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RESUMO

O virus dengue, pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus,
¢ constituido de RNA de fita simples que codifica proteinas
estruturais e nao estruturais. Possui quatro sorotipos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. O diagnéstico laboratorial rapido pode
ser de grande ajuda no controle da expansao da doenca. O objetivo
deste trabalho foi avaliar diferentes kits de detec¢do da proteina NS1
do virus dengue, tendo como referéncia o isolamento viral. Foram
utilizadas 147 amostras de soro de pacientes com suspeita de
infeccdo pelo DENV, das quais 64 foram recebidas para isolamento de
virus e 83 para ELISA IgM. O kit Dengue NS1 Ag Strip (Bio-Rad)
obteve sensibilidade de 89%, especificidade de 66%, VPP 67% e VPN
88%. O Dengue Duo Test (Bioeasy) teve sensibilidade de 89%,
especificidade 68%, VPP 70% e VPN 88%. O Platelia Dengue NS1
ELISA Ag (Bio-Rad) apresentou sensibilidade de 95%, especificidade
47%, VPP 59% e VPN 92%. O kit Dengue Early ELISA (Panbio)
resultou em sensibilidade de 86%, especificidade 71%, VPP 69% e
VPN 86%. De forma geral, os kits avaliados podem ser empregados no
diagnédstico, sempre associados a critério clinico e epidemiolégico
ou outros métodos laboratoriais.

PALAVRAS-CHAVE: Dengue. Diagnéstico. Isolamento viral. Captura
de NS1.
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ABSTRACT

The dengue virus, which belongs to the family Flaviviridae, genus
Flavivirus, consists of single-stranded RNA encoding structural and
non-structural proteins. It has four serotypes: DENV-1, DENV-2,
DENV-3 and DENV-4. The rapid laboratory diagnosis may greatly
help to control the spread of the disease. The objective of the present
work was to evaluate diagnostic kits for dengue, by detecting the NS1
protein, using virus isolation as reference. We used 147 sera samples
of patients suspected of DENV infection, 64 were tested for virus
isolation and 83 by capture ELISA IgM. Dengue NS1 Ag Strip (Bio-
Rad) achieved a sensitivity of 89%, specificity of 66%, PPV of 67%
and NPV of 88%. Dengue Duo Test (Cassette) showed a sensitivity of
89%, specificity of 68%, PPV of 70% and NPV of 88%. The Platelia
Dengue NS1 ELISA Ag (Bio-Rad) had a sensitivity of 95%, specificity
of 47%, PPV of 59% and NPV of 92%. Dengue Early ELISA kit
(PANBIO) resulted in a sensitivity of 86%, specificity of 71%, PPV of
69% and NPV of 86%. In general, the evaluated kits can be used in
diagnosis, associated with other criteria such as clinical-
epidemiological or other laboratorial methods.

KEY WORDS: Dengue. Diagnosis. Virus isolation. Capture of NS1.

INTRODUCAO

A dengue é uma doencga infecciosa, febril
e aguda, e pode se apresentar como infec-
cdo inaparente, dengue classico (DC), febre
hemorragica da dengue (FHD), sindrome do
choque da dengue (SCD) e dengue com
complicagdo (DCC)." Apds realizacio de
estudo internacional, em 2009, a Organiza-
¢do Mundial de Saude (OMS) sugeriu uma
nova classificacdo da doenca para facilitar a
triagem dos pacientes e os cuidados com a
evolucio do quadro clinico. A nova classifi-
cacdo é simples e consta de apenas duas
definicdes: dengue (com e sem sinais de
alerta) e dengue grave, para casos com
extravasamento de plasma, hemorragia
severa e comprometimento de 6rgios.’

O virus dengue (DENV) é um Arbovirus
pertencente a familia Flaviviridae, género

Flavivirus e é transmitido ao homem por
mosquitos do género Aedes. Sdo quatros
sorotipos denominados DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4. Os quatro sorotipos
formam um subgrupo no género Flavivirus.’
O DENV ¢é esférico, envelopado, com
projecdes na superficie e tem aproximada-
mente 60 nm de didmetro. Possui uma fita
unica de RNA com peso molecular (PM) de
4X10° contendo aproximadamente 11.000
nucleotideos e, por ser polaridade positi-
va, comporta-se como RNA mensageiro.

O genoma é organizado em uma Unica
fase aberta de leitura (ORF) que codifica
trés proteinas estruturais: proteina C,
localizada no nucleocapside ou proteina
do nucleo; proteina M, que se encontra
associada com a membrana; e a proteina E
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do envelope, principal proteina estrutural,
diretamente associada com a imunidade e
provavel viruléncia da amostra. Entre as
proteinas virais, a proteina do envelope é
uma das mais antigénicas. Anticorpos para
proteina E inibem a ligacdo do virus a célula
e neutralizam o virus. Esses anticorpos
apresentam graus varidveis de reacdo
cruzada entre os sorotipos dos DENV.

0 DENV tem sete outras proteinas nao
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5) que estdo relacionadas com a
infeccdo viral.* As proteinas nio estruturais
sdo importantes na replicacdo, na transmis-
sdo pelo vetor, na viruléncia e outras
fungdes no hospedeiro. Um importante alvo
dos anticorpos para DENV é a proteina NS1,
uma glicoproteina conservada que parece
ser essencial para a viabilidade do virus.
Essa proteina é expressa na superficie das
células infectadas e se encontra na circula-
cdo como uma substancia solavel.

0 diagnostico da dengue é dificil quando
baseado exclusivamente em aspectos
clinicos, uma vez que os sintomas podem
ser confundidos com outras doencgas. O
diagnoéstico especifico se da através do
isolamento viral, deteccdo do antigeno,
deteccdo do acido nucleico viral e pesquisa
de anticorpos.’ No entanto, buscam-se
alternativas para o diagndstico visando a
minimiza¢do do tempo e custos.

O diagnoéstico virolégico da dengue
deve ser feito na fase aguda da infeccao,
embora a reacdo em cadeia de polimerase
com transcricdo reversa (RT-PCR) possa
ser usada no inicio da fase de convalescen-
¢a, com menor sensibilidade. O isolamento
viral é feito por inoculacdo de amostras de
soro em culturas celulares de mosquito
Aedes albopictus (clone C6/36), seguido de
imunofluorescéncia indireta (IFI).

Os ensaios soroldgicos baseiam-se na
pesquisa de anticorpos especificos contra
o virus. Podem ser utilizadas técnicas de
neutralizacido e inibicdo da hemaglutina-
¢do, com amostras pareadas dos pacientes,
para observagao de conversao sorolégica
(aumento de quatro vezes ou mais dos
titulos de anticorpos), entre a fase aguda
da infeccdo e a fase convalescente. Os
métodos sorolégicos mais utilizados sao
os imunoenzimaticos ELISA de captura de
anticorpos IgM, que permitem discriminar
IgM na fase aguda da doenga, facilitando o
diagnoéstico por necessitar apenas de uma
amostra de soro, coletada a partir do sexto
diaapdsinicio dos sintomas.

Como os sintomas iniciais da infecg¢ao
pelos virus dengue sdo inespecificos, o
diagndstico diferencial é feito para diversos
agravos: influenza, enteroviroses, doencas
exantematicas (sarampo, rubéola, parvovi-
rose e mononucleose infecciosa), hepatites
virais, hantavirose, febre amarela, mayaro,
maldria, riquetsioses, alergias cutaneas e
outras infeccdes que possam ser epidémi-
cas naregiio de ocorréncia do caso.'

Ensaios imunoenzimaticos e imunocro-
matograficos para a deteccdo da proteina
viral NS1 estdo disponiveis no mercado.’
Como o antigeno NS1 esta presente no soro
de 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
detecgio precoce da dengue.’

O objetivo deste relato foi avaliar quatro
kits para detecgdo de proteinas NS1 em dois
formatos (imunoenzimatico - ELISA e
imunocromatografico - Strip), comercial-
mente disponiveis, tendo como referéncia a
técnica de isolamento de virus em cultura
de células.
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METODOLOGIA

Para avaliar os diferentes kits de detec-
¢do de NS1 foi constituido um painel de
amostras recebidas pelo Nucleo de Doen-
¢as de Transmissdo Vetorial do Instituto
Adolfo Lutz (NDTV/IAL) - 6rgao da Coor-
denadoria de Controle de Doencas da
Secretaria de Estado da Saude de Sao
Paulo (CCD/SES-SP) - para diagnostico
laboratorial da dengue, no periodo de
2007 a 2008, provenientes da rede de
saude paulista.

Foram selecionadas 147 amostras,
sendo 64 recebidas para isolamento de
virus (coletadas em fase aguda de infec-
¢do, de 0 a 3 dias de doenga) e 83 para
ELISA de captura de anticorpos IgM,
técnica in house (coletadas em fase
aguda-tardia, a partir do quinto dia apds
inicio de infecgdo).

Todas as amostras foram processadas
para tentativa de isolamento de virus.
Aquelas que apresentaram resultado
positivo foram assim distribuidas: 21
positivas para DENV-1, 10 para DENV-2
e 33 para DENV-3. Dentre as 83 amos-
tras analisadas por ELISA IgM, 62 foram
reagentes, 6 ndo reagentes e 15 resulta-
ram leitura de densidade 6ptica préxima
ao cut-off (CO) e, portanto, considera-
das inconclusivas. Foram selecionadas
mais 30 amostras de pacientes com
outras patologias sendo: 2 amostras de
pacientes com sarampo, 3 amostras de
rubéola, 12 amostras de herpes e 13 de
varicela zoster, todas confirmadas por
técnicas sorolégicas.

As amostras foram estudadas na sua
totalidade e agrupadas, para avaliagao,
de acordo com os dias de doenca. O dia
zero foi considerado o de inicio da febre.
Foram avaliados sensibilidade (S),

especificidade (E), valor preditivo positi-
vo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN)
para o total de amostras e para as amos-
tras agrupadas de acordo com os dias
de doenca.’

Os calculos foram realizados de acordo
com as seguintes férmulas:

S = capacidade de reconhecer os
verdadeiros positivos (a/a+c), em que
(a) representa o numero de verdadeiros
positivos e (c) o numero de falsos
negativos

E = instrumento de distinguir os
verdadeiros negativos (d/b+d), em que
(d) representa o niimero de
verdadeiros negativos e (b) o nimero
de falsos positivos

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

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

0 calculo do intervalo de confianca
(IC 95%)° para os valores de sensibilidade
dos kits foi realizado com amostras coleta-
das de 0 a 3 dias ap6s inicio de sintomas.
Todas as amostras foram testadas pelos kits
Dengue NS1 Ag Strip kit (Bio-Rad Laborato-
ries, Marnes La Coquette, Fran¢a), Dengue
Duo Test (Bioeasy Diagnéstica), Dengue
Early Elisa (Panbio Europa) e Platelia™
Dengue NS1 Ag Kit (Bio-Rad Laboratories,
Marnes La Coquette, Franca). Todos os
ensaios foram realizados em conformidade
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com as instrucdes dos fabricantes, conti-
das nas bulas dos kits. As rea¢des foram
realizadas ao mesmo tempo e as leituras
dos testes confirmadas por mais de um
observador. Testes de inibicio da hema-
glutinacdo foram realizados com o intuito
de elucidar eventuais resultados incon-
clusivos obtidos pelos kits comerciais.

Os resultados obtidos por isolamento
viral foram utilizados como referéncia para
analise dos resultados.

Isolamento de virus

0 isolamento de virus foi realizado por
inoculacdo em cultura de células de Aedes
albopictus (C6/36), seguida por IFI com
anticorpos policlonais; pool de fluido
ascitico de camundongo antiDENV e
imunoglobulina anticamundongo conjuga-
da com isotiocianato de fluoresceina
(SIGMA-ALDRICH). As amostras positivas
no primeiro teste foram processadas por
IFI com anticorpos monoclonais (Bio-
manguinhos) para os quatro sorotipos
de DENV."”

Testes imunocromatograficos

Dengue NS1 Ag Strip (Bio-Rad Labora-
tories, Marnes La Coquette, Franca): as
tiras para imunocromatografia foram
colocadas na posicdo vertical dentro de
tubos de ensaio ja contendo 50 pl da
amostra a ser testada e uma gota do
tampao de migra¢do. A amostra do pacien-
te migra ao longo da tira e os resultados
sao lidos ao fim de 15 minutos. Quando
presente na amostra, o antigeno NS1 se
liga aos anticorpos para NS1 fixados nas
particulas de ouro coloidal do conjugado.
Apo6s a migracdo, os complexos sdo captu-
rados pelos anticorpos para NS1 fixados

na linha teste, formando uma linha violeta
quando a reac¢do é positiva e sem colora-
¢do, quando a reacdo é negativa. Se ndo
houver cor na linha controle o teste deve
ser considerado invalido.

Dengue Duo Test (Bioeasy Diagnéstica
Ltda): teste imunocromatografico para
deteccdo qualitativa do antigeno NS1 do
DENV em amostras de soro, plasma e
sangue humano. O teste contém uma
membrana ou fita marcada com anticor-
po para NS1 e um anticorpo para antige-
no NS1 para DENV, conjugado ao ouro
coloidal. A amostra desliza ao longo da
membrana cromatografica até a regido
teste que origina uma linha visivel,
quando se forma um complexo anticor-
po/antigeno/anticorpo. Caso ndo haja
coloracdo naaltura esperada nalinha teste
areacdo sera considerada negativa. Se ndo
houver cor na linha controle o teste deve
ser considerado invalido.

Os critérios para validacdo das reacdes
imunocromatograficas foram os indicados
pelos fabricantes. As amostras foram classi-
ficadas como reagentes, ndo reagentes e
inconclusivas. As amostras consideradas
inconclusivas foram as que apresentaram
leitura de coloragio ténue.

Testes imunoenzimaticos
ELISA para captura de NS1

Dengue Early ELISA (Panbio Europa):
ensaio no formato ELISA para captura do
antigeno NS1 do DENV no soro dos pacien-
tes. Os orificios da microplaca do teste
estdo sensibilizados com anticorpos para
NS1. O kit contém anticorpo monoclonal
para NS1 conjugado a enzima peroxidase,
substrato TMB, solucdo tampao para
lavagem, 5 controles (1 positivo, 1 negati-
vo e 3 calibradores para valor de CO) e
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solucdo para interrupg¢do da reac¢do (solu-
caode bloqueio).

Platelia™ Dengue NS1 Ag kit (Bio-Rad
Laboratories, Marnes La Coquette, Fran-
¢a): ensaio imunoenzimatico de captura da
proteina NS1 para determinacdo qualitati-
va ou semiquantitativa em soro ou plasma
humano. Os orificios da microplaca estdo
sensibilizados com anticorpo para NS1. O
kit contém diluente para amostras, anti-
corpo para NS1 marcado com a enzima
peroxidase, substrato TMB, solucdo de
bloqueio, 5 controles (1 positivo, 1 negati-
vo e 3 calibradores para CO) e solucao
tampao de lavagem.

A validacdo das reagdes imunoenzimati-
cas e o valor de CO foram obtidos de acordo
com os critérios e instru¢oes dos fabrican-
tes. As amostras foram classificadas como
reagentes, ndo reagentes e inconclusivas.
As consideradas inconclusivas foram as que
apresentaram leitura de densidade dptica
(DO) proéxima ou igual ao valor de CO
estabelecido para cada teste.

Inibicdo da hemaglutinacao (IH)

A técnica de IH foi utilizada para a confir-
macao dos resultados. As amostras foram
testadas contra os flavivirus DENV-1, DENV-
2, DENV-3, DENV-4, virus da febre amarela

1007
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(YFV), virus da encefalite de Saint Louis
(SLEV) e virus rocio (ROCV). Os antigenos
para teste foram preparados a partir de
cérebro de camundongos, albinos Swiss
recém-nascidos, infectados e tratados por
extracio com sacarose-acetona.'' Toda
amostra que apresentou anticorpos inibido-
res da hemaglutinagado a partir da diluicao de
1/20 foi considerada positiva.""

Etica em pesquisa: ndo foram evidencia-
dos conflitos de interesses entre as empresas
fornecedoras e produtoras de kits e o labora-
torio de sadde publica (IAL). As amostras dos
pacientes foram recebidas pelo laboratério
com solicitacdo de diagndstico para dengue e
identificadas apenas por numeros. A identi-
dade dos pacientes foi mantida em sigilo.

RESULTADOS

O kit Platelia NS1 (Bio-Rad) foi o teste
que apresentou maior sensibilidade (95%)
e menor especificidade (47%). Quanto a
especificidade, o kit Early Elisa NS1 (Pan-
bio) apresentou o melhor desempenho
(71%) e o Duo Test (BIOEASY) foi o segun-
do teste com maior especificidade (68%). O
kit Duo Test (Bioeasy) obteve o maior valor
preditivo positivo (70%) e o kit Platelia NS1
(Bio-Rad) apresentou o maior valor prediti-
vo negativo (92%) (Figura 1).

W NS1 Ag Strip
@ Duo Test (Biol
il Platelia NS1 (
H Early ELISA

Figura 1. Valores de sensibilidade, especificidade, preditivo positivo e preditivo negativo,
determinados para os kits de diagnésticos de NS1-dengue.
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Como o painel de amostras para a avalia-
¢do foi heterogéneo em relagdo aos dias
decorridos de infeccdo, foram seleciona-
das as amostras coletadas até o terceiro
dia para uma analise mais detalhada, por
serem essas as mais indicadas para
avaliacdo na utilizacdo de isolamento
viral como técnica de referéncia.

Quando a sensibilidade dos testes
foi
decorridos apds inicio dos sintomas, o
kit Platelia NS1 (Bio-Rad) foi positivo
em 50 das 54 amostras recebidas entre

calculada em relagdo aos dias

os dias 0-3 de doeng¢a, com sensibilida-
de de 93,1% e intervalo de confianca
de 95% (IC 95%) = 83,6 - 97,2%. O
Early ELISA NS1 (Panbio) foi positivo
em 45 das 54 amostras, com sensibili-
dade de 85,7% e IC 95% = 75,0% -
92,3% (Quadro 1). Os kits NS1 Ag Strip
(Bio-Rad) e Duo Test (Bioeasy) foram
positivos em 48 das 54 amostras recebi-
das entre 0-3 dias de doencga, com sensi-

bilidade de 90% e IC 95% =
(Quadro 1).

No periodo de 4-6 dias de doenca, o
kit Platelia NS1 (Bio-Rad) resultou na
maior sensibilidade (86%), seguido
pelo, kit Early ELISA NS1 (Panbio), com
sensibilidade de 80%. Os kits formato
imunocromatografico, NS1 Ag Strip
(Bio-Rad) e Duo Test (Bioeasy), apresen-
taram a menor sensibilidade (73%).

79,8 - 95,3%

O isolamento de virus em cultura de
células mostrou-se mais eficaz até o
quarto dia de doenca. No quinto e sexto
dias o isolamento detectou a presenca do
virus em algumas amostras, porém os kits
tiveram mais amostras reagentes no
mesmo periodo (Tabela 1). A partir do
sexto dia o isolamento em cultura de
célula ndo detectou a presenca do virus
em nenhuma amostra, assim como os
kits, a excecao do Platelia NS1 (Bio-Rad),
que obteve duas amostras positivas
nesse periodo.

Quadro 1. Sensibilidade para os quatro kits testados em relagdo aos dias de doenca e intervalo

de confianca.

Kits analisados (0-3S;igzizieli§i:?19a) Intervalo de confianga (IC 95%)
NS1 Ag Strip (Bio- Rad) 90,0% 79,8-95,3
Duo Test (Bioeasy) Strip 90,0% 79,8-95,3
Platelia NS1 (Bio-Rad) ELISA 9B,1% 83,6-97,2
Early ELISA NS1 (Panbio) 85,7% 75,0-92,3

Tabela 1. Nimero de dias de doeng¢a e amostras processadas para isolamento de DENV.

Dias/doenga N° (% de amostras) DENV-1  DENV-2 DENV-3 NEG (g’l't‘l‘\’lztsra(f/n)
1 21 (154) 9 1 9 2 139
2 22 (1 62) 4 5 9 4 132
3 1(8.1) 7 1 3 0 8,1
Sub-total 54 (397) 20 7 21 6 353
4 17 (125) 1 3 7 6 8,1
5 27 (198) 0 0 3 24 22
6 26 (191) 0 0 2 24 15
Sub-total 70 (515) 1 3 12 54 18
7 6 (44) 0 0 0 6 0
8 3(22) 0 0 0 3 0
9 1(07) 0 0 0 1 0
10 2(15) 0 0 0 2 0
Sub-total 12 (8,8) 0 0 0 12 0
Total 136 (100,0) 21 10 33 72 47,1
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Considerando-se o n=136, correspon-
dente ao nimero de amostras que foram
coletadas até o décimo dia de doenga e
processadas para tentativa de isolamen-
to viral, observou-se que 39,7% das
amostras foram coletadas até o terceiro
dia apodsinicio dos sintomas; dentre elas,
35,3% foram positivas para um dos trés
sorotipos de DENV. Do quarto ao sexto
dia de doenca foram processadas 51,5%
das amostras, das quais apenas 11,8%
resultaram positivas pela técnica de
isolamento de virus. Apds o sexto dia ndo
se obteve nenhum isolamento de virus
(Tabela 1).

Quanto a sensibilidade, de acordo com
os sorotipos de DENV: o kit Platelia Dengue
NS1 (Bio-Rad) foi o mais sensivel para o
DENV-1 (100%); os kits NS1 Ag Strip (Bio-
Rad) e o Duo Test (Bioeasy) apresentaram
sensibilidade de 95% cada; e o Early ELISA
NS1 (Panbio) obteve a menor sensibilidade
(90%) parao DENV-1 (Figura 2).

Para o DENV2, o kit Platelia Dengue
NS1 (Bio-Rad) também apresentou a
maior sensibilidade (78%), j& o Early
ELISA NS1 (Panbio) obteve sensibilida-
de de 70% e os kits NS1 Ag Strip (Bio-Rad)

e o Duo Test (Bioeasy) apresentaram
sensibilidade de 50% cada (Figura 2).
Os kits Platelia Dengue NS1 (Bio-Rad),
NS1 Ag Strip (Bio-Rad) e Duo Test
(Bioeasy) apresentaram sensibilidade
de 97% cada para o DENV-3 e o Early
ELISA NS1 (Panbio) sensibilidade de
87% (Figura 2). Do total de amostras
analisadas (147), em apenas 13
obteve-se resultados inconclusivos
para um ou mais dos kits testados
(Quadro 2).

Quando calculadas as porcentagens
de discorddncia de resultados entre
amostras inconclusivas, o teste Platelia
NS1 Bio-Rad ELISA foi o que apresentou
menos resultados discordantes em
relacdo aos testes utilizados como
referéncia. Utilizou-se também o teste
de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) para
confirmar os resultados do MAC-ELISA.

Das 30 amostras positivas para outros
agravos, apenas uma foi positiva para
herpes e para dengue no kit Platelia NS1
(Bio-Rad), com especificidade de 97%.
Os demais kits NS1 analisados nesse
estudo apresentaram 100% de especifi-
cidade para esse grupo de amostras.

W NS1 Ag Strip
& Duo Test (Biol
i Platelia NS1 (
i Early ELISA

Figura 2. Sensibilidade dos kits de acordo com os sorotipos da dengue.
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Quadro 2. Amostras com

hemaglutinacio (IH).

resultados inconclusivos nos kits NS1 e resultados de MAC-ELISA e inibicdo da

v o | De | g | Py [ Wigemed | cnEte ] we .
278.618 | NEG 5 Positivo Inc.**** Positivo Positivo Positivo Negativo
279.271 POS 4 Positivo Positivo Positivo Inc. Negativo Negativo
288.112 | NEG 5 Negativo Negativo Inc. Negativo Positivo DEN1,2,3,4 (5)*
288.156 | POS 4 Negativo Negativo Inc. Negativo Negativo Negativo
289.067 | NEG 6 Negativo Inc. Negativo Negativo Positivo DEN2 (3)*
291.083| NEG 5 Negativo Negativo Inc. Negativo Inc. Negativo
294212 | NEG 4 Positivo Positivo Positivo Inc. Positivo DEN2(2)*, DEN3,4(3)*
298.289 | NEG 5 Negativo Negativo Inc. Negativo Positivo Negativo
301.287 | NEG 6 Negativo Negativo Inc. Negativo Positivo DENT1,3 (4),DEN2,4(5)*
301.294| NEG 6 Inc. Negativo Positivo Negativo Positivo DEN1,2,3,4 (5
301.325| NEG 6 Positivo Inc. Positivo Negativo Positivo DEN1 (2)
301.620| NEG 6 Positivo Inc. Positivo Negativo | Posivo [ DENT2C E’2E>*N3(3)*'
301.667 | NEG 6 Positivo Inc. Positivo Positivo Positivo DEN1(2)*

*nimero que representa titulo de anticorpos inibidores da hemaglutinagio (IH): 1(1/10); 2(1/20); 3(1/40); 4(1/80); 5(1/160)

**Resultado de isolamento de virus em cultura de células
***Dias de doenca.
****Inconclusivo

DISCUSSAO

Os exames especificos para diagndéstico
de dengue tém a finalidade de orientar
acoes de vigilancia epidemiolégica, umavez
que a conduta terapéutica raramente sera
alterada em funcdo da confirmagdo pelo
laboratério de uma infec¢do por DENV."

O isolamento viral seguido de imuno-
fluorescénciaindireta é a técnica considera-
dareferéncia para deteccdo e identificacao
do DENV. Entretanto, esse procedimento
requer instalagdes apropriadas, apresenta
custo elevado e demora cerca de 7 a 10
dias para ser concluido. Além disso, apés o
terceiro dia do inicio dos sintomas o nivel
de anticorpos comeca a subir, interferindo
no resultado e na sensibilidade do isola-
mento (Tabela 1)."

O teste de rotina para diagnédstico
sorolégico da dengue é o ensaio imunoenzi-
matico de captura de anticorpos IgM,
também denominado MAC-ELISA ou ELISA
in house, que, apesar de apresentar bons
resultados, somente detecta a doenca em
sua fase aguda tardia (a partir do quinto dia

do inicio dos sintomas), quando os titulos
de anticorpos IgM sao evidenciados.

Para realizar o diagndéstico pela
deteccdo de anticorpos IgG sdo necessa-
rias duas amostras de soro, uma da fase
aguda e outra da fase convalescente da
infeccdo. Os anticorpos IgG sdo detecta-
veis por kits comerciais ou pela técnica
classica em virologia, a inibicdo da
hemaglutinacao (IH).

Pode-se afirmar que a infecgdo é recente
se houver uma conversdao soroldgica,
caracterizada por um aumento de quatro
vezes no titulo de anticorpos da primeira
para a segunda amostra. A presenca de
anticorpos IgG em titulos altos nos soros
dos pacientes, para todos os sorotipos de
DENV na primeira semana de doenca,
sugere uma infeccdo secundaria. Esse teste
tem como desvantagem requerer duas
amostras de soro e apresentar reacdes
cruzadas para outros flavivirus.

Nesse contexto, uma alternativa signifi-
cativa aos métodos tradicionais é a imuno-

Avaliagdo de kits para detecgdo de antigenos NS1-dengue - SP/Silva FG et al.

pagina 22



Bepa 2011;8(91):14-26

cromatografia, pois trata-se de uma tecno-
logia inovadora que concentra a reacdo
antigeno/anticorpo em uma unica fase
so6lida, sendo esta mantida em temperatura
ambiente. Possui alta sensibilidade, nao
exige equipamentos ou treinamento
especifico para realizagdo do teste, e ainda
gera o resultado em poucos minutos. A
utilizacdo desse novo método seria impor-
tante pararegides mais carentes de infraes-
trutura do Pais, onde ndo se dispde de
centros especializados de saude ou labora-
térios de andlises.

Os métodos imunoenzimdaticos para
captura da proteina NS1 para diagndstico
de dengue permitem andlise de um grande
nimero de amostras, sdo de execucdo
simples e proporcionam em um curto
periodo resultados confiaveis.

Para se obter o isolamento do virus é
necessario que a amostra em estudo conte-
nha a particula viral integra. A detecc¢do da
proteina NS1 ndo indica necessariamente
que a particula viral esteja integra ou
infectante. Esse fato, associado a manipula-
¢do e armazenamento das amostras, pode
ter contribuido com o menor nimero de
resultados positivos no isolamento viral em
relacdo aos kits testados.

Pacientes com viremia muito baixa
podem ndo apresentar NS1 mensuravel, o
que poderia explicar os resultados falsos
negativos nos kits. Nos casos mais graves da
doenga os testes para diagnoéstico sdo
sensiveis. A sensibilidade depende da
severidade da doenca na populagao estuda-
da. A especificidade depende da prevalén-
cia de co-morbidades com sintomas simila-
res, fatores de confusdo. A possibilidade da
presenca dessas tendéncias deve ser
considerada quando se analisa os resulta-
dos de testes diagnésticos."”

Os quatro kits testados apresentaram
maior sensibilidade quando as amostras
foram coletadas no periodo de 0 ao 3° dia de
doenca. Dados publicados recentemente
confirmam a maior sensibilidade para detec-
¢dodeNS1até o terceiro diade doenga."*"

Do quarto ao sexto dia, a sensibilidade foi
menor se comparada com o periodo anterior,
poishaoinicio da producio de anticorpos para
DENV. A partir do sexto dia, ndo se obteve
nenhum isolamento de virus. Igualmente
negativos foram os resultados com kits de
deteccdo da proteina NS1. Isso era esperado,
dado que o nivel de anticorpos IgM estd em
elevacdo. Sendo assim, a melhor técnica para o
diagnéstico passaaser o ensaio MAC-ELISA.”

Tanto para a técnica de isolamento viral
como para os kits de captura da proteina NS1
observou-se maior positividade nas amostras
coletadas até o terceiro dia de doenca. Portan-
to,arecomendacao de coleta de amostras até o
terceiro dia de doenca é imprescindivel para
o bom desempenho dessas metodologias.

Com o passar dos dias, desde o inicio dos
sintomas, a sensibilidade dos kits diminui,
provavelmente como reflexo da reducdo da
carga viral e da proteina NS1. Também em
outros estudos foi escassa a presenca da
proteina NS1 entre o sétimo e o nono dia e
inexistente ap6s esse periodo.’

Os kits testados apresentaram maior
sensibilidade para os sorotipos DENV-1 e
DENV-3 e menor sensibilidade para o sorotipo
DENV-2. Outros estudos também evidencia-
ram variacoes de sensibilidade em relacio aos
sorotipos DENV-3*'e DENV-2 e DENV-4."%

Estudos mostram que a sensibilidade
reduzida para o DENV-2 poderia estar relacio-
nada a resposta sorolégica dos pacientes
infectados.” Outra explicacdo seria a menor
afinidade do NS1-sonda especifica e anticor-
pos monoclonais detectores (conjugado) para
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o DENV-2 ou talvez a baixa circulacdo desse
sorotipo no periodo estudado.”

No Estado de Sao Paulo o sorotipo DENV-4
foi detectado em 2011, portanto ndo foi
possivel avaliar os kits com relacdo a esse
sorotipo.

A amostra com diagnostico confirmado
para herpes, reagente pelo kit Platelia NS1
(Bio-Rad), é provavelmente um resultado falso
positivo. Salienta-se que esse kit foi o que
apresentou a maior sensibilidade e menor
especificidade.

Para completar a andlise, o teste de IH foi
realizado para confirmar os resultados do
MAC-ELISA e para evidenciar infecg¢oes
secundarias. As infec¢des secundarias sao
caracterizadas por apresentarem resposta
fugaz de anticorpos IgM, rapido aumento de
anticorpos IgG e, consequentemente,
dificuldade para deteccdo de NS1 e isola-
mento de virus.

Os anticorpos inibidores da hemagluti-
nacdo, na primeira infec¢do, sdo detectaveis
a partir do sétimo dia de doenca. Porém, a
presenca desses anticorpos em titulos altos
antes do sétimo dia é sugestiva de infeccido
secundaria corrente por DENV ou outro
flavivirus.

Vale destacaraamostra SPH 288112, obtida
no quinto dia de doenca, com resultado
reagente no MAC-ELISA e titulo de anticorpos
inibidores da hemaglutinacao elevado para os
quatro sorotipos do DENV. Essa amostra
resultou inconclusiva apenas no teste NS1 Bio-
Rad ELISA, sinalizando uma possivel infeccio.
Nos demais kits estudados a amostra apresen-
touresultado ndo reagente (Quadro 2).

Em infeccOes secundarias a pré-existéncia
de anticorpos diminui a sensibilidade dos
kits NS1. Assim, deve-se complementar o
diagnoéstico com pesquisa de anticorpos IgM
e IgG para aumentar a sensibilidade na detec-
¢do de casos.” Os kits imunocromatograficos

Bio-Rad e Bioeasy, quando utilizados com
amostras de pacientes coletadas entre 4 e 6
dias pos-infeccdo, apresentaram menor
sensibilidade (73%).

As diferencas nos resultados apresentados
e os obtidos por outros estudos podem estar
relacionadas a escolha das amostras para o
painel, ao nimero de amostras positivas
para cada sorotipo, a presenca de amostras
de pacientes com infecg¢des primarias ou
secundarias e também ao numero elevado
de amostras com coleta na fase aguda tardia
deinfeccao.

CONCLUSAO

A utilizacao de kits de diagndstico rapido
para a deteccdo da proteina NS1 pode ser uma
importante ferramenta para otimizar os
recursos no monitoramento dos sorotipos de
DENV circulantes, se utilizados como teste de
triagem de amostras destinadas ao isolamento
devirus.

E importante lembrar que a capacidade
laboratorial para atender a demanda de
amostras para isolamento de virus dengue nio
pode ser comparada aquela de testes imuno-
cromatograficos ou imunoenzimaticos, devido
a alta complexidade e o custo elevado da
técnica de isolamento de virus. Os kits testados
apresentaram resultados rapidos e confiaveis,
podendo ser usados para diagnoéstico, desde
que as amostras sejam obtidas na fase inicial
da infec¢do - até o terceiro dia de doenca.
Entretanto, é recomendavel sempre o uso
associado a outros critérios, como clinico e
epidemioldgico, ou mesmo outras técnicas
laboratoriais.

Os kits Dengue NS1 Ag Strip (Bio-Rad
Laboratories, Marnes La Coquette, Francga),
Dengue Duo Test (Bioeasy Diagndstica) e
Platelia™ Dengue NS1 Ag Kit (Bio-Rad Labora-
tories, Marnes La Coquette, Franga) foram os
que apresentaram maior sensibilidade e valor
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preditivo negativo. O Dengue Early ELISA
(Panbio Europa), de acordo com as condi-
¢oes em que foi testado, deve melhorar a
sensibilidade.

Quando o objetivo é subsidiar as a¢des da
vigilancia epidemioldgica e de controle de
vetores, o prejuizo causado pela emissio de um
resultado falso positivo é menor do que aquele
causado pelo falso negativo. Por isso, a escolha
por um teste diagnéstico deverd sempre
levar em consideracdo a alta sensibilidade.
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