33].

The analyzes of sensitivity, specificity and accuracy of the tests showed that
RT-PCR had more sensitive for dengue diagnosis in 0-3 days of onset of symptoms
than the others. Between 4 and 7 days of iliness, the use of two tests in association
was more efficient into confirmation of dengue cases than each test by itself, seems
previous study [21]. The IgM anti-dengue test was the major responsible for dengue
diagnostic after 4 days of illness reaching up ~80% of sensitivity. Despite NS1Ag test
had lost its sensitivity in comparison with other tests, these technique showed the
higher specificity among all tests and these results indicated that the NS1Ag test
could be used as a diagnostic tool to realize a differential diagnostic of a flavivirus

infection.

Therefore, our group considered that the evaluation of algorithm of dengue
diagnostic tests, allowed an accurate decision of which laboratorial test could be the
best option for dengue laboratorial diagnosis during each time of infection. In the
context of our study, patients seek clinical care during the firsts days of onset of

symptoms when frequently one biological specimen could be obtained in order to
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have a disease diagnostic.

This study analyzed the use of laboratorial tests algorithm, using a single
serum sample, in order to confirm dengue cases and recognize DENV circulating
serotypes in Goias state, central Brazil. The epidemiological scenario of study
present a high coverage of yellow fever vaccine (>95%). We highlighted that this
study was conducted before chikungunya and zika virus introduction which occurred

at 2014 and 2015 [34,35] respectively.

In conclusion, RT-PCR was the most sensitive test in the viremia period. The
use of two methodologies in association, especially a molecular test with IgM anti-
dengue test, after five days of illness, presented the best performance in order to
confirm dengue cases. These results may contribute to a better diagnostic decision in

the current epidemiological context of concomitant arboviruses co-circulation.
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Table 1. Positivity of dengue diagnostics tests according days of symptoms.

>7

Total

RT-PCR
n(%)
129 (81.6)
107 (47.1)
6 (20.0)

242 (58.3)

NS1Ag
n (%)
100 (63.3)
101 (44.5)
11 (36.7)

212 (51.1)

IgM
n (%)
60 (38.0)
194 (85.5)
28 (93.3)

282 (68.8)

Positive/Tested
(%)
158/238 (66.4)
227/312 (82.4)
30/42 (71.4)

415/592 (70.1)
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Table 2.Evaluation of performance of dengue tests as sensitivity, specificity and
diagnostic accuracy of RT-PCR, NS1Ag ELISA, IgM ELISA compared to association

by the algorithm testing.

Test/ Tests Associated as Reference

Period Test RT-PCR/IgMgNS1 NS1/RT-PCRglgM  IgM/RT-PCRgNS1

days Performance (%) (%) (%)
Sensitivity 75.0 58.2 31.7

0-3 Specificity 80.4 95.3 825
Accuracy 77.1 66.7 52.1
Sensitivity 43.2 42.2 77.6

4-7 Specificity 87.4 94.4 51.8
Accuracy 56.5 56.8 64.2
Sensitivity 19.4 33.3 88.2

>7 Specificity 92.9 92.9 44.8
Accuracy 42.2 51.1 60.0

*In bold those presented values statistically significant considering a 95% of
confidence intervals (p<0,05).
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Figure 1. NS1Ag test results related to: A. primary and secondary (p< 0,001); and B.

DENV serotypes (p=0.454).
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Figure 2. A. Positivity of dengue laboratory tests by days of onset of symptoms; B.
Individual positivity of dengue laboratory tests by days of onset of symptoms; C.

Positivity results by association of dengue laboratory tests by days of onset of symptoms.
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6 CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma avaliacdo do desempenho de testes laboratoriais
na confirmacdo de casos suspeitos de dengue provindos de um estudo de coorte
realizado na cidade de Goiania, Brasil, durante uma epidemia de dengue no Centro-
oeste brasileiro nos anos de 2012 e 2013, por meio da aplicacdo de um algoritmo
preditivo para o diagnostico de dengue proposto anteriormente por Hunsperguer e

colaboradores (Hunsperger et al. 2016).

O algoritmo aplicado baseou-se em trés periodos na infec¢do (0-3, 4-7 e >7
dias apos o inicio dos sintomas) e nos testes de RT-PCR, NS1Ag e IgM. Diferente
do modelo em que foi proposto, o algoritmo foi aplicado considerando a
oportunidade de confirmacdo de dengue em apenas uma Unica amostra para cada
paciente. Nesse contexto, teste de RT-PCR e NS1 obtiveram melhor desempenho
no primerio periodo da infeccédo (0-3 dias), com positividade e especificidade acima
de 60% e 80%, respectivamente para ambos. A deteccao de IgM obteve resultados
de positividade e sensibilidade superiores a 70% a partir do segundo periodo (4-7

dias), mas com melhores resultados no ultimo periodo (>7 dias).

A positividade individual dos testes mostrou que RT-PCR e IgM séo testes
revelantes para a confirmacéo laboratorial de dengue no incio e no final da fase
aguda da infeccao, respectivamente. NS1 obteve resultados de positivade individual
nulos em praticamente todos os dias da fase aguda da infecgcdo, uma vez que a
realizagcdo de IgM e RT-PCR simultaneamente é capaz de confirmar todas as

amostras positivas por NS1. A associacéo do teste de IgM com NS1Ag ou RT-PCR
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foram semelhantes e reconheceram praticamente todos os casos de dengue ao
longo dos 10 primerios dias de doenca, enquanto a associacdo de RT-PCR e NS1,
gue sao testes mais utilizados na fase aguda da doenca, obteve valores inferiores a

70% a partir do dia 4.

Mediante as vantagens do teste NS1Ag, de ser um teste de mais facil
execucao e com resultados obtidos de forma mais rapida, e as desvantagens de RT-
PCR, por ser um teste que demanda conhecimento técnico, aparelhos adequados e
€ de custo elevado, o teste de NS1Ag é mais disponivel a realidade dos sistemas de
saude brasileiros. Portanto, com base nos resultados deste estudo, tem-se que o
teste de NS1Ag para a confirmacdo diagnostica de dengue apresenta resultados
satisfatorios de positividade e desempenho na fase aguda de infeccdo para
aplicacao na rotina dos sistemas de saude. Esses achados também mostraram que
no cenario de epidemia de dengue e com a oportunidade de diagndstico laboratorial
em uma Unica amostra, o algoritmo pode ser aplicado de forma satisfatéria, que
propde a realizacdo de apenas um teste (RT-PCR ou NS1Ag) no periodo de 0-3 dias
de doenca, dois testes entre os dias 4 e 7 (IgM e RT-PCR ou NS1Ag) e um teste

(IgM) no periodo acima de 7 dias apos o inicio dos sintomas.
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