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RESUMO
Introducao: Este trabalho analisa o teste NS1, método diagndstico usado de rotina para
triagem pelo Programa Nacional de Dengue para os sorotipos circulantes no Brasil, e
descreve as caracteristicas epidemiologicas da dengue em Sergipe, Nordeste do Brasil.
Métodos: Amostras de sangue foram solicitadas ao Laboratério Central de Sergipe
(LACEN/SE) de setembro de 2011 a setembro de 2012 e submetidas a semi-nested RT-
PCR para dengue. As amostras positivas nesse teste para DENV-4 foram confirmadas
através de isolamento viral e Imunofluorescéncia Indireta e tiveram seus gendtipos
identificados por sequenciamento genético. Os dados epidemioldgicos dos pacientes foram
obtidos na Ficha de Investigacdo de Dengue do Sistema de Informacgdo de Agravos de
Notificagdo — SINAN e na Requisi¢do de Exame pelo Sistema Gerenciador de Ambiente
Laboratorial — GAL. Resultados: A maioria das amostras da capital Aracaju sdo de
pessoas que reside em bairros considerados de média-baixa e baixa renda familiar, onde a
SUS-dependéncia ¢ considerada alta. O sexo feminino foi mais afetado e a faixa etéria
predominante foi de 19 a 59 anos. Os meses de maior incidéncia no periodo estudado
foram janeiro, fevereiro e marco de 2012. Esse estudo mostrou sensibilidade do teste NS1
Ag para dengue de 34.9%, comparando com o resultado do RT-PCR. As amostras
positivas foram 113 de DENV-4 ¢ 1 de DENV-1, detectando casos de DENV-4 desde o
primeiro més de estudo (Setembro de 2011). Todas amostras estudadas foram agrupadas
dentro do genoétipo II de DENV-4. Conclusio: A sensibilidade e especificidade do teste
Platelia™ Dengue NS1 Ag como método de rastreamento para monitorar circulagdo dos
sorotipos de dengue deve ser reavaliado. Além disso, os perfis epidemioldgicos regionais
também devem ser considerados devido a prevaléncia de respostas secundarias a infec¢des

prévias de DENV que pode interferir nos resultados do NS1.
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I. REVISAO DE LITERATURA

A dengue ¢ considerada a mais importante das arboviroses que afetam o ser humano,
sendo transmitida principalmente pelo mosquito Aedes aegypti. Estima-se que 80 milhdes de
pessoas, distribuidas por 100 paises de todos os continentes (exceto a Europa), se infectem
anualmente. A mortalidade também esté interligada & doenca, associada a uma letalidade de
5-50% quando o paciente desenvolve a Febre Hemorrdgica da Dengue (FHD). Cerca de 550
mil doentes necessitam de hospitalizagdo ¢ 20 mil morrem em consequéncia da doenca
(WHO, 2009).

O virus da dengue ¢ um arbovirus, do género Flavivirus, familia Flaviviridae. Seu
RNA genomico ¢ uma molécula de cadeia unica, sentido positivo, de 11 Kb de comprimento.
O genoma contém um Unico quadro de leitura aberta (ORF), que codifica para trés proteinas
estruturais: a proteina do nucleocapsideo ou do nucleo (C), uma proteina associada a
membrana (M), e a proteina de envelope (E); e sete nao estruturais (NS), as proteinas NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b ¢ NS5 (CHAMBERS et al., 1990). Existiam quatro sorotipos
do virus da dengue, enumerados como DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, todos capazes
de promover a doenca (FIGUEIREDO, 2007), todavia, em 2013 foi relatado um caso de 2007
com um novo sorotipo, DENV-5, na Malasia (MUSTAFA et al., 2015).

A distribuicdo geografica do mosquito transmissor apresenta relagdo direta com a
epidemiologia da dengue e depende do deslocamento de pessoas infectadas. Dessa forma, 3.5
bilhdes de pessoas estdo expostas a arbovirose (WHO, 2009). A transmissdo se da quase
sempre através de vetores hematofagos, sendo o homem a principal fonte de infec¢do e
reservatorio da doenga. Além de Aedes aegypti, outro mosquito, Aedes albopictus, também ¢
capaz de transmitir o virus da dengue, tendo sido introduzido nas Américas mais
recentemente, embora nao haja comprovagdo de sua participagdo como vetor no Brasil
(FORATTINI et al., 2000). A fémea do mosquito adquire o virus se alimentando do sangue de
algum individuo infectado na fase de viremia, que comeca um dia antes do aparecimento da
febre e vai até o 6° dia da doenga. Apds 8 - 12 dias ela estd apta a transmitir o virus a outro ser
humano (FIGUEIREDO, 2007). Uma forma de transmissdo, com poucos relatos, ¢ a

transmissao vertical, estd associada a infeccdo materna no terceiro trimestre da gestacao



levando a uma taxa de prematuridade de 55%. Os recém nascidos podem adquirir o virus por
contato direto com sangue materno através da ingestdo, via respiratoria € pequenas lesdes na
pele(FATIMIL et al., 2003).

Os primeiros surtos da doenga foram descritos no século XVIII, na Asia, na Africa e
nas Américas. No Brasil, a historia da dengue teve inicio no século XIX, sendo praticamente
controlada na década de 20, quando Aedes aegypti foi erradicado, devido ao programa de
combate a febre amarela. No ano de 1981 a doenga voltou ao Norte do pais em Boa Vista-RR
com circulacio do DENV-1 e do DENV-4 (OSANAI et al., 1983) e, em 1986-87 uma
epidemia de grandes propor¢des pelo DENV-1 assolou a cidade do Rio de Janeiro e logo se
disseminou por toda area litoranea entre o Rio de Janeiro e os estados do Nordeste. Foram
mais de 92.000 casos notificados. Em 1990, um novo surto se iniciou no Rio de Janeiro e
Niteroi, desta vez com o DENV-2. Cerca de 300 casos de FHD foram notificados, com
algumas mortes (NOGUEIRA et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2005).

A partir de entdo os nimeros da doenca no Brasil so6 tenderam a aumentar, culminando
com a grande epidemia no Rio de Janeiro em 2002, quando foram registrados 800 mil casos
no pais, principalmente associada ao DENV-3 (SIQUEIRA Jr. et al., 2005). Em 2008, mais de
700.000 casos foram registrados em todo pais, resultando em 45 mil interna¢des por dengue
com a recirculacdo do DENV-2 (BARRETO & TEIXEIRA, 2008). Em 2010 o DENV-4 foi
isolado a partir de amostras de Boa Vista, e sua circulagdo no pais foi reconhecida pelas
autoridades brasileiras apos 28 anos de sua auséncia (TEMPORAO et al., 2011). Em 2011 foi
registrada a circulagdo simultanea dos quatro sorotipos em Manaus, Estado do Amazonas
(BASTOS et al., 2012).

Em 2012 os quatro sorotipos foram registrados, com predominio dos tipos DENV 1
(59,3%) e DENV 4 (36,4%). Houve predominio de DENV 4 na regido Norte (85,5% dos
casos) e Nordeste (81,5% dos casos), enquanto no Centro-Oeste ¢ Sul o DENV 1 foi mais
incidente (53,3% e 83,8% dos casos, respectivamente). Na regido Suldeste houve equilibrio
entre DENV 1 e DENV 4 (BRSAIL, 2012).

Em 2013 foi registrada a maior epidemia de dengue no Brasil com 1,4 milhdo de casos
notificados (BRASIL, 2014). Em 2015, até 30 de maio, foram registrados 1 milhdo de casos
provaveis de dengue, sendo que 47% desse total ocorreram no estado de Sao Paulo (BRASIL,

2015b). Até junho de 2015, 12.433 amostras de casos suspeitos foram enviadas para



realizacdo do exame de isolamento viral, sendo 5.621 positivos (45,2%). Houve predominio
de DENV1 (93,2%), seguido de DENV4 (5,6%), DENV2 (0,9%) ¢ DENV3 (0,3%) (BRASIL,
2015a).

A partir de setembro de 2014, outro arbovirus do género Flavivirus passou a circular
no Brasil, o chikungunya, que ¢ transmitido pelo mesmo vetor da dengue. A transmissao
autoctone foi detectada pela primeira vez no estado do Amapa. Nesse ano foram confirmados
2.772 casos de CHIKV no Brasil, a maioria no Amapa (1.554 casos) e na Bahia (1.214 casos),
foram confirmados também em: Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Roraima ¢ Goias. Em
2015, até a 12? semana epidemioldgica, 1.513 casos foram confirmados, sendo que 735 foram
no Amapa, onde o gendtipo do CHIKV ¢ o asidtico e 778 foram na Bahia, causada pelo
gendtipo Africano. Por apresentar caracteristicas clinicas semelhantes a dengue e pela maioria
dos casos de chikungunya ocorrer em areas endémicas de dengue, ha aumento da ’hance de
erro no diagnéstico clinico (HONORIO, 2015).

Mais recentemente, em abril de 2015 o MS confirmou os primeiros casos de zica,
arbovirus de mesmo género e transmitido pelo mesmo vetor que a dengue e o chikungunya.
Até 28 de maio de 2015 foram confirmados 32 casos de ZIKAYV, sendo que 18 no Rio Grande
do Norte, 8 na Bahia, 3 em Alagoas, 2 em S3o Paulo e 1 no Parad. A maioria dos pacientes
infectados sdo assintomaticos (80%), o que dificulta sua detec¢do (OLIVEIRA, 2015).

Para reduzir o niimero de casos, o Brasil mantém um programa permanente de
controle do mosquito transmissor com repasse de aproximadamente R$ 1,25 bilhdo aos
estados e municipios para a manutencdo de agdes de vigilancia, prevencao e controle da
doenca (BRASIL, 2015b).

A cidade de Aracaju, capital do estado de Sergipe, seguiu a mesma tendéncia nacional,
com aumento da ocorréncia de casos de dengue com o passar dos anos. O coeficiente de
incidéncia da doenga elevou-se consideravelmente a partir de 2002 (com a introducao do
DENV-3 no pais) a 2008 subindo de 397 para 1.954 casos por 100.000 habitantes (ALVES et
al., 2011). Até junho desse ano foram enviadas 27 amostras de Sergipe para sorologia, sendo
que dessas 20 foram confirmadas com 90% de DENV 1 e 10% de DENV 4(BRASIL, 2015a).

A patogénese da dengue ¢ complicada e multifatorial, envolvendo fatores virais e do
hospedeiro. Apos inoculagdo do DENV na pele as células de Langerhans e os queratindcitos

sdo as primeiras a serem infectadas, em seguida o virus se espalha através do sangue
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infectando macréfagos em diversos orgdos, principalmente o baco. A eficacia com que o
DENV se replica nas células dendriticas, mondcitos, macrofagos e nas células dos diversos
tecidos e 6rgdos determina sua carga viral circulante, que representa um importante fator de
risco para desenvolver doenga grave. A infec¢do pelo DENV dos macrofagos, hepatocitos, e
células endoteliais influencia a hemostasia e as resposta imunes. As células infectadas morrem
predominantemente através da apoptose e algumas através de necrose, que resulta na
liberagdo de produtos téxicos, que ativam a coagulagdo e sistemas fibrinolitico.

A infeccdo de células do estroma da medula 6ssea suprime os niveis de IL-6, IL-8,
IL-10, IL-18 e hematopoiese, levando a diminuicao da capacidade de coagulacdo. A elevada
carga viral no sangue e a disfun¢do plaquetaria podem resultar em aumento da fragilidade
capilar, que se manifesta clinicamente como petéquias, equimoses e sangramento de mucosa,
que sdo caracteristicas da dengue hemorragica.

A infec¢do pelo DENV estimula o desenvolvimento de anticorpos especificos e da
imunidade celular. Os anticorpos IgM sdo produzidos e reagem de forma cruzada com as
células endoteliais, plaquetas e plasmina, o que resulta em aumento da permeabilidade
vascular e da coagulopatia. Além disso, ha um reforco pelos anticorpos IgG durante a
infec¢do secundaria por virus heterélogo e aumenta a infeccdo de células apresentadoras de
antigeno, contribuindo assim para o aumento da carga viral que ocorre durante a viremia
secundaria em alguns pacientes. Essa carga viral elevada gera um estimulo excessivo das
células T por reacdo cruzada, que, no contexto dos haplétipos HLA, atrasa a eliminagdo do
virus, enquanto produz niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias e outros mediadores.
No entanto, muitos fatores ainda precisam ser identificados para saber o que leva as
manifestagdes graves da dengue como a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e a Sindrome
do Choque da Dengue (SCD) em alguns pacientes enquanto outros ndo manifestam
(MARTINA ET AL., 2009).

A Febre da Dengue (FD) pode ser confundida com qualquer outra doenca febril aguda
e a confirmagdo diagnodstica ¢ fundamental para o manejo correto do paciente. Para isso, toda
pessoa com doenca febril aguda com duracdo de até sete dias, acompanhada de dois dos
sintomas: cefaleia, dor retroorbitaria, mialgias, artralgias, prostragdo ou exantema, associados

ou ndo a presenga de hemorragias, ¢ considerada caso suspeito de dengue (WHO, 2009)
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Diante desse quadro, uma boa anamnese ¢ necessaria, com realiza¢do de exame clinico
e confirmacao laboratorial especifica. Esta ¢ orientada de acordo com a situacdo
epidemioldgica: em periodos ndo epidémicos, a orientacdo ¢ solicitar o exame de todos os
casos suspeitos; em periodos epidémicos, a confirmacdo pode ser feita pelo critério clinico-
epidemiologico, exceto nos primeiros casos da area, casos de FHD ou de Dengue com
Complicagdes (DCC), os quais deverdo ter confirmagao laboratorial (WHO, 2009).

Em 2014, o Brasil passou a adotar a nova classificagdo de casos de dengue da
Organiza¢do Mundial da Satde (OMS). Os casos sdo classificados como dengue, dengue com
sinais de alarme e dengue grave. A nova classificagdo nao traz prejuizos para a analise da
situacdo epidemioldgica, mas torna incorreta a comparagao direta de casos graves a patir deste
ano com os anos anteriores (BRASIL, 2014).

De acordo com a nova classificagdo ¢ considerado caso suspeito de dengue a pessoa
que resida ou tenha viajado nos ultimos 14 dias para area onde esteja ocorrendo transmissao
de dengue ou tenha a presenca de Aedes aegypti, que apresenta febre, usualmente entre 2 e 7
dias, e apresente duas ou mais das seguintes manifestacdes: nausea, vOomitos; exantema;
mialgias, artralgia; cefaleia, dor retroorbital; petéquias ou prova do lago positiva; leucopenia.
Também pode ser considerado caso suspeito toda crianga proveniente ou residente em area
com transmissdo de dengue, com quadro febril agudo, usualmente entre 2 a 7 dias, e sem foco
de infec¢do aparente (WHO, 2012).

E caso suspeito de Dengue com Sinais de Alarme todo caso de dengue que, no periodo
de defervescéncia da febre apresenta um ou mais dos seguintes sinais: dor abdominal intensa
e continua, ou dor a palpacdo do abdome; vOomitos persistentes; acumulacdo de liquidos
(ascites, derrame pleural, derrame pericardico); sangramento de mucosas; letargia ou
irritabilidade; hipotensdo postural (lipotimia); hepatomegalia maior do que dois centimetros;
aumento progressivo do hematdcrito (WHO, 2012).

J& o caso suspeito de Dengue Grave ¢ todo caso de dengue que apresenta um ou mais
dos seguintes resultados: choque devido ao extravasamento grave de plasma evidenciado por
taquicardia, extremidades frias e tempo de enchimento capilar igual ou maior a trés segundos;
pulso débil ou indetectavel; pressdo diferencial convergente < 20 mm Hg; hipotensdo arterial
em fase tardia, acumulagdo de liquidos com insuficiéncia respiratoria; sangramento grave,

segundo a avaliagdo do médico (exemplos: hematémese, melena, metrorragia volumosa,
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sangramento do sistema nervoso central); comprometimento grave de drgdos tais como: dano
hepatico importante (AST ou ALT>1000), sistema nervoso central (alteracdo da consciéncia),
coragdo (miocardite) ou outros 6rgaos (WHO, 2012).

Os métodos de diagndstico mais utilizados nas infec¢des por DENV incluem o
isolamento viral em cultura de células, técnicas soroldgicas para pesquisa de anticorpos
especificos, deteccio de acido nucléico viral pelo RT-PCR (WHO, 2009) e, mais
recentemente, a pesquisa de antigeno NS1 (YOUNG et al., 2000, ALCON et al., 2002).

Tradicionalmente, o diagndstico laboratorial de dengue ¢ feito estabelecendo a cultura
de células de mosquito no sistema de isolamento viral (GUBLER & SATHER, 1988). O clone
C6/36, de célula de mosquito Aedes albopictus, tem sido o mais utilizado nas ultimas décadas,
por ser altamente sensivel a infeccdo pelos DENV (IGARASHI, 1978). Contudo, representa
uma técnica trabalhosa, demorada (de 07 a 10 dias), cara e inadequada para a gestdo de
pessoas que estdo com suspeita de infec¢do por dengue durante os surtos (KAO et al., 2005).

O ensaio imunoenzimatico de captura de anticorpos da classe IgM ou IgG (MAC-
ELISA / G-ELISA) tem sido o método de eleicao para o diagnodstico das infecgdes pelos
DENV. E um método rapido, facil de ser executado e tem se mostrado extremamente util,
tanto para o diagnoéstico individual de dengue como para estudos epidemiologicos. Varios
testes comerciais de captura IgM e IgG encontram-se disponiveis, possibilitando analise
rapida de um grande numero de amostras, sem a necessidade de equipamentos sofisticados.
Este algoritmo ¢ uma ferramenta de vigilancia importante, mas ndo permite que o diagnostico
seja feito durante a fase sintomatica, quando a maioria das pacientes procuram assisténcia
médica (TELES, PRAZERES, LIMA-FILHO, 2005).

Diversos protocolos de amplificagdo gendmica utilizando transcricao reversa seguida
da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), tém sido utilizados no diagnoéstico rapido das
infeccoes por dengue (LANCIOTTI et al., 1992; FIGUEIREDO et al., 1997; WHO, 2009).
Esses testes sdo importantes por identificar o sorotipo infectante e podem confirmar o
diagnostico nas situagdes em que o material disponivel ndo ¢ adequado para outras técnicas,
mas ¢ um método caro e muitas vezes indisponivel em laboratorios de paises em
desenvolvimento (LANCIOTTI et al., 1992).

Com o objetivo de atender a necessidade de diagndstico na fase aguda da doenca e de

aumentar o percentual de positividade do isolamento viral em cultura de células C6/36, o
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Ministério da Saude decidiu utilizar testes diagndsticos rapidos com a proteina NS1 como
marcador precoce para garantir um monitoramento mais efetivo dos casos de dengue
(BRASIL, 2009b).

O antigeno NS1 esta presente no soro de individuos infectados desde o primeiro dia do
aparecimento dos sintomas e permanece detectavel até o quinto ou sexto dia (XU et al, 2006).
A proteina NS1, juntamente com a NS3 e a NS5 possuem os maiores pesos molecular e sdo as
mais conservadas dentre as demais nos Flavivirus (ALCOLN et al., 2002; TEIXEIRA, 2012;
YOUNG, 2000). A NS1 contém cerca de 350 a 354 aminodcidos e 12 residuos de cisteina.
Estd ausente na particula viral e ¢ produzida em duas formas: associada as membranas
(mNS1) e secretada (sNS1). Apresenta elevado grau de reagdo cruzada entre os 4 sorotipos
(VARAS, 2003; ZAINAH et al., 2008).

Em solugdo, a NS1 forma uma estrutura hexamérica, liga-se a superficie da célula
infectada e acumula-se no soro ou plasma em grande quantidade (até¢ 50 ug/mL) (ALCON et
al., 2002, LIBRATY et al., 2002). Uma vez dentro do organismo do hospedeiro, a NS1 liga-se
as células endoteliais, podendo levar ao aumento da permeabilidade vascular que ocorre nas
infeccOoes secundarias. Essa permeabilidade vascular aumentada pode se dar tanto pelo
reconhecimento da proteina por anticorpos anti-NS1 como pela formag¢do de complexos
imunes, o que levaria a dano endotelial e a extravasamento capilar (AVIRUTNAN et al.,
2000).

Apesar da funcdo da NS1 na infec¢do pelo DENV ainda ndo ser totalmente conhecida,
alguns estudos, além de avaliarem a detec¢ao de NS1 como ferramenta para o diagnostico,
identificaram uma correlagdo entre a gravidade da doenga e a quantidade desse antigeno no
soro (YOUNG et al., 2000; LIBRATY et al., 2002). Estudos sugerem que a proteina NS1
pode contribuir para imunopatologia da dengue e associaram a formag¢do de imunocomplexos
com a NS1 e sua ligagdo as células endoteliais como um fator de gravidade, contribuindo para
o extravasamento do plasma. Niveis plasmaticos elevados dessa proteina foram associdados
também a dengue grave em criancas (LIBRATY et al., 2002; AVIRUTNAN et al., 2007).
Dessa forma, a deteccao precoce de altas concentragdes de NS1 como ferramenta para prever
a evolugdo clinica da doenga tem sido postulada, mas ainda ndo foi pesquisada (LIBRATY et
al., 2002).

Como a forma hexamérica da proteina NS1 ¢ altamente conservada nos quatro
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sorotipos e foi encontrada circulando no soro de pacientes do primeiro ao nono dia apds o
inicio da febre (ALCON et al., 2002; YOUNG et al., 2000), ensaios imunoenzimaticos para a
detecgdo especifica dessa proteina tém sido desenvolvidos e avaliados para a confirmagao de
casos agudos primarios e secundarios de dengue (HANG et al., 2009).

Com o objetivo de avaliar dois testes diagnosticos utilizando NS1, o estudo de
Guzman et al. (2010) testou 1.385 amostras de 6 paises da Asia e das Américas. Eles
observaram excelente especificidade (100%) para os dois testes, enquanto que a sensibilidade
foi baixa, variando de 52 a 66% de acordo com o dia da coleta e inicio dos sintomas dos
pacientes. A sensibilidade diminuida também foi observada para amostras que abrigam
DENV-2 (57 a 69%), em paises da América Latina (Nicargua e Venezuela) e da Asia (Vietna
e Tailandia) (GUZMAN et al., 2010).

No Brasil, trés kits comerciais foram testados com 852 amostras do 1° ao 9° dia apds
o inicio dos sintomas, de casos oriundos desde a introdu¢ao da dengue no Rio de Janeiro em
1986 at¢ o ano de 2008, utilizando amostras da soroteca da Fundagao Oswaldo Cruz
(Fiocruz). Esse estudo mostrou que o teste Platelia Dengue NS1 Ag-ELISA teve sensibilidade
geral 84% e especificidade de 95%. A sensibilidade varidvel de testes NS1 foi alterada de
acordo com os diferentes sorotipos virais. Esta variacdo foi particularmente evidente para as
amostras contendo DENV-3 (65 a 86%). Houve variagdo da sensibilidade também quando
comparadas amostras de infeccao primaria pelo DENV (95%) e secundaria (71%). Contudo,
nesse estudo ndo foram testadas amostras para o DENV-4 devido a auséncia de circulagao
desse sorotipo até o ano do estudo (LIMA et al., 2010).

Outro estudo avaliou a secre¢ao de NS1 no soro de criangas vietnamitas e detectou
reducdo significativa na quantidade de NSI1 de acordo com sorotipo e estado imunitario
(dengue primdria ou secundaria). Em geral, a taxa de detec¢do de NS1 ¢ maior em pacientes
com dengue primaria do que aqueles que adquirem a doenca pela segunda ou mais vezes, por
motivo ainda nao esclarecidos (DUYEN et al., 2011).

Um numero consideravel de estudos revelaram que cada sorotipo de DENV ¢
composto de agregados filogeneticamente diferentes que tém sido classificados como
genotipos ou subtipos, e cada genotipo também € composto filogeneticamente por diferentes
"grupos" (ACOSTA et al., 2011; de MELO, ROMANO, de ANDRADE, 2009; FIGUEIREDO
et al., 2010; NUNES et al., 2012). Essa variabilidade genética dos diversos sorotipos da
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doenca tem sido considerada como fator de preocupacdo e estd provavelmente ligada ao
surgimento de casos graves da doenga, causados, possivelmente, pela resposta imune do
hospedeiro vertebrado a populagdes virais geneticamente diferentes (BONA,
LTWERDOCHLIB, NAVARRO-SILVA, 2012; DRUMOND et al., 2013).

A identificacdo precisa da variante genética do DENV ¢ importante para compreender
a dispersdo, a viruléncia e a identificacdo de cepas responsaveis por surtos e epidemias. O
monitoramento das cepas circulantes torna-se uma ferramenta relevante na deteccdo da
migracdo de subtipos de DENV envolvidos nessas epidemias, bem como na avaliacdo do
impacto destas variagdes genéticas na populacdo humana, na viruléncia e na investigacao da
origem das estirpes (BONA, LTWERDOCHLIB, NAVARRO-SILVA, 2012; DRUMOND et
al., 2013)

Com o objetivo de investigar o gen6tipo € o sorotipo viral, Aedes aegypti e Aedes
albopictus foram capturados e tiveram seus RNAs extraidos, analisados e sequenciados como
parte de um programa de vigilancia vetorial para detecg¢do de virus dengue em Manaus-AM. A
arvore filogenética mostrou que o virus detectado neste estudo pertencia ao genotipo I do
DENV-4, que ¢ de origem asidtica e nunca havia sido descrito no continente americano (de
MELO, ROMANO, de ANDRADE, 2009).

A topologia da arvore filogenética sugere a existéncia de dois subtipos dentro do
gendtipo I, representada por estirpes das Filipinas e da Tailandia. A arvore filogenética indica
que o virus de Manaus (BR/AM/5B/2008 - HE994136) estd intimamente relacionado com os
encontrados na China e Filipinas (FIGUEIREDO et al., 2010).Recentemente, foram obtidas
16 sequéncias full-length do DENV-4 de isolados brasileiros (NUNES et al., 2012). Na
analise filogenética foi observado que BHI 3681 (JQ513345) cepa isolada de humano
(paciente febril autdctone em 2011 em Salvador - BA) ¢ filogeneticamente relacionada com a
amostra de mosquitos de Manaus (FIGUEIREDO et al., 2010).

O genotipo 11 do DENV-4 foi introduzido em 2010 e detectado em Roraima-RR. Tem
circulado na América Central, norte da América do Sul e Caribe (ACOSTA at al., 2011). Este
genotipo espalhou-se rapidamente pelo Brasil, produzindo surtos nas areas mais povoadas do
nordeste e sudeste. Atualmente, os gendtipos I e II do virus estdo circulando em todo pais
(NUNES et al., 2012).

A abordagem adequada de um caso de dengue se inicia com a classificacdo de risco
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baseada na gravidade da doenca. Essa classificagdo tem por objetivo reduzir o tempo de
espera do paciente por atendimento médico, visando a acelera¢ao do diagndstico, tratamento e
internacdo, quando for o caso. Dessa forma, contribui para a organizagdo do fluxo de
pacientes na unidade de satide e para a priorizacdo do atendimento dos casos de acordo com a
gravidade. Os casos sao classificados em 4 grupos: A, B, C e D (BRASIL, 2009a).

O Grupo A ¢ composto por todo caso suspeito dengue sem sinais de alarme, sem
sangramento espontaneo ou induzido (prova do lago negativa) e que nio tenha comorbidades
crOnicas importantes ou condic¢des clinicas especiais que o classifiquem para o grupo B. Os
pacientes deste grupo so necessitam de exames para diagnostico em situagdes nao epidémicas.
O tratamento ¢ feito em regime ambulatorial com hidratagao oral (80ml/kg/dia, sendo 1/3 com
soro de reidratacdo oral e 2/3 restantes com liquidos caseiros) (BRASIL, 2009a).

O caso do Grupo B se diferencia do Grupo A por apresentar pacientes com
sangramentos espontaneos ou prova de lago positiva. Também entra neste grupo os portadores
de comorbidades cronicas ou condi¢des clinicas especiais (risco social, idade < 2 anos ou >
65 anos, gestantes). Sao necessarios exames especificos e hemograma para todos os pacientes,
outros exames podem ser solicitados a critério medico. O paciente deve ser tratado de acordo
com o hematdcrito, se for normal, tratar igual ao Grupo A, reavaliando-o diariamente. Se o
hematdcrito estiver aumentado em > 10% em relacao ao basal ou, na auséncia deste valor, se
estiver aumentado absolutamente (Criangas > 42%, mulheres > 44%, homens > 50%) manter
o paciente internado para hidrata¢do oral supervisionada (adultos = 80 ml/kg/dia, sendo 1/3
do total na forma de soluc¢do salina isotonica (SRO) e ministrado em 4-6 horas: criangas =
50-100 ml’kg de SRO em 4h). Se necessario hidratacdo venosa (vOmitos ou recusa da
ingestao oral), ministrar hidratacdo venosa com soro fisioldgico ou Ringer lactato na dose de
40 ml/kg em 4h (2BRASIL, 2009a).

O Grupo C ¢ todo caso suspeito de dengue com presenga de algum sinal de alarme
independente das manifestacdes. O paciente deve ser internado por um periodo minimo de
48h, fazer os mesmos exames do Grupo B, mais aminotransferases, albumina sérica,
radiografia de térax, radiografia de abdome e outros exames conforme indicagdo médica e
devem receber hidratacdo venosa (BRASIL, 2009a).

Os pacientes mais graves sao do Grupo D, que ¢ definido por caso suspeito de dengue

com presenca de sinais de choque, desconforto respiratorio ou disfungdo grave de 6rgaos,
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independente de manifestagdes hemorragicas. Estes pacientes devem ser internados no ambito
da terapia intensiva e realizar exames semelhantes ao do Grupo C, receberdo hidratagao
venosa mais intensa e, confome a resposta terapéutica, podem ser conduzidos como o Crupo
C ou, se ndo houver melhora, pode-se introduzir coldide, albumina, concentrado de hemacias,
plasma, vitamina K e/ou crioprecipitado conforme necessidade (BRASIL, 2009a).

Diante da situagdo epidemiologica da dengue no Brasil, com a co-circulagdo dos
quatro sorotipos e o relato de um quinto sorotipo, a disponibilizagdo de um diagnostico
sensivel e especifico ¢ essencial a vigilancia da doenca. Dessa forma, h4 necessidade de testes
diagnosticos rapidos e eficazes, que detectem a doenca na sua fase aguda, quando o paciente
busca por atendimento. No pais, foram testados kits comerciais para detec¢ao da proteina NS1
de DENYV, contudo, o DENV-4 necessita ser mais bem avaliado quanto a sua sensibilidade ou
o teste utilizado apresenta diferentes indices de sensibilidade de acordo com a quantidade de
vezes que o paciente fora contaminado pelos diversos sorotipos de dengue.

Em 2011 foram detectados os primeiros casos de DENV-4 em Sergipe, este sorotipo
foi detectado utilizando RT-PCR, que foi positivo em 58 amostras (48,7%). Todas as amostras
haviam sido negativos no Programa NS1 de triagem, sugerindo a subnotificagdo da DENV-4
devido a baixa sensibilidade do teste de triagem para este sorotipo (SEA et al., 2013).

Faz-se necessario, entdo um estudo que avalie o teste comercial utilizado pelo
Ministério da Saiude do Brasil para identificagdio de DENV a fim de garantir o
estabelecimento do diagndstico inicial preciso das infec¢des pela doenga. Ao detectar precoce
e corretamente os casos de dengue em nosso pais, a notificagdo e a vigilancia da doenga
devem ser mais rigorosas e poderdo guiar a implementacao de medidas de controle do vetor,

atuando preventivamente na expansao de surtos e epidemias.
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3.2 ABSTRACT
Introduction: This study analyzes the diagnostic methods routinely used in at Dengue
National Program for the circulating serotypes of dengue screening of the in Brazil and
describe epidemiological characteristics of the dengue cases in Sergipe, Northeast Brazil.
Methods: Blood samples were requested from the Sergipe Central Laboratory from
September 2011 to September 2012 and submitted to semi-nested RT-PCR for dengue.
Positive samples for DENV-4 were confirmed by indirect immunofluorescence and had the
DNA sequenced. Patients epidemiological data were obtained from the reportable diseases
forms filled by the Health service. Results: The majority of the samples of Aracaju were from
people who live in medium-low and low income areas, where public heath service
dependence is high. Females were more affected and the predominant age group was 19-59
years. The months of highest incidence were January, February and March, 2012. This study
showed sensitivity of 34.9% of the NS1 Ag test for dengue, comparing with the result of RT-
PCR. Our positive samples were 113 of DENV-4 and 1 of DENV-1, detecting cases of
DENV-4 since the first month of the study (September, 2011). All samples studied were
grouped within the II genotype of DENV-4. Conclusion: The sensitivity and specificity of the
Platelia™ dengue NS1 Ag test as a screening method for monitoring circulating dengue
serotypes must be reevaluated. Regional endo-epidemic profiles should also be considered
due to the prevalence of secondary responses to previous DENV infection which may

interfere whit NS1 results.
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3.3 RESUMO
Introdugdo: Este trabalho analisa o teste NS1, método diagndstico usado de rotina para
triagem pelo Programa Nacional de Dengue para os sorotipos circulantes no Brasil, e descreve
as caracteristicas epidemioldgicas da dengue em Sergipe, Nordeste do Brasil. Métodos:
Amostras de sangue foram solicitadas ao Laboratorio Central de Sergipe (LACEN/SE) de
setembro de 2011 a setembro de 2012 e submetidas a semi-nested RT-PCR para dengue. As
amostras positivas nesse teste para DENV-4 foram confirmadas através de isolamento viral e
Imunofluorescéncia Indireta e tiveram seus genotipos identificados por sequenciamento
genético. Os dados epidemiologicos dos pacientes foram obtidos na Ficha de Investigacao de
Dengue do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo — SINAN e na Requisi¢do de
Exame pelo Sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial — GAL. Resultados: A maioria
das amostras da capital Aracaju sao de pessoas que reside em bairros considerados de média-
baixa e baixa renda familiar, onde a SUS-dependéncia ¢ considerada alta. O sexo feminino foi
mais afetado e a faixa etaria predominante foi de 19 a 59 anos. Os meses de maior incidéncia
no periodo estudado foram janeiro, fevereiro e mar¢o de 2012. Esse estudo mostrou
sensibilidade do teste NS1 Ag para DENV-4 de 33.6%, comparando com o resultado do RT-
PCR, detectando casos de DENV-4 desde o primeiro més de estudo (Setembro de 2011).
Todas amostras estudadas foram agrupadas dentro do genotipo Il de DENV-4. Conclusiao: A
sensibilidade e especificidade do teste Platelia™ Dengue NSI Ag como método de
rastreamento para monitorar circulacdo dos sorotipos de dengue deve ser reavaliado. Além
disso, os perfis epidemiologicos regionais também devem ser considerados devido a
prevaléncia de respostas secundarias a infec¢des prévias de DENV que pode interferir nos

resultados do NS1.
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3.4 INTRODUCTION

Dengue is considered the most important of arboviruses affecting humans. It is more
frequently transmitted by the mosquito Aedes aegypti and has four serotypes: DENV-I,
DENV-2, DENV-3 and DENV-4. Approximately 80 million people in 100 different countries
from all continents (except Europe) are infected with the disease each year.!

After a long period without having significant dengue cases, the first dengue epidemic
in Brazil with clinical and laboratory confirmation was registered in 1981, in Boa Vista, North
of Brazil, when DENV-1 and DENV-4 were identified.? In 1990, DENV-2 was also detected
in Rio de Janeiro, causing an extensive epidemic in the country and the emergence of the first
severe cases.>* A large dengue epidemic occurred in Brazil in 2002, when nearly 800
thousand cases of the disease were reported, most of whom affected by DENV-3.5 In 2010,
DENV-4 recirculation in Boa Vista was detected® and in 2013 the largest epidemic in Brazil
took place when more the 1.4 millions cases were reported.’

Dengue Fever (DF) might be misdiagnosed with other diseases currently circulating in
Brazil and diagnostic confirmation is essential for the proper management of the patient. A
careful medical history is necessary with clinical examination and specific laboratory
confirmation.! The most used diagnostic methods in DENV infections include serological
techniques for detection of specific antibodies, viral nucleic acid detection by RT-PCR!, viral
isolation in cell culture, and more recently the antigen test NS1.89

RNAs of mosquitoes can also be extracted and viral serotype evaluated and
sequenced. The phylogenetic tree obtained shows the origin of genotype found and suggests
how the virus and serotype entered in a specific area.'® Since 2009, NS1 antigen-capture
ELISA test was implemented by the Health Ministry in the Public Health laboratories. A

network was created to collect samples for viral isolation to provide early detection of
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circulating serotypes in a given area. Patients within five days of disease symptoms onset
attended in health care sentinel units were included in the protocol and had the blood screened
for DENV.?

Blood was collected and sent to the Central Laboratory (Laboratério Central -
LACEN/SE) for the Platelia™ test. Positive biological samples were then forwarded to the
reference laboratory in Rio de Janeiro for viral isolation. Negative and positive samples were
stored in a -80°C and were provided to our group.

Faced with the epidemiological situation of dengue in Brazil, with co-circulation of
the four serotypes, a sensitive and specific diagnosis is essential for disease surveillance.
Thus, a rapid and effective diagnostic tests able to detect the disease in its acute phase, when
the patient seeks care is needed. Commercial kits were tested in the country to detect the NS1
protein of DENV, but, the DENV-4 was not evaluated before for its sensitivity because this
serotype had a long time without circulation in Brazil.!! This study analyzes the diagnostic
methods used in routine of the Dengue National Program for the screening of the circulating
serotypes of dengue in Brazil and describe epidemiological characteristics of the dengue cases

in Sergipe, Northeast Brazil.

3.5 METHODS

To investigate the co-circulation of arboviruses in the State of Sergipe, blood samples
were requested from the Central Laboratory of Public Health for suspected dengue patients
that were negative and positive for the NS1 antigen test (Protocol by the Research Ethics
Committee No. 02872312.7.0000.0058). These blood samples were initially evaluated by
semi-nested RT-PCR for dengue at the Evandro Chagas Institute (Instituto Evandro Chagas —

IEC) to confirm the diagnosis.
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In total, 326 samples of serum or blood from symptomatic patients collected between
September 2011 and September 2012 were obtained, and sample RNA was extracted using
TRIzol® Plus reagent (Invitrogen™,California, US) according to the manufacturers’
instructions. Semi-nested RT-PCR was performed according to Lanciotti et al.'?, and a
genomic fragment of 511 base pairs (bp) that corresponds to all DENV was obtained,
followed by a semi nested PCR using specific primers for each of the four DENV serotypes.
Samples were considered positive when DNA fragments measuring 482 bp (DENV-1), 392 bp
(DENV-4), 290 bp (DENV-3), or 119 bp (DENV-2) were obtained. The semi-nested RT-PCR
products were analyzed on a 3% agarose gel stained with SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen, USA).

The DENYV isolation was performed using mosquito cell line (Clone C6 / 36 Aedes
albopictus) to confirm the results of samples that have their genotype studied. Each serum
sample collected during the acute phase of the disease (25 upl) was diluted 1:10 with
Leibovitz's medium (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) 2% and 150 pl of fetal bovine
serum was added. Once diluted, the sera were inoculated into C6 / 36 cells and incubated for
07 days at 28°C. The cells were collected and infection confirmed by Indirect
Imunifluorescéncia (IIF) using serotype-specific monoclonal antibodies.

For this study four positive samples for DENV-4 by RT-PCR test were randomly
selected. They were isolated in C6 / 36 cells of Aedes albopictus and its identity confirmed by
ITF using monoclonal antibodies to all four serotypes of DENV. They were then submitted to
RT-PCR to amplifying fragments corresponding to the E gene of the structural region of the
viral genome, where a single fragment of 1200 bp was produced. The resulting amplicon was
submitted to sequencing reaction by the Sanger method using specific oligonucleotides.

Chromatograms were generated using the analyzed SEQMAN program (DNASTAR)
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software. The analysis was based on the formation of contiguous fragments which overlapped
through specific oligonucleotides for each virus generated from this analysis, a consensus
sequence for each sample. Then the obtained sequences were translated using the EDITSEQ
program (DNASTAR) and submitted to the database GENBANK (genbank/ncbi/nlm/nih/
gov).

The epidemiological data of patients were obtained from the reportable diseases form
(SINAN) and evaluated according the Central Laboratory of Public Health and Examination
Request from Laboratory Environmental Management System (GAL) were studied through
descriptive analysis, percentage distribution and layout in graphs, charts and tables. The
confidence interval was used to analyze the dengue occurrence probability between groups.
Kappa test was used to evaluate the reliability of diagnosis methods of the study.

For assembly, alignment and homology analysis, SEQMAN, EDITSEQ and
MEGALIGN (DNASTAR) programs were used and for the dedrongrams mounting were used
the Molecular Evolutionary Genetics Analysis - MEGA, versdo 5.0 — 2011 program!'? using
the method neighboring clusters. The model used to neighboring clusters (NJ, neighbor-

joining) was Tamura - Nei 2 parameters.

3.6 RESULTS AND DISCUSSION

The incidence of dengue in Sergipe was 189.9 and 224.6 per 100,000 habitants in 2011
and 2012 respectively, when this study was carried out. Surprisingly, the majority of the
samples provided for us were from the hinterland city of Simao Dias (43.4%), although the
capital Aracaju (23.5%) has always had the highest notification rates of the disease.!# The
reported numbers of cases also point to higher notification in the capital with 5,209 (48.3%)

suspected cases and 2,602 (49.9%) confirmed to DENV at the same time of the study. The
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city of Simdo Dias was in an epidemic year in 2012, with 688 reported cases, however, the
number of cases is still far from those presented by the capital.

This fact suggests a failure in Aracaju in the admission of patients suspected of dengue
for the screening by the ELISA NS1 test. The same should have happened to the other cities
because they appear with high number of reported cases, but they did not have samples tested
by NS1 in agreement with the number of cases (Figure 1).

The majority of the patients from Aracaju, 83.5% lives in medium-low and low
income areas where the public health service dependence is considered high. As most patients
who live in upper middle class areas, seek private hospitals for care who are not sentinels for
the NS1 Program.

There was a higher frequency of females (58.9%) compared to males (41.1%) what is
already reported in Brazil.!%!* Data from 1999 to 2012 confirmed this tendency with a
predominance of females in the last 14 years. As the transmission is mainly in domiciliary
areas, the observed difference may be justified due to their longer stay in their homes than
men and are consequently more exposed. In Brazil, women frequently demand more the
health services.!> The age group between 19-59 years concentrate more than half (58.7%) of
the samples analyzed which is consistent to that found in other parts of Brazil.!®

In this study, we found higher frequency of patients who had completed secondary
level (41.5%) admitted to the NS1 Program, although this variable has been neglected in the
reporting forms. Previous studies showed no positive correlation between dengue infection
and the level of education. On the other hand, people with less than eight years of education
tend to devalue primary health care and also comprise less the guidelines made by the health

care professional.!”
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The four most reported symptoms by patients: fever (97.2%), headache (82.5%),
myalgia (79.7%) and retro-orbital pain (51.0%) coincide with those reported in other studies
in Brazil.!7:18,19.20

January (16.7%), February (23.2%) and March (23.5%) of 2012 had the highest
number of samples collected during the studied period. However the month of April, March
and May proved to be the months of highest peak of the disease in the same period of the
study and the past 14 years. The epidemiological distribution of dengue in the Northeast
region shows higher incidence of the diseases in the first semester in a historic series of nine
years.!421.22 This period in the Northeast region coincides with the warm weather and few
episodes of rain. High temperatures (25-28°C) are maintained, ideal for the spread of the
mosquito that transmits the disease. This weather and frequent interruption in the water
supply, inducing population to keep inadequate water supply stores, provides the favorable
conditions to vector proliferation.??

The incidence of DENV from 1999 to 2012 shows a significant increase in cases of
DENV in Sergipe in 2008 (Figure 2), during which the state experienced epidemic
predominantly by recirculation of DENV-2. From this time, cases of DENV decreased
considerably, returning to rise in 2011, with the introduction of DENV-4, which had not yet
been identified at the time.

Due to the presence and easy multiplication of the mosquito, high dengue rates are
kept in almost all regions of Brazil (except the South), with the movement of all dengue
serotypes in different periods of transmission and sometimes simultaneously.?*

The DENV-4 serotype was detected in Brazil for the first time in 1982 during an

epidemic of dengue in the north and was absent for 28 years after been eliminated.> In 2010
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DENV-4 was isolated from samples of the city of Boa Vista, and the circulation on national
territory was recognized by the Brazilian authorities.®

In Sergipe, the DENV-4 was not detected until March 2012, although the NSI1
program for screening of samples for virus isolation was implemented since 2009. However,
when analyzing blood samples from 326 patients included in the program collected between
September 2011 and September 2012 using RT-PCR, we found 35.0% (114 cases) positivity
for dengue with 113 cases of DENV-4 and 1 case of DENV-1, detecting cases of DENV-4
since the first month of study (Figure 3). This finding indicates an under-reporting of this
serotype cases of dengue in Sergipe? and the information was reported immediately to
Brazilian authorities. In the same way, the study conducted by Souza et al.2¢ reported delays
in detection and underreporting of cases of Dengue by this serotype in Brazil probably due to
the low sensitivity of Platelia™ Test dengue NS1 to DENV-4, which corroborates the data
from this research.

The NS1 antigen is highly immunogenic and has close relationship with the viremic
phase of dengue. Assays such as enzyme immunoassays and immuno rapid tests are able to
detect the viral particle in the plasma, serum and blood of infected patients in the acute phase
of the disease. In general, the performance was considered excellent and the initial diagnosis
of dengue is done by such assays.?” However, many different groups of countries reported low
sensitivity of NS1 tests in comparison with molecular methods, especially in populations who
have experienced several sequential outbreaks of this disease.?829-30,31,32,33,34,35,36,37

As the low sensitivity is definitely more pronounced in the secondary infections, it has
been suggested that the NS1 may be sequestered in immune complexes with IgG. Anti-NS1
antibodies were more frequently identified in secondary infection and the antigen-antibody

complex prevented the ability of the assay to detect the free NS1.37:38
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Although the information about the immune status of patients was not available to
classify dengue infection as primary or secondary, it is possible that many of the subjects were
experiencing a secondary infection because of previous epidemics took place in the state of
Sergipe. Most of the infected patients belong to the age group of 19-59 years, having
experienced the epidemic of 2002 caused by DENV-3 and another one in 2008.'* Sergipe is
considered endemic for dengue, with a median incidence of 195 cases / 100.000 population in
the last 16 years, with successive epidemics since 1996.3°

The Platelia™ NS1 Ag test was evaluated on multicenter research and presented an
overall sensitivity ranging from 36% (Central America) to 88% (Asian countries), varying
according to the serotype and the number of days from the onset of symptoms. When assessed
by serotypes, DENV-4 had a sensitivity of 79% (95% CI = 67-91), though it was tested in a
small number of samples.’” In this study the sensitivity was 34.9% of the NS1 Ag test for
dengue, comparing with the result of RT-PCR, our positives samples were 113 of DENV-4
and 1 of DENV-1. This data was much lower than those presented by Guzman et al.’” in
previous studies, 63-94% depending on serotype and immune status.®-3°

The negative predictive value was 71.5% at the screening test. This likely delayed the
identification of DENV-4 in the state and probably in all the cities that used the same protocol
for rapid diagnosis of dengue. These results suggest low sensitivity for DENV-4 in the co-
region and should be considered the simultaneous presence of IgG, suggesting secondary
response as a factor for the low sensitivity of the NS1 for the studied samples.

This study found a higher incidence of dengue diagnosed by NS1 Ag test until the
fourth day of the onset of symptoms. This fact is consensus in different studies, where the
optimal sensitivity is 0-4 days after the onset of symptoms, considering day zero the first day

of fever.2%3¢ After this period, reduction in sensitivity is observed, probably due to decrease
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the viremia. The same occurred with the samples from zero to four days of illness when
analyzed by RT-PCR (Figure 4).

Unlike other self-limited viral diseases, dengue infection can develop and put the
patient at risk of death with Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) or Dengue Shock Syndrome
(DSS) in a few days. Thus, the establishment of early laboratory diagnosis of DENV
infections is very important to guide the implementation of control measures aimed at
preventing outbreaks and epidemics.

Although the implementation of the use of NS1 for screening viremic samples has
been effective in increasing the percentage of virus isolation and determination of serotype
circulating in Brazil.?® The data presented here indicate that current tests should not be used
alone in the Brazilian population, due to exposure to this sequential outbreaks of the disease
and, as a result, the large number of false negatives.

The findings of this study strongly suggest that DENV-4 was previously circulating in
lower prevalence and without being detected by the NSI test, using molecular test we could
positive samples since September 2011 while it was only detected in March 2012 in samples
screened with Platelia™ dengue NS1. This delay, explain how quickly the DENV-4 spread
throughout the country since its detection in the North in 2010, in South and Southeast in
early 2011 and even in small municipalities in the Northeast in mid-2011.11:40

In Brazil, the rapid tests of capture of NSI antigen were only tested with known
positive samples DENV-1, DENV-2 and DENV-3, not testing the sensitivity and specificity
for the DEV-4, because this serotype was not circulating in the country.!® Thus, no correlation
sensitivity and specificity could be calculated this serotype.

Positive samples for DENV-4 had also sequenced gene region of the envelope protein

from different locations. Phylogenetic analysis of DENV-4 sequences from Sergipe, compared
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with genome sequences of 16 DENV-4 obtained from GenBank database, representing the
three genotypes, showed that our samples belong to genotype II, similar to findings reported
since its reintroduction in Brazil in 2010 and different from DENV-4 previously circulating in
Brazil, which was characterized as belonging to genotype I Asiatica origin (Figure 5).4!

The DENV-4 genotype Il was responsible for several outbreaks and epidemics in
many countries in South America and the Caribbean.®!”> Phylogeny and phylogeography
Studies in Brazil demonstrated the existence of two genotypes circulation (I and II), and the
genotype I detected belongs to an isolated strain of dengue fever case of Bahia in 2011.4! This
serotype which was reintroduced in Brazil has become a major public health problem that can
cause an increase in the number of DHF.

Our studied samples had a high degree of affinity (99% of client bootstrap) grouping
within the genotype II and were originated from cases of dengue fever, so no connection can
be made with the clinical presentation.

In summary, this study shows that the sensitivity of the test may vary in different
epidemiological and genetic contexts. Previous dengue infections may have contributed to the
high number of false negative during the surveyed period, but the biological causes for the
failure of NSI1 test still need to be clarified.

Re-evaluation is needed of sensitivity and specificity of Platelia™ NSI1 test as a
screening method for monitoring the circulating serotypes of dengue.

Regional endo-epidemic profiles should also be considered, as the high prevalence of
secondary response may interfere the NS1 results since the dissociation of antibody-antigen of

immune complexes is not provided in commercial kits.
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3.9 FIGURES AND SUBTITLES

Figure 1: Distribution of the number of cases notified to dengue from 2007 to 2012,

according to city of residence of the participants. Aracaju, SE, 2013.
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Figure 2. Distribution of the number of notified cases, confirmed and incidence for DENV

according to the year of notification from 1999 to 2012. Aracaju, SE, 2013.
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Figure 3. Agarose gel electrophoresis of amplicons obtained from the semi-nested RT-PCR
for detection of dengue in clinical samples of symptomatic patients Sergipe. Lines 1, 2, 3 and
4: clinical samples positive for DENV-4. D1: positive control for DENV-1. D2: positive
control for DENV-2. D3: positive control for DENV-3. D4: positive control for DENV-4. CN:

negative control. PM: molecular weight marker.
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Figure 4. Results of NS1 Ag and RT-PCR tests according to the days of the beginning of

symptoms. Aracaju, SE, 2013.
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Figure S: Phylogenetic analysis of the E gene of DENV-4. 16 references sequences of
genotypes I, II and III obtained in the GeneBank (accession number Table 1). The analysis
was performed using the method neighboring groups and the nucleotide distance calculated
by the method of Tamura - Nei 2 parameters. The values of bootstrap were calculated after
1,000 pseudo-replicas and are listed only in the main branches Sequence DENV- 2 NGC
FJ390389 was used as out-groups for the analysis. The Brazilian isolates analyzed in this
work are marked in red.
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APENDICE A

. UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
POS-GRADUAQAO EM BIOLOGIA PARASITARIA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

PROJETO DE PESQUISA: Investigagdo de arboviroses emergentes em area
endémica de dengue

MESTRANDO: Vanessa Ramos de Faria Sea
ORIENTADORA: Dr2. Roseli La Corte dos Santos

TERMO DE CIENCIA E CONSENTIMENTO

Eu, D NN DS P\QJ\\ \(‘\.F\Tj ) <~~ST—?'J} S , RG
~J
Ao D , diretor do Laboratério Central de Saude Publica, Parreiras Horta

(LACEN/SE), declaro estar ciente que esta pesquisa tem como objetivo principal identificar

arboviroses emergentes em amostras de soro ou sangue de pacientes com suspeita clinica

de dengue, utilizando métodos de biologia molecular para identificagdo de Alphavirus,

Flavivirus e Orthobunyavirus, para o qual sera necessaria a utilizagdo das amostras de

sangue coletadas para a pesquisa do antigeno NS1 estocadas em nosso laboratério. Dessa

forma, autorizo o0 uso das amostras de soro e sangue coletadas de pacientes inseridos no

programa NS1 do Ministério da Saude e dos dados coletados nas Fichas de Notificacbes,

mantidas, respeitando a Res

para os fins a que se destina esta pesquisa, inclusive para divulgacédo e publicacdo dos
resultados. O segredo da identidade e da confidencialidade dos sujeitos da pesquisa serdo
é\o do Conselho Nacional de Salude 1996/96.
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ANEXO1

Dados clinicos (dengue com complicacbes, FHD e SCD)
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clanase, artmias, hipotensao artenalipestural, vomitos persistentes, manifestagées neurclégicas sao
indicadores de que 0 paciente pode evoluir para FHD cu para um guadro mais grave de dengue.
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ANEXO IT

Sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial - GAL
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