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DENGUE DIAGNOSIS IN PUBLIC HEALTH LABORATORY

RESUMO: Dengue em Goids caracteriza-se por situacao de hi-
perendemicidade e co-circulagao dos quatro sorotipos virais.
O diagndstico e monitoramento da circulacao dos virus é re-
alizado no laboratério de referéncia estadual (Lacen-GO) para
agravos de importancia em saude publica. Método: Estudo
descritivo das metodologias empregadas na rotina do diagnos-
tico laboratorial de dengue, no periodo de 1990 a 2016, através
de pesquisa documental realizada na prépria instituicao. Re-
sultados: A deteccao de anticorpos IgM antidengue e o teste
de isolamento viral dos DENV foram implantados na década de
90, frente ao aumento do nimero de casos notificados da do-
enca em Goias. A partir do ano 2000 a implantagao das técnicas
para deteccao do antigeno viral NS1 e para detec¢ao do mate-
rial genético viral, aprimoraram as atividades do componente
laboratorial no processo de vigilancia epidemioldgica da den-
gue em Goids. Conclusao: Desde sua implantacao, as técnicas
de diagnéstico laboratorial da dengue realizadas no Lacen-GO,
tém sido constantemente aprimoradas para atender aos de-
safios de diagnostico relacionados as sucessivas epidemias de
dengue ocorridas em Goias.

Palavras-chave: Dengue. IgM. Testes Laboratoriais. Vigilancia
Epidemiologica.

ABSTRACT: Dengue is considered an endemic disease with epide-
mic peaks with current co-circulation of the four serotypes DENV-
1 to 4 in Goias state, Brazil. Lacen-GO is a reference laboratory in
diagnosis of public health diseases. Objective: To describe metho-
dologies applied to dengue diagnosis in Lacen-GO. Method: This
article describes the methodologies used in routine of dengue diag-
nosis, from 1990 to 2016, through documentary research conduc-
ted at the institution. Results: The detection of anti-dengue IgM
antibodies and the DENYV virus isolation test were implemented
in the 1990s, in the face of an increase in the number of reported
cases of the disease in Goias. Since 2000, techniques to detect vi-
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ral antigen NS1 and detection of DENV RNA have been improved the activities of the laboratory
component in the process of epidemiological surveillance of dengue in Goids. Conclusion: Since its
implementation, laboratory techniques applied at dengue diagnosis at Lacen-GO, has been cons-
tantly improved to attend the challenges of diagnosis of dengue in Goias state.

Keywords: Dengue. IgM. Laboratory Assays. Epidemiological Surveillance.

INTRODUCAO

Dentre as arboviroses que acometem os humanos, a dengue é considerada uma doencga de
grande importancia em satide ptblica e acomete principalmente as populagdes que vivem em
paises tropicais e subtropicais. A doenca representa uma preocupacao mundial por afetar o
sistema de saude, o trabalho e o turismo com repercussoes economicas e sociais?. Segundo a
Organizacao Mundial de Satude (OMS) mais de 100 milhoes de infeccoes por dengue ocorrem
anualmente, com aproximadamente 500.000 casos graves e 22 mil 6bitos®. O virus dengue
(DENV) possui quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1, 2, 3 e 4), pertencentes a
familia Flaviviridae, género Flavivirus®, cujo principal vetor responsavel pela transmissao é o
mosquito fémea do género Aedes spp.

Dengue é uma doenca febril aguda que apresenta um espectro clinico amplo o qual pode
variar desde infeccao auto limitada, caracterizada por febre, geralmente alta, de inicio abrup-
to, associada a cefaleia, mialgia, artralgia, dor retro-orbitaria, com presenca ou nao de exan-
tema e/ou prurido, podendo evoluir para doenga grave e 6bito®. Atualmente o diagndstico la-
boratorial da doenca é baseado na detec¢ao direta dos virus e/ou de seus componentes (acido
nucléico e antigenos virais), em amostras coletadas durante a fase de viremia da doenca. Na
fase aguda da infec¢ao o uso de técnicas soroldgicas para a pesquisa de anticorpos antidengue
IgM e IgG sao empregadas®?.

Em 1990, frente a crescente demanda para a confirmacao laboratorial dos casos de dengue,
nas regioes endémicas do pais, o Sistema Nacional de Laboratérios de Sadde Publica (Sis-
lab) fortaleceu a capacidade dos Laboratoérios Centrais de Satide Publica (Lacen), para realizar
grande parte dos testes de diagndstico da dengue. Esta redede laboratériosfoi estruturada com
o suporte e colaboracao dos Laboratorios de Referéncia Nacional para a realizacao de testes
complementares®?.

No estado de Goids, regiao Centro-Oeste do Brasil, o Laboratdrio de Sadde Publica Dr. Gio-
vanni Cysneiros (Lacen-GO) é a unidade de referéncia para o diagndstico e monitoramento
da circulacao dos virus dengue. O atual cendrio epidemiolégico da dengue no Estado é ca-
racterizado por uma hiperendemicidade da doenca com co-circulacao dos quatro sorotipos
virais, aumento expressivo no nimero de casos notificados, casos graves e 6bitos, seguindo a
tendéncia epidemiolégica da doenca no pais®1ob,

Neste contexto, este artigo aborda em carater retrospectivo e descritivo as metodologias
empregadas na rotina do diagnostico laboratorial de dengue, realizadas no Lacen-GO, no pe-
riodo de 1990 a 2016, através de uma pesquisa documental, nos protocolos de reacdo e nos
relatérios periddicos produzidos pelas secoes, realizada na prépria instituicao.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA DENGUE NO LACEN-GO
DETECCAO DE ANTICORPOS ANTIDENGUE

Testes sorologicos podem detectar anticorpos especificos antidengue produzidos pelos in-
dividuos infectados por um dos quatro sorotipos virais. Os ensaios imunoenzimaticos (EIE)
sao amplamente utilizados e apresentam como vantagem baixo custo-efetivo de sua utiliza-
cao comparado aos testes de diagnostico virologico, assim como a possibilidade de processa-
mento simultaneo de um grande nimero de amostras. Os anticorpos especificos antidengue
IgM sao marcadores de infeccao aguda que, de modo geral, sao detectados no soro ou plasma
a partir do sexto dia ap6s o inicio dos sintomas, durante o curso de uma infec¢ao primaria!%.
Entretanto, durante uma infeccdo secunddria heterotipica, baixos titulos destes anticorpos
sao produzidos e, em muitos casos, tornam-se indetectaveis(4!%.

No inicio da década de 90, com o aumento das notificacoes dos casos de dengue em Goias,
foi implantado no Lacen-GO a técnica soroldgica in house para deteccao de anticorpos IgM
antidengue (MAC-ELISA), segundo o protocolo do Center for Disease Control (CDC, Atlanta,
USA). Esta implantacao foi possivel através de uma cooperacao técnica e cientifica do Institu-
to Evandro Chagas (IEC). Atualmente este teste é empregado na rotina do diagnéstico labora-
torial da dengue no Lacen-GO, conjuntamente ao uso de kits comerciais, 0s quais passaram a
ser disponibilizados pelo MS no final da década de 90.

DIAGNOSTICO VIROLOGICO
Isolamento e identificacao dos virus dengue

A técnica de isolamento viral (IV) e identificacao dos DENV realizada no Lacen-GO, segue o
protocolo da OMS a qual envolve cultura celular, usualmente de linhagem de mosquito (clone
C6/36, Aedes albopictus)'®seguida de imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos mo-
noclonais contra os quatro sorotipos virais'”. No Brasil, esta técnica é amplamente utilizada
nos laboratérios de satde publica como ferramenta primordial ao monitoramento da circu-
lacao dos virus dengue no pais. No Lacen-GO, o teste de IV foi implantado na década de 90 e
desde entao, este servico de vigilancia viroldgica detectou a introdugao do DENV-1 em 1994,
seguido da introdu¢ao do DENV-2 (1998), DENV-3 (2002) e DENV-4 (2013).

Os casos suspeitos de Obito por dengue sao rotineiramente investigados pelo Instituto
Evandro Chagas, em Belém do Para e, para tanto, sao utilizados testes de imunohistoquimica
e histopatoldgico. No ano de 2015, com o intuito de apoiar as a¢oes do Comite de Investigacao
de Obito de Goids, a técnica de IV em cultura celular passou a ser aplicada também aos frag-
mentos de visceras, coletados post mortem, dos pacientes com suspeita de infec¢ao por dengue.

Diagndstico molecular por RT-PCR
Os métodos moleculares baseiam-se na detec¢ao do RNA viral por meio da transcricao re-

versa seguida de reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR), a qual permite identificar os DENV
ao utilizar iniciadores especificos das sequéncias genomicas de cada sorotipo viral®. O proto-
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colo de RT-PCR convencional, seguido de uma hemi-nested PCR descrito por LANCIOTTI et al.
(1992)1®_ é ainda hoje a metodologia mais referenciada para o diagnéstico molecular de DENV
no Brasil. No Lacen-GO esta técnica foi implantada em 2006, com o intuito de ampliar e ace-
lerar o diagnostico laboratorial de dengue. Nos tltimos anos, através de um aprimoramento
tecnologico das metodologias de amplificacao de 4cidos nucléicos, a técnica denominada de
PCR em tempo real foi desenvolvida e tem sido amplamente utilizada no diagnéstico de doen-
cas infectocontagiosas nos Lacens de todo o Brasil. A técnica de PCR em tempo real promove
uma deteccao mais sensivel dos produtos amplificados, utilizando além dos iniciadores con-
vencionais, uma sonda de hidrélise marcada com fluor6foros, os quais sao detectados a partir
de cada ciclo de amplificacao por PCR. Adicionalmente agrega outras vantagens ao método
convencional, como a possibilidade de detectar mais de um alvo simultaneamente assim como
a possibilidade de analisar os resultados de forma qualitativa e quantitativa®2?. O Lacen-GO
implementou o diagndstico de DENV por RT-PCR em tempo real em 2010, o que possibilitou
a ampliacao da sua capacidade de testagem de casos suspeitos de dengue com complicagoes
e dos casos de Obitos. Dessa forma, foi possivel aplicar uma técnica mais sensivel com menor
tempo para a liberacao dos resultados e, portanto contribuindo com maior celeridade na con-
clusao dos casos.

Deteccao do antigeno viral NS1

A proteina nao estrutural 1 (NS1)compoe os DENV e pode ser detectada, em sua forma
soltvel, na corrente sanguinea dos individuos infectados durante o periodo de viremia®V. A
utilizacao de técnicas de enzimaimunoensaio (EIE) ou imunocromatografia para a deteccao
deste antigeno viral permite a confirmacao etioldgica da infeccao por dengue. Apesar do avan-
co obtido no diagnéstico precoce da infeccao por DENV através da detec¢ao do NS1Ag, estudos
descrevem uma importante variacao da sensibilidade dos testes relacionada aos diferentes
sorotipos virais assim como pelo tipo da infec¢ao: primadria ou secundaria> 2223,

No ano de 2009, um projeto coordenado pelo MS, promoveu a implantacao do teste de
deteccao do NS1Ag pela metodologia EIE nos Lacens de todo o pais. Essa acao proporcionou
um aprimoramento do diagndstico precoce das infec¢oes por dengue. Neste ensejo, o Lacen-
-GO, além de incorporar esta metodologia ao seu escopo de testagem realizou, em 2014, um
projeto piloto junto a Coordenagao do Nucleo de Vigilancia Epidemioldgica do Municipio de
Aparecida de Goiania, para analisar a utilidade da detec¢ao do NS1Ag como teste de triagem
das amostras destinadas ao teste de isolamento viral. Frente ao aumento expressivo da posi-
tividade do IV, ap0s a triagem das amostras, esta estratégia foi expandida e segue atualmente
como rotina de diagndstico do Lacen-GO.

Com o intuito de elucidar o potencial de testagem de amostras destinadas ao diagnéstico
da dengue no Lacen-GO, apresentamos em uma tabela, os resultados dos testes de deteccao de
anticorpos antidengue IgM, RT-PCR, deteccao do antigeno NS1 e do teste de isolamento viral,
realizados no periodo de 2011 a 2016. Entre 109.090 testes realizados neste periodo, em con-
junto, os testes sorologicos IgM e NS1Ag, corresponderam por ~90% do total de testagem. Este
dado demonstra a grande utilizacao dos ensaios imunoenzimaticos na rotina de laboratdrios
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de analises clinicas. Adicionalmente, o expressivo numero de testes de detec¢ao de anticorpos
IgM (70,8%), por si sO, pode refletir o momento em que o paciente com suspeita clinica de
dengue, procura atendimento nas unidades de satide do estado de Goids, visto que este teste é
realizado em amostras coletadas apds o 6° dia de sintomas (Tabela 1).

Destacamos ainda, que em 2015, um expressivo nimero de amostras biol6gicas foram tes-
tadas para todas as metodologias realizados no Lacen-GO e que, o percentual de positividade
destes testes foi bastante elevado quando comparado, por exemplo, aos resultados apresen-
tados para o ano de 2012 (Tabela 1). Neste contexto, o cendrio epidemioldgico da dengue no
Estado, pode ter influenciado o desempenho dos testes, visto que em 2015, foi registrada a
maior epidemia de dengue em Goids em relacao ao numero de casos notificados (~170 mil ca-
sos). Segundo a literatura, a prevaléncia de uma doenca é fator que interfere no valor preditivo
de um teste diagndstico e por conseqiiéncia, em seu desempenho @4,

Tabela 1. Resultados dos testes de diagnostico laboratorial de dengue, realizados no Lacen-
-GO, no periodo de 2011-2016.

IgM RT-PCR NS1Ag Isolamento Viral
Ano Testado Positivo (%) Testado Positivo (%) Testado Positivo (%)  Testado Positivo (%)
2011 7.102 3.525 (49,6) 6 4(66,7) 776 134 (17,3) 1625 378 (23,7)
2012 3.919 1.541 (39,3) 66 2 (3,0) 993 142 (14,3) 2263 386 (17,1)
2013 20.553  14.110 (68,6) 160 16 (10,0) 3526 795 (22,5) 1514 575 (37,9)
2014 12.471 7.524 (60,3) 188 23 (12,2) 3754 1246 (33,2) 1068 537 (50,3)
2015 18.823  11.723(62,3) 735 258 (35,1) 6423 2797 (43,5) 1542 819 (53,1)
2016 14.374 6.411 (44,6) 699 79 (11,3) 5665 1187 (20,9) 845 228 (26,9)
Total 77.242 44.834 (58,0) 1.854 382 (20,6) 21.137 6.301(29,8) 8.857 2.923 (33,0)
CONSIDERAQ()ES FINAIS

O diagnéstico laboratorial da dengue é parte fundamental do processo de vigilancia epi-
demiolégica da doenca e desempenha vdarias funcoes dentre elas: confirmac¢ao da infeccao;
monitoramento da circulacao viral; apoio aos estudos epidemioldgicos e alerta ao sistema de
vigilancia para o aumento da atividade viral, como fator preditivo de epidemia iminente®>,
Ainda, para o clinico, é ferramenta de suma importancia para orientar o manejo e evolugao
dos pacientes, o que envolve o diagnostico precoce da infeccao, o diagndstico diferencial para
outros agravos, assim como o progndstico de formas graves da doenga®%2229),

O Laboratorio de Satide Publica Dr. Giovanni Cysneiros (Lacen-GO) emprega rotineiramen-
te metodologias para diagnoéstico virolégico e/ou imunolégico da infeccdo por DENV. Estas
técnicas apresentam um bom desempenho quanto a sensibilidade e especificidade ao diag-
nostico da doenca, o que requer infraestrutura e profissionais qualificados para sua execucao.

Ao longo dos ultimos anos, uma importante mudanca no cendrio epidemiolégico das ar-
boviroses vem ocorrendo no Brasil, especialmente apds a introducao do virus chikungunya
(CHIV) e mais recentemente do virus zika (ZIKV), este responsavel por uma epidemia sem
precedentes no pais. Este cenario denota um grande desafio para o diagnoéstico clinico, frente
as sindromes similes que estes agentes causam, assim como para o diagnéstico laboratorial
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devido a co-circulacao de vérios flavivirus. Assim, o Lacen-GO mantém um perfil dinamico
com aprimoramento constante do seu servico e capacita¢ao técnica de seus profissionais, com
o objetivo de atender as demandas do servico de vigilancia epidemiolégica do estado de Goiés.
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