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Artigo original

Avaliação de kits para detecção de antígenos NS1-dengue – SP/Silva FG et al.

Avaliação de kits comerciais para detecção de antígenos NS1-dengue – 
São Paulo

Evaluation of commercial kits for detecting the antigen NS1-dengue – 
São Paulo

RESUMO

O vírus dengue, pertencente à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, 

é constituído de RNA de fita simples que codifica proteínas 

estruturais e não estruturais. Possui quatro sorotipos: DENV-1, 

DENV-2, DENV-3 e DENV-4. O diagnóstico laboratorial rápido pode 

ser de grande ajuda no controle da expansão da doença. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar diferentes kits de detecção da proteína NS1 

do vírus dengue, tendo como referência o isolamento viral. Foram 

utilizadas 147 amostras de soro de pacientes com suspeita de 

infecção pelo DENV, das quais 64 foram recebidas para isolamento de 

vírus 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 

diagnóstico, sempre associados a critério clínico e epidemiológico 

ou outros métodos laboratoriais.

PALAVRAS-CHAVE: Dengue. Diagnóstico. 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. 

INTRODUÇÃO

A dengue é uma doença infecciosa, febril 

e aguda, e pode se apresentar como infec-

ção inaparente, dengue clássico (DC), febre 

hemorrágica da dengue (FHD), síndrome do 

choque da dengue (SCD) e dengue com 
1

complicação (DCC).  Após realização de 

estudo internacional, em 2009, a Organiza-

ção Mundial de Saúde (OMS) sugeriu uma 

nova classificação da doença para facilitar a 

triagem dos pacientes e os cuidados com a 

evolução do quadro clínico. A nova classifi-

cação é simples e consta de apenas duas 

definições: dengue (com e sem sinais de 

alerta) e dengue grave, para casos com 

extravasamento de plasma, hemorragia 
2severa e comprometimento de órgãos.

O vírus dengue (DENV) é um Arbovírus 

pertencente à família Flaviviridae, gênero 

Flavivirus e é transmitido ao homem por 

mosquitos do gênero Aedes. São quatros 

sorotipos denominados DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 e DENV-4. Os quatro sorotipos 
3 formam um subgrupo no gênero Flavivirus.

O DENV é esférico, envelopado, com 

projeções na superfície e tem aproximada-

mente 60 nm de diâmetro. Possui uma fita 

única de RNA com peso molecular (PM) de 
6

4 X 10 , contendo aproximadamente 11.000 

nucleotídeos e, por ser polaridade positi-

va, comporta-se como RNA mensageiro.

O genoma é organizado em uma única 

fase aberta de leitura (ORF) que codifica 

três proteínas estruturais: proteína C, 

localizada no nucleocápside ou proteína 

do núcleo; proteína M, que se encontra 

associada com a membrana; e a proteína E 
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do envelope, principal proteína estrutural, 

diretamente associada com a imunidade e 

provável virulência da amostra. Entre as 

proteínas virais, a proteína do envelope é 

uma das mais antigênicas. Anticorpos para 

proteína E inibem a ligação do vírus à célula 

e neutralizam o vírus. Esses anticorpos 

apresentam graus variáveis de reação 

cruzada entre os sorotipos dos DENV.

O DENV tem sete outras proteínas não 

estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, 

NS4b e NS5) que estão relacionadas com a 
4

infecção viral.  As proteínas não estruturais 

são importantes na replicação, na transmis-

são pelo vetor, na virulência e outras 

funções no hospedeiro. Um importante alvo 

dos anticorpos para DENV é a proteína NS1, 

uma glicoproteína conservada que parece 

ser essencial para a viabilidade do vírus. 

Essa proteína é expressa na superfície das 

células infectadas e se encontra na circula-

ção como uma substância solúvel.

O diagnóstico da dengue é difícil quando 

baseado exclusivamente em aspectos 

clínicos, uma vez que os sintomas podem 

ser confundidos com outras doenças. O 

diagnóstico específico se dá através do 

isolamento viral, detecção do antígeno, 

detecção do ácido nucleico viral e pesquisa 
5de anticorpos.  No entanto, buscam-se 

alternativas para o diagnóstico visando à 

minimização do tempo e custos.

O diagnóstico virológico da dengue 

deve ser feito na fase aguda da infecção, 

embora a reação em cadeia de polimerase 

com transcrição reversa (RT-PCR) possa 

ser usada no início da fase de convalescen-

ça, com menor sensibilidade. O isolamento 

viral é feito por inoculação de amostras de 

soro em culturas celulares de mosquito 

Aedes albopictus (clone C6/36), seguido de 

imunofluorescência indireta (IFI).

Os ensaios sorológicos baseiam-se na 

pesquisa de anticorpos específicos contra 

o vírus. Podem ser utilizadas técnicas de 

neutralização e inibição da hemaglutina-

ção, com amostras pareadas dos pacientes, 

para observação de conversão sorológica 

(aumento de quatro vezes ou mais dos 

títulos de anticorpos), entre a fase aguda 

da infecção e a fase convalescente. Os 

métodos sorológicos mais utilizados são 

os imunoenzimáticos ELISA de captura de 

anticorpos IgM, que permitem discriminar 

IgM na fase aguda da doença, facilitando o 

diagnóstico por necessitar apenas de uma 

amostra de soro, coletada a partir do sexto 

dia após início dos sintomas. 

Como os sintomas iniciais da infecção 

pelos vírus dengue são inespecíficos, o 

diagnóstico diferencial é feito para diversos 

agravos: influenza, enteroviroses, doenças 

exantemáticas (sarampo, rubéola, parvovi-

rose e mononucleose infecciosa), hepatites 

virais, hantavirose, febre amarela, mayaro, 

malária, riquetsioses, alergias cutâneas e 

outras infecções que possam ser epidêmi-
1

cas na região de ocorrência do caso.

Ensaios imunoenzimáticos e imunocro-

matográficos para a detecção da proteína 
6

viral NS1 estão disponíveis no mercado.  

Como o antígeno NS1 está presente no soro 

de indivíduos infectados desde o primeiro 

dia de doença, permanecendo na forma 

solúvel até o quinto ou sexto dia, seu uso 

vem sendo estudado como ferramenta de 
7detecção precoce da dengue.

O objetivo deste relato foi avaliar quatro 

kits para detecção de proteínas NS1 em dois 

formatos (imunoenzimático – ELISA e 

imunocromatográfico – Strip), comercial-

mente disponíveis, tendo como referência a 

técnica de isolamento de vírus em cultura 

de células.
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METODOLOGIA

Para avaliar os diferentes kits de detec-

ção de NS1 foi constituído um painel de 

amostras recebidas pelo Núcleo de Doen-

ças de Transmissão Vetorial do Instituto 

Adolfo Lutz (NDTV/IAL) – órgão da Coor-

denadoria de Controle de Doenças da 

Secretaria de Estado da Saúde de São 

Paulo (CCD/SES-SP) – para diagnóstico 

laboratorial da dengue, no período de 

2007 a 2008, provenientes da rede de 

saúde paulista.

Foram selecionadas 147 amostras, 

sendo 64 recebidas para isolamento de 

vírus (coletadas em fase aguda de infec-

ção, de 0 a 3 dias de doença) e 83 para 

ELISA de captura de anticorpos IgM, 

técnica in house (coletadas em fase 

aguda-tardia, a partir do quinto dia após 

início de infecção).

Todas as amostras foram processadas 

para tentativa de isolamento de vírus. 

Aquelas que apresentaram resultado 

positivo foram assim distribuídas: 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 não reagentes e 15 resulta-

ram leitura de densidade óptica próxima 

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 sorológicas.

As amostras foram estudadas na sua 

totalidade e agrupadas, para avaliação, 

de acordo com os dias de doença. O dia 

zero foi considerado o de início da febre. 

Fo r a m  ava l i a d o s  s e n s i b i l i d a d e  ( 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
8de doença.

Os cálculos foram realizados de acordo 

com as seguintes fórmulas:

S = capacidade de reconhecer os 

verdadeiros positivos (a/a+c), em que 

(a) representa o número de verdadeiros 

positivos e (c) o número de falsos 

negativos

E = instrumento de distinguir os 

verdadeiros negativos (d/b+d), em que 

(d) representa o número de 

verdadeiros negativos e (b) o número 

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 número de verdadeiros 

positivos e (b) o número de falsos 

positivos

VPN = probabilidade de que cada 

negativo seja um sadio (d/c+d), em que 

(d) representa o número de 

verdadeiros negativos e (c) o número 

de falsos negativos 

O cálculo do intervalo de confiança 
9

(IC 95%)  para os valores de sensibilidade 

dos kits foi realizado com amostras coleta-

das de 0 a 3 dias após início de sintomas. 

Todas as amostras foram testadas pelos kits 

Dengue NS1 Ag Strip kit (Bio-Rad Laborato-

ries, Marnes La Coquette, França), Dengue 

Duo Test (Bioeasy Diagnóstica), Dengue 
TMEarly Elisa (Panbio Europa) e Platelia  

Dengue NS1 Ag Kit (Bio-Rad Laboratories, 

Marnes La Coquette, França). Todos os 

ensaios foram realizados em conformidade 
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com as instruções dos fabricantes, conti-

das nas bulas dos kits. As reações foram 

realizadas ao mesmo tempo e as leituras 

dos testes confirmadas por mais de um 

observador. Testes de inibição da hema-

glutinação foram realizados com o intuito 

de elucidar eventuais resultados incon-

clusivos obtidos pelos kits comerciais.

Os resultados obtidos por isolamento 

viral foram utilizados como referência para 

análise dos resultados. 

Isolamento de vírus

O isolamento de vírus foi realizado por 

inoculação em cultura de células de Aedes 

albopictus (C6/36), seguida por IFI com 

anticorpos policlonais; pool de fluido 

ascítico de camundongo antiDENV e 

imunoglobulina anticamundongo conjuga-

da com isotiocianato de fluoresceína 

(SIGMA-ALDRICH). As amostras positivas 

no primeiro teste foram processadas por 

IFI com anticorpos monoclonais (Bio-

manguinhos) para os quatro sorotipos 
10de DENV.

Testes imunocromatográficos

Dengue NS1 Ag Strip (Bio-Rad Labora-

tories, Marnes La Coquette, França): as 

tiras para imunocromatografia foram 

colocadas na posição vertical dentro de 

tubos de ensaio já contendo 50 μl da 

amostra a ser testada e uma gota do 

tampão de migração. A amostra do pacien-

te migra ao longo da tira e os resultados 

são lidos ao fim de 15 minutos. Quando 

presente na amostra, o antígeno NS1 se 

liga aos anticorpos para NS1 fixados nas 

partículas de ouro coloidal do conjugado. 

Após a migração, os complexos são captu-

rados pelos anticorpos para NS1 fixados 

na linha teste, formando uma linha violeta 

quando a reação é positiva e sem colora-

ção, quando a reação é negativa. Se não 

houver cor na linha controle o teste deve 

ser considerado inválido.

Dengue Duo Test (Bioeasy Diagnóstica 

Ltda): teste imunocromatográfico para 

detecção qualitativa do antígeno 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 antíge-

no NS1 para DENV, conjugado ao ouro 

coloidal. A amostra desliza ao longo da 

membrana cromatográfica até a região 

teste que origina uma linha visível,  

quando se forma um complexo anticor-

po/antígeno/anticorpo. Caso não haja 

coloração na altura esperada na linha teste 

a reação será considerada negativa. Se não 

houver cor na linha controle o teste deve 

ser considerado inválido.

Os critérios para validação das reações 

imunocromatográficas foram os indicados 

pelos fabricantes. As amostras foram classi-

ficadas como reagentes, não reagentes e 

inconclusivas. As amostras consideradas 

inconclusivas foram as que apresentaram 

leitura de coloração tênue.

Testes imunoenzimáticos

ELISA para captura de NS1

Dengue Early ELISA (Panbio Europa): 

ensaio no formato ELISA para captura do 

antígeno NS1 do DENV no soro dos pacien-

tes. Os orifícios da microplaca do teste 

estão sensibilizados com anticorpos para 

NS1. O kit contém anticorpo monoclonal 

para NS1 conjugado a enzima peroxidase, 

substrato TMB, solução tampão para 

lavagem, 5 controles (1 positivo, 1 negati-

vo e 3 calibradores para valor de CO) e 

Avaliação de kits para detecção de antígenos NS1-dengue – SP/Silva FG et al.



página 19

Bepa 2011;8(91):14-26

solução para interrupção da reação (solu-

ção de bloqueio).
TM

Platelia  Dengue NS1 Ag kit (Bio-Rad 

Laboratories, Marnes La Coquette, Fran-

ça): ensaio imunoenzimático de captura da 

proteína NS1 para determinação qualitati-

va ou semiquantitativa em soro ou plasma 

humano. Os orifícios da microplaca estão 

sensibilizados com anticorpo para NS1. O 

kit contém diluente para amostras, anti-

corpo para NS1 marcado com a enzima 

peroxidase, substrato TMB, solução de 

bloqueio, 5 controles (1 positivo, 1 negati-

vo e 3 calibradores para CO) e solução 

tampão de lavagem.

A validação das reações imunoenzimáti-

cas e o valor de CO foram obtidos de acordo 

com os critérios e instruções dos fabrican-

tes. As amostras foram classificadas como 

reagentes, não reagentes e inconclusivas. 

As consideradas inconclusivas foram as que 

apresentaram leitura de densidade óptica 

(DO) próxima ou igual ao valor de CO 

estabelecido para cada teste.

Inibição da hemaglutinação (IH)

A técnica de IH foi utilizada para a confir-

mação dos resultados. As amostras foram 

testadas contra os flavivírus DENV-1, DENV-

2, DENV-3, DENV-4, vírus da febre amarela 

(YFV), vírus da encefalite de Saint Louis 

(SLEV) e vírus rocio (ROCV). Os antígenos 

para teste foram preparados a partir de 

cérebro de camundongos, albinos Swiss 

recém-nascidos, infectados e tratados por 
11extração com sacarose-acetona.  Toda 

amostra que apresentou anticorpos inibido-

res da hemaglutinação a partir da diluição de 
12,131/20 foi considerada positiva.

Ética em pesquisa: não foram evidencia-

dos conflitos de interesses entre as empresas 

fornecedoras e produtoras de kits e o labora-

tório de saúde pública (IAL). As amostras dos 

pacientes foram recebidas pelo laboratório 

com solicitação de diagnóstico para dengue e 

identificadas apenas por números. 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 à 

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).

Figura 1. Valores de sensibilidade, especificidade, preditivo positivo e preditivo negativo, 
determinados para os kits de diagnósticos de NS1-dengue.
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Como o painel de amostras para a avalia-

ção foi heterogêneo em relação aos dias 

decorridos de infecção, foram seleciona-

das as amostras coletadas até o terceiro 

dia para uma análise mais detalhada, por 

serem essas as mais indicadas para 

avaliação na utilização de isolamento 

viral como técnica de referência.

Quando a sensibilidade dos testes 

fo i  c a l c u l a d a  e m  re l a ç ã o  a o s  d i a s  

decorridos após início dos sintomas,  o 

kit  Platelia NS1 (Bio-Rad) foi  positivo 

em 50 das 54 amostras recebidas entre 

os dias 0-3 de doença,  com sensibilida-

de de 93,1% e intervalo de confiança 

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 doença, com sensi-

bilidade de 90% e IC 95% = 79,8 - 95,3% 

(Quadro 1).

No período de 4-6 dias de doença, o 

kit  Platelia NS1 (Bio-Rad) resultou na 

maior sensibil idade (86%),  seguido 

pelo, kit  Early ELISA NS1 (Panbio), com 

sensibilidade de 80%. Os kits formato 

imunocromatográf ico ,  NS1 Ag Str ip  

(Bio-Rad) e Duo Test (Bioeasy), apresen-

taram a menor sensibilidade (73%).

O isolamento de vírus em cultura de 

células mostrou-se mais eficaz até o 

quarto dia de doença. No quinto e sexto 

dias o isolamento detectou a presença do 

vírus em algumas amostras, porém os kits 

tiveram mais amostras reagentes no 

mesmo período (Tabela 1). A partir do 

sexto dia o isolamento em cultura de 

célula não detectou a presença do vírus 

em nenhuma amostra, assim como os 

kits ,  à exceção do Platelia NS1 (Bio-Rad), 

que obteve duas amostras positivas 

nesse período.

Quadro 1. Sensibilidade para os quatro kits testados em relação aos dias de doença e intervalo 
de confiança.

Tabela 1. Número de dias de doença e amostras processadas para isolamento de DENV.

Kits analisados  
Sensibilidade

(0-3 dias de doença) 
 

Intervalo de confiança (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 93,1% 83,6-97,2 

Early ELISA NS1 (Panbio)  85,7% 75,0-92,3 

 

Dias/doença N° (% de amostras)  DENV-1 DENV-2 DENV-3 NEG 
Amostras 

positivas (%)  

1 21 (15,4) 9 1 9 2 13,9 

2 22 (16,2) 4 5 9 4 13,2 

3 11 (8,1) 7 1 3 0 8,1 

Sub-total 54 (39,7) 20 7 21 6 35,3 

4 17 (12,5) 1 3 7 6 8,1 

5 27 (19,8) 0 0 3 24 2,2 

6 26 (19,1) 0 0 2 24 1,5 

Sub-total 70 (51,5) 1 3 12 54 11,8 

7 6 (4,4) 0 0 0 6 0 

8 3 (2,2) 0 0 0 3 0 

9 1 (0,7) 0 0 0 1 0 

10 2 (1,5) 0 0 0 2 0 

Sub-total 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 número de amostras que foram 

coletadas até o décimo dia de doença e 

processadas para tentativa de isolamen-

to viral, observou-se que 39,7% das 

amostras foram coletadas até o terceiro 

dia após início dos sintomas; dentre elas, 

35,3% foram positivas para um dos três 

sorotipos de DENV. Do quarto ao sexto 

dia de doença foram processadas 51,5% 

das amostras, das quais apenas 11,8% 

resultaram positivas pela técnica de 

isolamento de vírus. Após o sexto dia não 

se obteve nenhum isolamento de vírus 

(Tabela 1).

Quanto à sensibilidade, de acordo com 

os sorotipos de DENV: o kit Platelia Dengue 

NS1 (Bio-Rad) foi o mais sensível 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%) para o DENV-1 (Figura 2).

Para o DENV2, o kit Platelia Dengue 

NS1 (Bio-Rad) também apresentou a 

maior sensibilidade (78%), já 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% c a da  (Fig u ra  2) .  

O s  k i t s  P la telia Dengue NS1 (Bio-Rad),  

NS1 Ag Strip (B io- Ra d)  e  Du o Test  

(B ioeasy)  apresentaram sensibi l idade 

de 97% cada para o DENV-3 e o Early 

ELISA NS1 (Panbio) sensibilidade de 

87% (Figura 2). Do total  de amostras 

a n a l i s a d a s  ( 1 4 7 ) ,  e m  a p e n a s  1 3  

o b t e ve - s e  re s u l t a d o s  i n c o n c l u s ivo s  

para um ou mais  dos kits  testados 

(Quadro 2) .

Quando calculadas as porcentagens 

de discordância de resultados entre 

amostras inconclusivas, o teste Platelia 

NS1 Bio-Rad ELISA foi o que apresentou 

m e n o s  re s u l t a d o s  d i s c o rd a n te s  e m  

relação aos  testes  ut i l izados  como 

referência. Utilizou-se também o teste 

de inibição da hemaglutinação (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.

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

Os exames específicos para diagnóstico 

de dengue têm a finalidade de orientar 

ações de vigilância epidemiológica, uma vez 

que a conduta terapêutica raramente será 

alterada em função da confirmação pelo 
14

laboratório de uma infecção por DENV.  

O isolamento viral seguido de imuno-

fluorescência indireta é a técnica considera-

da referência para detecção e identificação 

do DENV. Entretanto, esse procedimento 

requer instalações apropriadas, apresenta 

custo elevado e demora cerca de 7 a 10 

dias para ser concluído. Além disso, após o 

terceiro dia do início dos sintomas o nível 

de anticorpos começa a subir, interferindo 

no resultado e na sensibilidade do isola-
 15

mento (Tabela 1).

O teste de rotina para diagnóstico 

sorológico da dengue é o ensaio imunoenzi-

mático de captura de anticorpos IgM, 

também denominado MAC-ELISA ou ELISA 

in house, que, apesar de apresentar bons 

resultados, somente detecta a doença em 

sua fase aguda tardia (a partir do quinto dia 

do início dos sintomas), quando os títulos 

de anticorpos IgM são evidenciados. 

Para  real izar  o  diagnóst ico  pela  

detecção de anticorpos IgG são necessá-

rias duas amostras de soro, uma da fase 

aguda e outra da fase convalescente da 

infecção. Os anticorpos IgG são detectá-

veis por kits comerciais ou pela técnica 

clássica em virologia, a inibição da 

hemaglutinação (IH).

Pode-se afirmar que a infecção é recente 

se houver uma conversão sorológica, 

caracterizada por um aumento de quatro 

vezes no título de anticorpos da primeira 

para a segunda amostra. A presença de 

anticorpos IgG em títulos altos nos soros 

dos pacientes, para todos os sorotipos de 

DENV na primeira semana de doença, 

sugere uma infecção secundária. Esse teste 

tem como desvantagem requerer duas 

amostras de soro e apresentar reações 

cruzadas para outros flavivírus.

Nesse contexto, uma alternativa signifi-

cativa aos métodos tradicionais é a imuno-

Nº  Isol.**  Dias***  
Bio-Rad  

NS1 
Bioeasy  

NS1 
NS1 Bio-Rad

ELISA 
Pan E Early 
ELISA NS1 

MAC.
ELISA

 
 

IH 

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 

294.212 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 DEN1,3 (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 Positivo 
DEN1,2 (4)*, DEN3(3)*, 

DEN4 (2)* 

301.667 NEG 6 Positivo Inc. Positivo Positivo Positivo DEN1(2)* 

 

Quadro 2. Amostras com resultados inconclusivos nos kits NS1 e resultados de MAC-ELISA e inibição da 
hemaglutinação (IH).

*número que representa título de anticorpos inibidores da hemaglutinação (IH): 1(1/10); 2(1/20); 3(1/40); 4(1/80); 5(1/160) 
**Resultado de isolamento de vírus em cultura de células 
***Dias de doença. 
****Inconclusivo
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cromatografia, pois trata-se de uma tecno-

logia inovadora que concentra a reação 

antígeno/anticorpo em uma única fase 

sólida, sendo esta mantida em temperatura 

ambiente. Possui alta sensibilidade, não 

exige equipamentos ou treinamento 

específico para realização do teste, e ainda 

gera o resultado em poucos minutos. A 

utilização desse novo método seria impor-

tante para regiões mais carentes de infraes-

trutura do País, onde não se dispõe de 

centros especializados de saúde ou labora-

tórios de análises. 

Os métodos imunoenzimáticos para 

captura da proteína NS1 para diagnóstico 

de dengue permitem análise de um grande 

número de amostras, são de execução 

simples e proporcionam em um curto 

período resultados confiáveis.

Para se obter o isolamento do vírus é 

necessário que a amostra em estudo conte-

nha a partícula viral íntegra. A detecção da 

proteína NS1 não indica necessariamente 

que a partícula viral esteja íntegra ou 

infectante. Esse fato, associado à manipula-

ção e armazenamento das amostras, pode 

ter contribuído com o menor número de 

resultados positivos no isolamento viral em 

relação aos kits testados.

Pacientes com viremia muito baixa 

podem não apresentar NS1 mensurável, o 

que poderia explicar os resultados falsos 

negativos nos kits. Nos casos mais graves da 

doença os testes para diagnóstico são 

sensíveis. A sensibilidade depende da 

severidade da doença na população estuda-

da. A especificidade depende da prevalên-

cia de co-morbidades com sintomas simila-

res, fatores de confusão. A possibilidade da 

presença dessas tendências deve ser 

considerada quando se analisa os resulta-
16 dos de testes diagnósticos.

Os quatro kits testados apresentaram 

maior sensibilidade quando as amostras 

foram coletadas no período de 0 ao 3° dia de 

doença. Dados publicados recentemente 

confirmam a maior sensibilidade para detec-
17,18,19ção de NS1 até o terceiro dia de doença.

Do quarto ao sexto dia, a sensibilidade foi 

menor se comparada com o período anterior, 

pois há o início da produção de anticorpos para 

DENV. A partir do sexto dia, não se obteve 

nenhum isolamento de vírus. Igualmente 

negativos foram os resultados com kits de 

detecção da proteína NS1. Isso era esperado, 

dado que o nível de anticorpos IgM está em 

elevação. Sendo assim, a melhor técnica para o 
20

diagnóstico passa a ser o ensaio MAC-ELISA.

Tanto para a técnica de isolamento viral 

como para os kits de captura da proteína NS1 

observou-se maior positividade nas amostras 

coletadas até o terceiro dia de doença. Portan-

to, a recomendação de coleta de amostras até o 

terceiro dia de doença é imprescindível para 

o bom desempenho dessas metodologias.

Com o passar dos dias, desde o início dos 

sintomas, a sensibilidade dos kits diminui, 

provavelmente como reflexo da redução da 

carga viral e da proteína NS1. Também em 

outros estudos foi escassa a presença da 

proteína NS1 entre o sétimo e o nono dia e 
6

inexistente após esse período.

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 variações de sensibilidade em relação aos 
21 22, 23sorotipos DENV-3 e DENV-2 e DENV-4.

Estudos mostram que a sensibilidade 

reduzida para o DENV-2 poderia estar relacio-

nada à resposta sorológica dos pacientes 
7infectados.  Outra explicação seria a menor 

afinidade do NS1-sonda específica e anticor-

pos monoclonais detectores (conjugado) para 
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o DENV-2 ou talvez a baixa circulação desse 
7

sorotipo no período estudado.

No Estado de São Paulo o sorotipo DENV-4 

foi detectado em 2011, portanto não foi 

possível avaliar os kits com relação a esse 

sorotipo. 

A amostra com diagnóstico 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 análise, o teste de IH foi 

realizado para confirmar os resultados do 

MAC-ELISA e para evidenciar infecções 

secundárias. As infecções secundárias são 

caracterizadas por apresentarem resposta 

fugaz de anticorpos IgM, rápido aumento de 

anticorpos IgG e,  consequentemente, 

dificuldade para detecção de NS1 e isola-

mento de vírus.

Os anticorpos inibidores da hemagluti-

nação, na primeira infecção, são detectáveis 

a partir do sétimo dia de doença. Porém, a 

presença desses anticorpos em títulos altos 

antes do sétimo dia é sugestiva de infecção 

secundária corrente por DENV ou outro 

flavivírus.

Vale destacar a amostra SPH 288112, obtida 

no quinto dia de doença, com resultado 

reagente no MAC-ELISA e título de anticorpos 

inibidores da hemaglutinação elevado para os 

quatro sorotipos do DENV. Essa amostra 

resultou inconclusiva apenas no teste NS1 Bio-

Rad ELISA, sinalizando uma possível infecção. 

Nos demais kits estudados a amostra apresen-

tou resultado não reagente (Quadro 2).

Em infecções secundárias a pré-existência 

de anticorpos diminui a sensibilidade dos 

kits NS1. Assim, deve-se complementar o 

diagnóstico com pesquisa de anticorpos IgM 

e IgG para aumentar a sensibilidade na detec-
24

ção de casos.  Os kits imunocromatográficos 

Bio-Rad e Bioeasy, quando utilizados com 

amostras de pacientes coletadas entre 4 e 6 

dias pós-infecção, apresentaram menor 

sensibilidade (73%).

As diferenças nos resultados apresentados 

e os obtidos por outros estudos podem estar 

relacionadas à escolha das amostras para o 

painel, ao número de amostras positivas 

para cada sorotipo, à presença de amostras 

de pacientes com infecções primárias ou 

secundárias e também ao número elevado 

de amostras com coleta na fase aguda tardia 

de infecção.

CONCLUSÃO

A utilização de kits de diagnóstico rápido 

para a detecção da proteína 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 

de vírus.

É importante lembrar que a capacidade 

laboratorial para atender à demanda de 

amostras para isolamento de vírus dengue não 

pode ser comparada àquela de testes imuno-

cromatográficos ou imunoenzimáticos, devido 

à alta complexidade e o custo elevado da 

técnica de isolamento de vírus. Os kits testados 

apresentaram resultados rápidos e confiáveis, 

podendo ser usados para diagnóstico, desde 

que as amostras sejam obtidas na fase inicial 

da infecção – até o terceiro dia de doença. 

Entretanto, é recomendável sempre o uso 

associado a outros critérios, como clínico e 

epidemiológico, ou mesmo outras técnicas 

laboratoriais.

Os kits Dengue NS1 Ag Strip (Bio-Rad 

Laboratories, Marnes La Coquette, França), 

Dengue Duo Test (Bioeasy Diagnóstica) e 
TMPlatelia  Dengue NS1 Ag Kit (Bio-Rad Labora-

tories, Marnes La Coquette, França) foram os 

que apresentaram maior sensibilidade e valor 
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