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RESUMO

Dentre as arboviroses, a dengue apresenta-se como a mais importante, constituindo um grave
problema de saude publica a nivel mundial. As regides tropicais e subtropicais sdo as mais
afetadas, ocorrendo aproximadamente 100 milhdes de infecgbes por ano. Os principais
sintomas que caracterizam a infeccdo sao febre, cefaléia, dor retro-orbitaria, mialgia, artralgia,
prostracdo e exantema. No entanto, outras infecgbes apresentam sintomas bastante
semelhantes com a dengue, como a leptospirose. Ambas, dengue e leptospirose, podem causar
surtos durante as estacdes chuvosas, visto que € o melhor periodo para a disseminagdo do
mosquito Aedes aegypti e a contaminacdo de areas alagadas pela bactéria Leptospira sp..
Dessa forma, este estudo teve como objetivo empregar diferentes métodos para o diagndstico
laboratorial de dengue e leptospirose em pacientes com sindrome febril. Oitenta e seis
amostras de 86 pacientes com suspeita de dengue foram analisadas por meio do teste
imunocromatografico NS1, ELISA-NS1, teste imunocromatografico de captura de IgM e IgG,
ELISA-IgM, ELISA-IgG e RT-PCR. Dentre os 86 pacientes avaliados, 48 (55,8%) foram
positivos para pelo menos um dos testes diagndsticos realizados. Apds testados para dengue,
68 pacientes foram avaliados pelo teste imunocromatografico de captura de IgM e pelo teste
de ELISA-1gM, ambos para identificacdo de anticorpos anti-Leptospira. Cinco (7,35%) foram
positivos para esta infecgdo. E de grande importancia pesquisar outras causas infecciosas,
como a leptospirose, que também é uma doenca febril, em pacientes com suspeita clinica de
dengue, pois o controle das doengas mais prevalentes sé se torna possivel quando conhecemos
o0s agentes infecciosos responsaveis por elas. Portanto, faz-se necessario o uso de diagnosticos
especificos para cada infeccdo, permitindo com que os programas de controle

epidemiolégicos sejam realizados.

Palavras-chave: dengue, diagnéstico diferencial e leptospirose



ABSTRACT

Among the arboviruses, dengue is the most important, constituting a serious public health
problem worldwide. The tropical and subtropical regions are most affected, occurring
approximately 100 million infections per year. The main symptoms that characterize the
infection are fever, headache, retro-orbital pain, myalgia, arthralgia, prostration and rash.
However, other infections have very similar symptoms to dengue, such as leptospirosis. Both
dengue and leptospirosis, can cause outbreaks during the rainy seasons, since it is the best
period for the dissemination of Aedes aegypti and contamination of wetlands by Leptospira
sp.. This study aimed to employ different methods for the laboratory diagnosis of dengue and
leptospirosis in patients with febrile syndrome. Eighty-six samples of 86 patients suspected of
being infected with dengue were analyzed by NS1 immunoassay, NS1-ELISA, immunoassay
IgM and 1gG capture, IgM-ELISA, ELISA-IgG and RT-PCR. Among the 86 patients
evaluated, 48 (55.8%) were positive for at least one of diagnostic tests. After tested for
dengue, 68 patients were evaluated by immunoassay IgM capture and by ELISA-IgM, both
for identification of anti-Leptospira. Five (7.3%) were positive for this infection. It is very
important to search for other infectious causes, such as leptospirosis, which is also a febrile
illness, in patients with clinical suspicion of dengue, since the control of diseases prevalent
only becomes possible when we know the infectious agents responsible for them. Therefore, it
IS necessary to use specific diagnoses for each infection, allowing epidemiological control

programs can be carried out.

Keywords: dengue, leptospirosis and differential diagnosis
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1 INTRODUCAO

1.1 Dengue
1.1.1 Aspectos epidemioldgicos

A dengue é considerada a mais importante arbovirose em termos de morbidade e
mortalidade, com um aumento na frequéncia e na intensidade das epidemias, especialmente
das formas mais graves, a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome do chogue da
dengue (SCD). Estima-se que 50 milhdes de infeccbes ocorrem anualmente e
aproximadamente 2,5 bilhGes de pessoas vivem em paises endémicos. Dentro desta
estimativa, cerca de 500.000 casos evoluem para FHD, atingindo principalmente criancas e
acredita-se que ocorram 20.000 oObitos por ano (GUBLER, 2002; GUZMAN; KOURI, 2003;
WHO, 2009).

As regifes mais atingidas sdo aquelas em que o vetor responsavel pela transmissao
da doenca, a fémea do mosquito Aedes aegypt (A. aegypti) prevalece. Cerca de 100 paises que
se localizam entre as regibes tropicais e subtropicais, tais como, Africa do Sul, Américas,
Oriente do Mediterraneo, Sudeste da Asia e Oeste do Pacifico, sdo afetados pelo virus dengue
(Figura 1) (SAN MARTIN et al., 2010; WHITEHORN; FARRAR, 2010).

Nas Ameéricas, a dengue representa um fendmeno recorrente. Durante as duas Ultimas
décadas em todas as areas tropicais da América Central e da América do Sul, assim como no
Caribe tém se percebido uma incidéncia maior nos casos de dengue classica (DC) e FHD,
visto que 3 milhdes de casos foram notificados no periodo de 2001 a 2005 nas Américas
(GUZMAN; ISTURIZ, 2010; SHEPARD et al., 2011). No século XXI, o Brasil tornou-se o
pais com o maior nimero de casos de dengue, ocupando o quinto lugar no ranking
internacional de paises que registraram a doenca (DA-ROCHA; TAUIL, 2009; TEIXEIRA et
al., 2005, GUZMAN; ISTURIZ, 2010). Atualmente no Brasil, co-circulam 0s quatro
sorotipos do virus dengue, o que, segundo a hipétese de Halstead, representa um grande risco
a populacéo devido a infeccdes sequenciais (HALSTED, 1988; TEIXEIRA et al., 2005).
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Dengue, countries or areas at risk, 2010
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Figura 1. Areas de risco pela infeccdo do virus dengue em 2010.
Fonte: WHO, 2010

As primeiras evidéncias do ciclo de transmissdo da doenca foram descritas por
Brancoft em 1906, entretanto, a primeira descricdo da dengue foi realizada por Benjamin
Rush em 1780, durante um surto ocorrido na Filadélfia, EUA. Outras epidemias ocorreram no
século XIX em Zanzibar, Calcuta, Grécia e Japdo, entre outros paises (GUBLER, 1997).

No Brasil, as primeiras referéncias datam do século XIX. Devido a existéncia da
febre amarela, a dengue pode ter passado despercebida, visto que, a febre amarela também é
uma arbovirose transmitida ao homem pelo Aedes aegypti. Devido as campanhas realizadas
por Emilio Ribas e Oswaldo Cruz, entre 1903 e 1923, no combate ao transmissor da febre
amarela, a incidéncia do mosquito diminuiu, permitindo desta maneira, a reducdo dos casos
de dengue (FONSECA; FIGUEIREDO, 2005). O primeiro surto de dengue com identificacdo
dos sorotipos descrito no pais ocorreu nos anos 80, em Boa Vista no Estado de Roraima,
sendo que os sorotipos isolados foram o sorotipo 1 (DENV-1) e o sorotipo 4 (DENV-4). No
entanto, medidas de controle permitiram que a doenga cessasse durante esta déecada (PAHO,
1989; MALAVIGE et al., 2004).

A dengue reapareceu na regido Sudeste no biénio 86/87, sendo 0s primeiros casos
descritos na cidade de Nova lguagu, proximo ao Rio de Janeiro. Esta epidemia foi causada
pelo sorotipo DENV-1, onde durante este periodo aproximadamente 60% dos casos
notificados de dengue nas Ameéricas ocorreram no Brasil. A partir do Rio de Janeiro, o
DENV-1 espalhou-se pelo Nordeste, atingindo primeiramente os estados de Alagoas,

Pernambuco, Bahia e Ceard, sendo foi isolado também no Mato Grosso do Sul. Apos esta
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primeira epidemia, uma segunda surgiu novamente na década de 90, atingindo o Rio de
Janeiro, Tocantins, S&o Paulo, Minas Gerais e Ceara, mas desta vez, pela circulacéo do virus
dengue- 2 (DENV-2). Neste surto foi observada uma exploséo de casos com as formas mais
graves da doenca (FHD/SCD), sendo incerto o nimero de ébitos (FIGUEIREDO et al., 1992;
NOGUEIRA et al., 1993; FONSECA,; FIGUEIREDO, 2005).

A primeira epidemia de dengue ocorrida com identificacdo de sorotipo no estado do
Ceard foi em 1987, mas logo foi superada pelo surto ocorrido em 1994, sendo este
caracterizado como um surto explosivo com 27.000 casos notificados em trés meses, apenas
na cidade de Fortaleza, e dentre estes, 26 casos foram de FHD. Esta epidemia esteve ligada as
condicBes sanitarias que facilitaram a dispersdo do mosquito, ligadas ao alto indice
pluviométrico, altas taxas de densidade populacional do vetor e a introducdo do DENV-2 que
permitiram com que muitas pessoas fossem infectadas. Dentre as mais importantes epidemias
gue ocorreram no estado do Ceara destacam-se as epidemias que ocorreram nos anos de 2001
e 2008, devido a elevada incidéncia de casos hemorragicos da doenca, e a epidemia de 1994
que apresentou 0 maior nimero de casos confirmados. No ano de 2010, 155 municipios do
Ceara apresentaram infestacdo pelo A. aegypti e 125 tiveram transmissdao comprovada de
dengue, demonstrando um aumento no numero de casos quando comparado com 0 ano
anterior. A letalidade de FHD ocorreu em 6 pessoas e a dengue com complica¢es (DCC)
atingiu 15 pessoas. Esta situacdo pode ser explicada pela provavel re-circulagdo do sorotipo
DENV-1. Em 2011, o Ceara vivenciou sua maior epidemia de dengue, sendo que 55.007
casos foram confirmados e a incidéncia foi acima de duzentos casos por 100.000 habitantes.
Este elevado nimero de pessoas infectadas esta diretamente relacionado a dindmica de
circulagdo do DENV-1, no qual foi confirmado através do isolamento viral realizado no
LACEN (Figura 2) (VASCONCELOS et al., 1995; VASCONCELOS et al., 1998; CEARA,
2011a). Alguns estudos demonstraram mudanca no padrdo de idade entre as pessoas
infectadas pelo virus no Ceara, acometendo principalmente as criancas (CAVALCANTI et
al., 2011).
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Numero de casos e incidéncia de dengue, no
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Figura 2. Gréfico de distribuicdo da incidéncia dos casos de dengue no Estado do Ceard
desde a sua primeira epidemia, em 1986.
Fonte: SESA/COPROM/NUVEP

1.1.2 Virus dengue

O virus dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e possui quatro
distintos sorotipos (DENV-1, 2, 3 e 4), com propriedades antigénicas distintas, causando as
diferentes formas da doenca, sendo a FHD, SCD e a DCC as mais preocupantes e que podem
levar o paciente ao o6bito. A infec¢do causada por qualquer um dos sorotipos permite que o
individuo adquira imunidade permanente, mas ndo confere imunidade contra os demais
sorotipos, entretanto, imunidade cruzada em curto prazo contra 0s outros sorotipos ja foram
notificadas. Pessoas que vivem em areas endémicas podem ser infectadas por mais de um dos
sorotipos DENV no decorrer de suas vidas e também podem ocorrer infec¢bes simultaneas
por dois sorotipos (ARAUJO et al., 2006; GARDELLA-GARCIA et al., 2008; GUZMAN:;
ISTURIZ, 2010; ZOU et al., 2011).

O genoma viral é formado por uma fita simples de RNA de polaridade positiva,
apresentando comprimento aproximadamente de 11 kilobases (Kb) e peso molecular
aproximado de 3,3x10° daltons. O virus dengue possui forma icosaédrica, envelopado,
esferico e possui cerca de 50nm de diametro (HENCHAL; PUTNAK, 1990; LODEIRO et al.,
2009; ZOU et al., 2011).

O virion maduro contém proteinas estruturais [capsideo (C), membrana (M) que é

expressa como um precursor glicosilado prM) e envelope (E)] e proteinas nao estruturais
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(NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5), sendo que as primeiras apresentam como funcdo formar
0s componentes do virus e as Ultimas estdo ligadas diretamente com a replicacdo viral (Figura
3) (PERERA; KUHN, 2008).
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Figura 3. Estrutura genémica do virus dengue. Proteinas estruturais: C, M e E;
proteinas nao-estruturais: NS1, NS2A/B,NS3,NS4A/B e NS5.
Fonte: Perera& Kuhn, 2008 (Adaptado).

A proteina C é o primeiro polipeptidio viral a ser produzido e atua provavelmente de
forma cooperativa quanto a ligacdo especifica ao RNA genémico, permitindo a formacéo do
nucleocapsideo (HENCHAL; PUTNAK 1990; SAMSA et al., 2009).

A glicoproteina E é responsavel pela geracao de potentes imundgenos que atuam na
protecdo contra a doencga, pois induzem a resposta imune. Outra importante fungdo é a de
fornecer contato entre o virus e a célula do hospedeiro, permitindo a juncdo dos mesmos
(HENCHAL; PUTNAK, 1990; VALDEZ et al., 2000; PERERA; KUHN, 2008).

Dentre as proteinas estruturais, a prM (pré-membrana) funciona como precursora
para a formacdo da glicoproteina M. A clivagem da proteina prM funciona como um pré-
requisito para aquisicdo de infectividade, ou seja, esta proteina faz parte dos virions imaturos
e a partir de sua clivagem por uma protease celular na rede trans Golgi, faz-se crucial na
morfogénese do virus, tendo como resultado a liberagao de virions maduros (JUNJHON et al.,
2010).

Sete proteinas ndo-estruturais foram identificadas, e, apesar de poucas possuirem sua
funcdo definida, sabe-se que estas proteinas sdo fundamentais no processo de replicacéo viral

(ZOU et al., 2011). A NS1 € uma glicoproteina com peso de 45 kDa, esta relacionada no
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processo de replicacdo viral, bem como a defesa viral através da inibicdo de ativacdo do
complemento. Esta proteina é detectada na superficie celular e também é secretada para o
meio extracelular. Além destas caracteristicas, a proteina NS1 tem sido encontrada em
amostras de soro de pacientes infectados pelo virus dengue, tanto na infeccdo primaria como
secundaria, sugerindo uma maior participacao desta glicoproteina na patogénese do virus e
demonstrando seu possivel uso como marcador de infeccdo pelo virus dengue (HENCHAL,;
PUTNAK, 1990; YOUNG et al., 2000; PERERA; KUHN, 2008; WANG; SEKARAN, 2010).

A NS2 é dividida em duas porc¢des: NS2A (~ 22 kDa) e NS2B( ~ 14 kDa,) sendo que
a ultima possui atividade proteolitica. A proteina NS3 possui um peso molecular de 70 kDa
tem atividade enzimatica de nucleosideo trifosfatase, protease e helicase, sendo conhecida
como uma proteina trifuncional. Entretanto, a atividade de protease depende fortemente entre
a interacdo NS3-NS2B (HENCHAL; PUTNAK 1990; PERERA; KUHN, 2008; SALAEMAE
et al., 2010).

A glicoproteina NS4 é hidrofobica e possui duas por¢fes: NS4A e NS4B. Estas
porcOes sdo proteinas integrais da membrana, sendo que a primeira induz importantes
alteracbes no virus durante a replicacdo e a segunda estd envolvida na assisténcia da
replicacdo do RNA viral através da interacdo entre NS4B-NS3 (LEITMEYER et al., 1999;
UMAREDDY et al., 2006).

Entre as proteinas ndo-estruturais, a NS5 possui 0 maior peso com 100 kDa, sendo a
maior e a mais conservada dentre as demais. Dentre todas as proteinas, a NS3 e NS5 estdo
sendo alvo de estudos antivirais, pelo fato de serem as mais conservadas e de possuirem
atividades vitais para o desenvolvimento do virus (BOLLATI et al., 2010; ZOU et al., 2011).

1.1.3 Vetores

A dengue € transmitida pela fémea do mosquito do género Aedes, principalmente
pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (A. albopictus). Os mosquitos se
contaminam quando se alimentam de sangue de uma pessoa infectada durante o periodo de
viremia e em seguida transferem os virus ao homem susceptivel. A contaminacdo dos
mosquitos pode ocorrer também através da transmissao transovariana, no qual o Aedes spp.
pode transmitir o virus diretamente para a prole. Ap6s o repasto sanguineo, 0 mosquito esta
apto a infectar novos individuos, transmitindo o virus depois de 8 a 12 dias de incubagdo
extrinseca. (ARUNACHALAM, 2008; GUZMAN & ISTURIZ, 2010).
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O mosquito A. albopictus € um potencial transmissor da doenca principalmente na
Asia e a presenca do mesmo foi reportada no Brasil pela primeira vez em 1953 (FORATINNI,
1986). Apesar do seu continuo crescimento no pais, ainda ndo foi encontrada nenhuma
relacdo deste mosquito com a transmissdo da doenca, entretanto, esta possibilidade ndo pode
ser descartada, visto que este mosquito encontra-se bem adaptado, tanto no ambiente urbano
como no ambiente rural (MARTINS, 2006; 2010). Os estados que ja notificaram a presenca
do A. albopictus sdo: Amapa, Roraima, Acre, Tocantins, Piaui, Sergipe e Ceard (DE
FIGUEIREDO et al., 2010; MARTINS, 2010).

1.1.4 Manifestagdes clinicas e achados laboratoriais

As formas clinicas da dengue podem variar desde a forma assintomatica, como DC,
FHD, SCD e DCC, sendo estas Ultimas as formas mais graves. Apos o periodo de incubacao
(4 a 8 dias), a enfermidade inicia-se de forma abrupta, passando por trés fases: febril (fase
aguda da doenca), critica (ocorre durante a desfervecéncia, ocorrendo um aumento da
permeabilidade capilar) e recuperacdo. Os sintomas mais caracteristicos da doenca sao: febre,
cefaléia e “rash” cutaneo (WHO, 2009; OPS, 2010).

A febre do dengue é caracterizada por ser a forma cléssica da doenca em que o
paciente apresenta pelo menos dois dos seguintes sintomas acompanhado por febre: cefaleia,
dor retro-orbitaria, artralgia, mialgia, prostracdo e exantema. Esta forma clinica € uma doenca
aguda e auto-limitante, que dura aproximadamente 4 ou 5 dias. Outros sintomas também
podem ser observados como: linfodenomegalias, exantema generalizado, prova do lago
positiva, petéquias e outras manifestacbes hemorragicas, como por exemplo, epistaxe e
sangramento gastrointestinal. A fase de convalescéncia geralmente ocorre de forma
espontanea, mas pode ser prolongada e acompanhada por astenia pronunciada e depressao
(NOISAKRAN; PERNG, 2008; OPS, 2010; JAHAN, 2011).

Entre os exames inespecificos laboratoriais utilizados para o diagnostico da dengue,
o hemograma completo e a bioquimica sdo os testes principais realizados. Através do
hemograma, observa-se uma neutropenia com linfocitose atipica e trombocitopenia, enquanto,
na bioguimica as alteracGes enzimaticas hepaticas apresentam-se elevadas, sendo que em
alguns pacientes o acometimento hepatico pode ser fatal (GUBLER, 1998; SENEVIRATNE
et al., 2006; BRASIL, 2010). Mesmo sendo uma doenca que ndo apresenta complicacdes, a
DC é responsavel por perdas econdmicas, Vvisto que acomete parte da populacdo

economicamente ativa. Estudos mostram que a dengue tem 0 mesmo impacto e a mesma
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magnitude que outras doencas infecciosas como tuberculose, malaria, hepatite e meningite
(GUBLER, 2002).

A FHD geralmente ocorre em infec¢des secundérias, mas pode ocorrer em infeccdes
primarias, especialmente em lactantes. Na maioria das vezes, inicia-se com 0 aumento
repentino da febre que dura cerca de 2 a 7 dias, apresentando outros sintomas idénticos ao da
DC, sendo indistinguiveis no inicio da enfermidade. Entretanto, alguns sinais hemorragicos
podem ser evidenciados, como a prova do lago positiva, petéquias, gengivorragias, epistaxe,
equimoses, hematémese entre outros. O grande diferencial entre a FHD e a DC sdo 0 aumento
da permeabilidade vascular e extravasamento de liquidos para 0 intersticio
(KALAYANAROOQJ et al., 1997; SINGHI et al., 2007; BADYOPADHYAY et al., 2006;
WHO, 2009).

E importante destacar a necessidade de um diagndstico preciso e precoce, pois
quando a intervencdo clinica ndo é adequada, alguns pacientes que apresentam FHD podem
sofrer um colapso circulatério, caracterizando a SCD (HEMUNGKORN et al., 2007).

Alguns sinais indicam uma possivel evolucdo para as formas mais graves, estes sao
conhecidos como sinais de alarme. Geralmente estes sinais s&o: dor abdominal intensa e
continua, vémitos persistentes, hipotensdo, hepatomegalia, hemorragias importantes como a
hematémese e/ou melena, sonoléncia e irritabilidade, diminuicdo da diurese, aumento do
hematocrito, queda abrupta de plaquetas, desconforto respiratério e diminuicdo da
temperatura corporea (WHO, 2009; BRASIL, 2010). A FHD, ainda, pode apresentar-se de
diferentes formas e segundo os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a mesma é
dividida em quatro distintos graus de acordo com a gravidade dos sintomas: I, 11, 11l e 1V;
sendo | e Il moderado e Ill e IV grave. (GUZMAN; KOURI, 2003; WHO, 2009; BRASIL,
2010).

A dengue também pode apresenta-se de maneira distinta as formas descritas
anteriormente, esta forma é conhecida como DCC. A DCC ¢é todo caso grave, mas que ndo se
enquadra nos critérios da OMS de FHD, e quando a classificacdo de dengue cléssica é
insatisfatoria. Os sinais e sintomas mais frequentes da DCC sdo: alteragbes no sistema
nervoso, disfuncdo cardiorrespiratéria, insuficiéncia hepatica, plaquetopenia, hemorragia
digestiva, derrame cavitario, leucometria global igual ou inferior a 1000/m® e 6bito (BRASIL,
2010).

Apesar de muito se conhecer sobre a fisiopatologia e tratamento das formas graves

da dengue, ainda se faz necessario que sejam implantadas uma rede estruturada de servicos de
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salde que seja capaz de proporcionar um atendimento destes pacientes, reduzindo a
mortalidade. No entanto, sem um tratamento adequado e sem diagnéstico precoce, 0 ébito
causado pela FHD pode exceder até 20% (TEIXEIRA, 2005; DANTES; WILLOQUET,
2009).

1.1.5 Patogénese da dengue

Apesar dos grandes avangos nas pesquisas a respeito do diagnostico, prevencdo e
tratamento, ainda pouco se sabe o0 que leva um paciente a apresentar a forma mais grave da
doenca. Varias hipoteses foram propostas no intuito de esclarecer a patogénese da dengue,
apesar de que nenhuma, isoladamente, é capaz de explicar totalmente os mecanismos
envolvidos (HEMUNGKORN et al., 2007).

A hipotese mais aceita foi proposta por Halstead em 1988, que refere-se a um
fendmeno da resposta imunoldgica exacerbada dependente de anticorpos. Nesta hipotese,
acredita-se que anticorpos existentes em um paciente que ja teve contato com um dos quatro
sorotipos da dengue, ndo seriam capazes de neutralizar o sorotipo que estd causando uma
infeccdo atual. Estes anticorpos se ligariam a outros epitopos do sorotipo responsavel pela
infeccdo presente comuns a outros sorotipos, sem causar a neutralizacdo, formando assim,
complexos-virus anticorpos. Depois de formado, este complexo seria capaz de se ligar as
celulas fagociticas humanas intermediadas pelos receptores de imunoglobulinas (Fcy), ¢ como
consequéncia infectariam estas células com uma maior eficiéncia (HALSTEAD, 1988;
KURANE, 2007; LEI et al., 2008).

Outra teoria de grande importancia para explicar a FHD foi proposta por Rosen em
1977. Nesta teoria, foi enfatizado que as diferentes formas de infeccdo pelo virus dengue
estariam diretamente relacionadas com a viruléncia de cada cepa, devido a variagfes genéticas
das mesmas. Estas podem ser explicadas através de diversas mutacGes genéticas de
replicacbes em hospedeiros que vivem em regides de hiperendemicidade e no qual co-
circulam os quatro sorotipos do virus dengue (WATTS et al., 1999; GIBBONS; VAUGHN,
2002; MARTINA et al., 2009).

Mesmo com o surgimento de diferentes teorias apontando para uma Unica
consequéncia, outra hipétese foi apresentada, indicando que muitos fatores podem contribuir
para a FHD, esta teoria é conhecida como teoria integral da multicasualidade. Esta teoria
inclui diversos fatores que podem influenciar em maior ou menor grau para a gravidade da

doenca, sdo eles: fatores relacionados a epidemiologia (imunidade dos individuos em uma
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determinada comunidade, intervalo de tempo entre as infec¢cdes por diferentes sorotipos), ao
individuo (sexo, raca, idade, predisposicdo genética, presenca/auséncia de anticorpos por
infeccBes anteriores) e ao virus (sorotipos, viruléncia e mutagdes gendmicas) (GUZMAN;
KOURI, 2003).

1.1.6 Diagnéstico da infecgdo por dengue

Devido ao fato da febre do dengue, nas suas formas indiferenciada e classica ser
semelhante a diversas outras infecgdes, se faz necessario a utilizacdo de testes diagnosticos
que sejam especificos para dengue para a confirmagao dos casos suspeitos. Existem diferentes
testes que sdo capazes de diagnosticar esta doenca, entre eles, podemos citar as técnicas de
isolamento viral, deteccdo de anticorpos séricos especificos, deteccdo de antigenos e RNA
viral no plasma, soro e em tecidos (GUBLER, 1998).

O isolamento viral € uma das técnicas mais especificas no qual possibilita a
identificacdo do sorotipo do virus dengue. Esta técnica pode ser realizada a partir de amostra
clinica do paciente (soro, plasma, etc.) e é considerada o padrdo ouro para o diagnostico da
infeccdo. O periodo de viremia € curto, sendo observado normalmente entre o segundo e 0
quarto dia antes do aparecimento dos sintomas, podendo perdurar entre o primeiro até o
quinto dia de sintomas. No entanto, para a realizagdo do isolamento viral € necessario que as
amostras biologicas colhidas do paciente sejam coletadas entre os primeiros dias de sintomas
da doenca (GUZMAN; KOURI, 2004; SHU; HUANG, 2004).

Existem quatro métodos diferentes de isolamento viral, inoculagdo intracerebral em
camundongos neonatos, cultura de células de mamiferos, inoculagdo intratoraxica em
mosquitos adultos e o uso de cultura de células de mosquitos (GUBLER, 1998). Entretanto,
alguns modelos como inoculagdo intracerebral em camundongos neonatos e inoculacédo
intratordxica em mosquitos adultos ndo sdo utilizados para pesquisa, visto que ambos sdo
trabalhosos e necessitam de muitos recursos para serem realizados. O sistema de isolamento
viral de escolha na rotina em laboratorio € através do uso de cultura de células de mosquitos,
como as células do A. albopictus (C6/36), as células de Toxohynchites amboinenses (TRA-
284), ou A. pseudoscutellaris (AP-61). A identificacdo da infeccdo do virus dengue no
isolamento viral €é realizada através de imunofluorescéncia indireta com anticorpos
especificos monoclonais ou policlonais (GUZMAN; KOURI, 1996; GUZMAN et al., 2010).

Os testes sorologicos, como o ELISA-IgM e ELISA-1gG, sdo os mais utilizados na
rotina laboratorial, devido a sua facilidade e rapidez de realizagdo quando comparados com 0s

diagndsticos de isolamento viral e os métodos moleculares. Apesar das suas vantagens de
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rapidez e facilidade, estes testes apresentam baixa especificidade, podendo apresentar reacdes
cruzadas com outros flavivirus que co-circulam com o virus dengue (GUZMAN; KOURI,
1996; GUZMAN et al., 2010). Outros testes soroldgicos podem ser escolhidos de acordo com
as condicBes do laboratério, como o teste de fixacdo de complemento (FC), teste de
neutralizacdo (TN), teste de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) (GUBLER, 1998). Entretanto, as
técnicas de FC e TN, atualmente ndo sdo utilizadas na rotina devido a complexidade para sua
realizacdo e a necessidade de requerer técnicos bem treinados, apesar de que o teste de
neutralizacdo € o mais sensivel e especifico dentre os testes sorolégicos para dengue
(GUBLER, 1998). O TN esta sendo utilizado atualmente na pesquisa e em estudos para a
producéo de vacina contra a infecgdo por dengue (GUZMAN et al., 2010).

Dois padrBes de resposta imunoldgica podem ser observados em uma infec¢do por
dengue e devem ser levados em consideracdo durante a realizacdo dos testes sorologicos: a
resposta primaria e a resposta secundaria. A primeira ocorre em pacientes que nunca tiveram
contato com o virus dengue ou com algum flavivirus e a segunda se refere a pacientes que
tiveram contato prévio com os flavivirus. Quando um paciente apresenta uma resposta
primaria, os anticorpos IgM sdo detectados entre o quarto e sexto dia de sintoma, enquanto a
IgG € detectada a partir do 12° dia de doenca. Numa infeccdo secundaria, 0 comportamento
destes anticorpos surge de forma diferenciada, sendo que o IgM passa a ser detectado um
pouco mais cedo, mas em pequenas quantidades, e o anticorpo 1gG € encontrado
precocemente e em niveis mais altos (Figura 4) (SCHILLING et al., 2004; SA-NGASANG et
al., 2006; WHO, 2009).
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Figura 4. Gréafico representativo do comportamento dos anticorpos em uma infeccao
primaria e em uma infeccdo secundaria por dengue e métodos de diagnosticos que podem ser
usados para detectar a infecgdo nestas fases.

Fonte: WHO, 2009 (Adaptado).

O teste de IH foi amplamente utilizado para a identificacdo da infeccdo por dengue.
Esta técnica apresenta uma boa sensibilidade e tem como caracteristica a capacidade de
deteccdo de anticorpos por varios anos (48 anos ou mais), permitindo que seja utilizada em
estudos soroepidemioldgicos e para diferenciar infeccdo primaria de infecgdo secundaria. O
teste de IH apresenta algumas limitagGes, como por exemplo, a necessidade de coletas de
amostras de soro pareadas e a baixa especificidade, além de ndo poder identificar o sorotipo
responsavel pela infeccdo (DE PAULA; FONSECA, 2004; TELES et al., 2005; WHO, 2009).

Atualmente, os métodos soroldgicos mais utilizados na rotina laboratorial sdo os
testes imunoenzimaticos (ELISA). Esta técnica além de possuir uma boa sensibilidade,
permite a deteccdo de anticorpos do tipo IgM e IgG, e a deteccdo de antigenos NS1
(POERSCH et al., 2005; SAMUEL; TYAGI, 2006). A deteccdo de IgM por ELISA (MAC-
ELISA) tornou-se a mais importante ferramenta utilizada para a confirmagdo da infecgédo
recente por dengue. Esta técnica ndo precisa de coleta de amostras de soro pareadas e
apresenta uma boa sensibilidade e especificidade, quando utilizada a partir do quinto dia de
sintoma da doenca. Além de amostras de soro, outros tipos de amostras, como saliva, liquor e

sangue em filtro de papel, podem ser utilizadas. Além destas vantagens, este método € um
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teste que possui uma rapida e facil execucdo. O teste MAC-ELISA, como 0s outros testes
soroldgicos, nao identifica o sorotipo infectante (DE PAULA; FONSECA, 2004; WHO,
2009; GUZMAN et al., 2010).

Devido a existéncia de varios sorotipos causando infec¢bes sequenciais e FHD/SDC
é necessario distinguir uma infec¢do priméaria de uma infeccdo secundaria, sendo isto possivel
através da deteccdo ou ndo de IgG. Esta técnica € simples e de facil realizacdo, podendo ser
utilizada para a deteccéo da infecgdo em um grande nimero de amostras, entretanto este teste
possui @ mesma capacidade de reacdes cruzadas que o IH, devido a baixa especificidade
(GUBLER, 1998; SHU; HUANG, 2004).

Ultimamente, os testes de detec¢do do acido nucléico viral estdo sendo bastante
utilizados no diagndstico e na pesquisa, devido a alta sensibilidade e especificidade. A técnica
RT-PCR é uma ferramenta que estd revolucionando os testes laboratoriais, devido sua
simplicidade e rapidez (SANTOS et al., 2008; SAXENA et al., 2008). Este teste, além de
permitir identificar a infeccdo pelo virus dengue, 0 mesmo consegue detectar o sorotipo
infectante e devido a esta caracteristica torna-se uma ferramenta que pode ser utilizada em
investigacBes epidemioldgicas e no planejamento de estratégias no controle contra o virus. No
entanto, apresenta algumas desvantagens, como a facilidade de contaminacdo, o alto custo e a
baixa reprodutibilidade (DE PAULA; FONSECA, 2004; GUZMAN; KOURI, 2004).

O RNA viral do virus dengue pode ser detectado por RT-PCR a partir de uma
amostra clinica ou de tecido humano, sendo que esta amostra ndo precisa ser necessariamente
grande, visto que uma das caracteristicas desta técnica é justamente a producdo de diversas
copias do acido nucléico. A combinacdo de duas acBes - a transcricdo do RNA viral para
cDNA e a subsequente producdo de varias copias desta molécula - e utilizacdo de
oligonucleotideos especificos permitem que a reacdo de PCR seja muito eficaz (LAI et al.,
2007; YONG et al., 2007). Atualmente existe outro tipo de RT-PCR conhecido como RT-
PCR em tempo real (QRT-PCR). Esta técnica, além de identificar uma possivel infecgéo,
consegue quantificar a carga viral. Através do uso de sondas fluorogénicas TagMan ou do uso
da molécula SYBR Green, esta técnica ainda € mais rapida que o RT-PCR tradicional, pois
dispensa a necessidade da realizacdo do gel de agarose para a visualizacdo da amplificacdo
(SAMUEL; TYAGI, 2006; GURUKUMAR et al, 2009; WHO, 2009; GUZMAN et al, 2010).

O RT-PCR multiplex desenvolvido por Lanciotti et al. (1992), também tem sido
muito utilizado nas pesquisas, visto que, a principal caracteristica deste teste € que em uma

Unica reacdo pode ser determinado os quatros sorotipos. Infelizmente, esses testes ainda sao
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pouco utilizados na rotina laboratorial devido ao alto custo (GUBLER, 1998; LAI et al.,
2007;WHO, 2009).

A utilizacdo do diagndstico para deteccdo da glicoproteina NS1 tem sido muito
utilizada em estudos para detec¢do da infeccdo por dengue, pois a mesma serve como um
importante imundgeno em infeccdes por este virus (TEIXEIRA; BARRETO, 2009; WANG;
SEKARAN, 2010). A NS1 é encontrada no soro humano logo no inicio dos sintomas,
tornando-se assim uma importante ferramenta no diagndstico. Atualmente, existem muitos
Kits de ELISA para deteccdo de NS1, mas eles s6 detectam a infec¢do no inicio dos sintomas,
enquanto a PCR, embora seja capaz de identificar a infeccdo também no inicio da infec¢éo, é
uma técnica que utiliza reagentes muito caros (ALCON et al., 2002; BESSOFF et al., 2010;
CASTRO-JORGE, 2010; LIMA et al., 2011).

A deteccdo da NS1 é realizada através do teste de ELISA e varios kits para
identificar esta proteina ja foram produzidos. A utilizacdo do anticorpo monoclonal MAb
especifico para NS1 é responsavel por diferenciar o virus dengue dos demais Flavivirus (HU
etal., 2011). Além do ELISA, testes imunocromatograficos para deteccdo de NS1 estdo sendo
utilizados como forma de triagem entre pacientes dengue-similes (NGA et al., 2007
CHATERJI et al., 2011).

Mesmo possuindo um consideravel nimero de técnicas para a identificacdo da
infeccdo para dengue, o ideal seria a combina¢do dos mesmos para aumentar a eficacia do
diagnostico da doenca (GUBLER, 1998; GURUKUMAR et al., 2009; TEIXEIRA,
BARRETO, 2009; GUZMAN et al., 2010).

1.1.7 Diagnostico diferencial da dengue

A dengue apresenta um amplo espectro clinico, sendo muito dificil, em alguns casos,
distingui-la de outras infecgdes, utilizando somente os critérios clinico-epidemioldgicos,
portanto, faz-se necesséario o uso de técnicas laboratoriais especificas. Devido a este fato, o
Ministério da Salde recomenda a realizacdo do diagndstico diferencial para as seguintes
infeccOes: influenza, sarampo, rubéola, citomegalovirus, hepatites virais, hantavirose, febre
amarela, oropouche, leptospirose, malaria, dentre outras, dependendo da situacdo
epidemioldgica da regido (BRASIL, 2007).

A leptospirose, assim como a dengue, ocorre durante as estacGes chuvosas e € uma
infeccdo que atinge milhares de pessoas em todo o mundo. Devido a grande semelhanga na

sintomatologia, muitos estudos tém demonstrado a confusdo do diagndstico entre a dengue e a
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leptospirose e vice-versa, 0 que constitui um grande problema para o tratamento do paciente
(SOUZA et al., 2007; BROWN et al., 2010).

1.2 Leptospirose

1.2.1 Epidemiologia da leptospirose

A leptospirose é umas das principais zoonoses mais difundidas no mundo, atingindo
principalmente os paises localizados nas regifes tropicas e subtropicais. No entanto, os paises
tropicais mais atingidos sdo os paises em desenvolvimento, devido a exposi¢cdo humana aos
reservatorios da doenca. Tem sido observado aumento na notificagdo nos ultimos anos em
diversas regides do mundo: Nicaragua, Sudeste da Asia, Estados Unidos, Malésia e Brasil.
Esta enfermidade também tem como caracteristica a sazonalidade, visto que, seu pico de
incidéncia é durante as estacdes chuvosas. Entretanto, o intenso e desordenado crescimento
urbano criou ambientes fisicos e sociais extremamente insalubres, devido a inexisténcia de
saneamento basico, a populacdo fica exposta a situacdes de risco, aumentando as chances de
infeccdo por diversos agentes, entre eles a Leptospira sp. (KO et al., 1999; LEVETT, 2001,
PAPPAS et al., 2008).

Descrita pela primeira vez pelo alemao Adolf Weil em 1886, a leptospirose € uma
doenca na qual os seus sintomas podem variar de acordo com o sorovar, estado imunoldgico
do hospedeiro e idade. Pode se apresentar como uma leve infeccdo ou como uma grave
infeccdo, com insuficiéncia renal, insuficiéncia pulmonar ou insuficiéncia hepatica, levando o
paciente ao obito (BHARTI et al., 2003; ADLER; MOCTEZUMA, 2010; WHO, 2011).

No Brasil, a leptospirose ¢ uma zoonose endémica de notificagcdo compulséria que
atinge principalmente as pessoas que vivem em regides sem as condicdes minimas de
saneamento, sendo que a manutencdo do agente no meio é favorecida pela vasta populacéo de
roedores e pelo clima tropical tmido (CASTRO et al., 2011). Os primeiros surtos nas regioes
brasileiras foram na década de 80 e atingiram principalmente as regides Norte e Nordeste.
Atualmente, esta doenca é mais prevalente nas regides Sul, Sudeste e Nordeste (Figura 5),
tendo os estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Recife, Salvador e Rio Grande do Sul com o
maior numero de casos confirmados, no entanto, os dados obtidos pela vigilancia sanitaria do
Brasil sdo precarios, tornando-os assim, ndo muito confiaveis (KO et al., 1999; DIAS et al.,
2007; BRASIL, 2011).

Estudos epidemioldgicos sobre a leptospirose no Brasil tém demonstrado que a

doenca ocorre principalmente apos os periodos chuvosos. Surtos da doenca tém sido descritos
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em grandes centros urbanos e também em areas rurais no Brasil, portanto, € necessario que
ocorra uma melhoria nas condi¢des sanitéarias e nos programas de controle e vigilancia (KO et
al, 1999; PAPPAS et al., 2008; ABELA-RIDDER et al., 2010; BRASIL, 2011b). Em um
estudo de distribuicdo espacial da leptospirose no Rio de Janeiro, entre os anos de 1996-1999,
observou-se a ocorréncia de uma grande epidemia com 1.792 casos da doenca logo ap6s o
municipio ter sido assolado por fortes chuvas no més de fevereiro de 1996 (TASSINARI et
al.,2004).

Os diagnosticos utilizados ndo sdo especificos e esta enfermidade possui sintomas
muito semelhantes a outras doencas. Apesar de ocorrer em areas rurais, a leptospirose esta
cada vez mais se tornando uma doenga comum das regides urbanas

A OMS considera que a incidéncia do agravo em regides tropicais varia de 10 a 100
cas0s/100.000 habitantes, entretanto no Brasil, a incidéncia média do agravo é de apenas 1,9

casos a cada 100.000 habitantes, o que caracteriza o pais abaixo da média (BRASIL, 2011).

N° de casos
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40%

20%

0%

1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009
Suld| 863 [1.084| 782(1.094|1.649| 907 [1.192| 673)|1.088|1.175]|1.272|1.553|1.066
CentroOeste®@| 160 | 25| 15 48] 44| 40| 52| 74 65 70| 35) 52| 45
Norted| 484 | 584| 340| 391 142| 227 | 248| 224| 272| 752| 247| 313| 345
Sudeste®| 944 (1.242(1.102| 948(1.222| 957 | 999|1.319]1.363|1.693|1.2358(1.013(1.384

Nordeste®| 847 | 514 194|1.006| 651| 638 | 514| 807| 746| 679 544 611| 915
I_‘Fonte: MS/SVS. * Dados sujeitos a revisao.

Figura 5. Grafico com o nimero de casos confirmados de leptospirose no Brasil por
regido entre 1997 e 2009.
Fonte: MS/SVS

Os primeiros casos de leptospirose no Estado do Ceara foram descritos pela primeira

vez em um inquérito sorologico ocorrido no Vale do Cariri em 1963 por Castro e Corréa,
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apresentando uma positividade de 1,59% para o sorovar Icterohaemorrhagiae (LIMA,;
SANTA ROSA apud CASTRO; CORREA, 1974).

Apesar de a doenca ter sido descrita em 1963, os casos de leptospirose no Estado do
Ceara comecaram a ser notificados a partir de 1995, sendo 0 ano com o maior nimero de
pessoas infectadas pela doenca. Destacam-se também o0s anos de 2003 e 2004, nos quais as
incidéncias foram superiores a 1/100.000 hab. (CEARA, 2011b). Em 2008, ocorreu um surto
de leptospirose na cidade de Varzea Alegre, no qual 59 casos tinham sido notificados no
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN). Destes, 30 casos haviam sido
confirmados laboratorialmente através do teste de ELISA-IgM. Neste mesmo ano, 192 casos
suspeitos foram notificados em todo estado e no ano seguinte, 2009, duzentos e seis casos
foram notificados, sendo que 85 foram confirmados e destes, 29 casos pertenciam a cidade de
Fortaleza. Em 2009, também foi registrado um surto de leptospirose na cidade de Pacoti
(BRASIL, 2008; 2010). Em 2010, foram notificados 71 casos, sendo 29 confirmados em treze
municipios e com a ocorréncia de 7 6bitos. Como nos demais estados do pais, a doenca se
manifesta com um maior destaque no primeiro semestre de cada ano (Figura 6). No Ceard, a
populacdo masculina € a mais acometida com 85,8% dos casos e a faixa etaria mais atingida é
entre os pacientes de 20 a 49 anos (CEARA, 2011b).

No Brasil, durante o periodo de 1985 a 1997, foram notificados 35. 403 casos de
leptospirose, sendo 3.821 dbitos (BRASIL, 1998). Neste mesmo periodo, também foram
notificados os primeiros casos da forma mais grave da doenca no Ceard. Um estudo
retrospectivo, realizado no periodo entre 1985 a 1998, com pacientes hospitalizados e
contaminados com a forma mais grave da leptospirose, a insuficiéncia renal aguda, revelou
que dentre os 142 pacientes avaliados, 78% eram do sexo masculino. Este, ainda relatou o
acometimento de trabalhadores que atuam em diversas areas: trabalhador da construcéo civil
(22%); doméstica (17%); agricultor (13%); comerciante, estudante, aposentado (6%);
entregador (2%), sugerindo desta forma, que a doenga acomete principalmente pessoas com
baixo nivel sdcio-econdmico (DAHER et al., 2005).
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Numero de casos confirmados de leptospirose por més,
no Ceara, de 2008 a 2010*

N° de casos
120

40

. [0 orm [
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2008mm| 4 2 2 10 24 27 3 4 0 1 0 2
20090 4 8 1 17 65 99 47 14 7 3 5 1
2010m| 1 5 2 6 4 2 3 4 0 2 0 0
Fonte: SESA/ICOPROM/NUVEPISINAN
* Dados sujeitos a revisao

=1

Figura 6. Grafico representando o nimero de casos confirmados de leptospirose no Ceara de
2008 a 2010.
Fonte: SESA/COPROM/NUVEP/SINAN.

1.2.2 Agente causador da leptospirose e reservatorios

A leptospirose é uma zoonose negligenciada e tem como seu agente causador
bactérias que pertencem ao género Leptospira, familia Leptospiraceae, tendo a L. interrogans
como principal agente etiolégico, apesar de se conhecerem mais de sete espécies patogénicas.
Estas podem infectar desde animais selvagens, animais domésticos ao homem (LEVETT,
2001; ZUNINO; PIZARRO, 2007).

A Leptospira sp., identificada pela primeira vez em 1907 por Stimson, € uma
bactéria helicoidal obrigatoriamente aerdbica, de crescimento lento em meio de cultura,
possuindo cerca de 0,1um a 6-20um de comprimento e tem como unidade taxonémica o
sorovar (sorotipo), sendo que qualquer sorovar pode atingir o homem causando diversos
sintomas. Esta bactéria possui uma dupla membrana e parede celular de peptidoglicano
(Figura 7) (BINDER; MERMEL, 1998; LEVETT, 2001; VIJAYACHARI et al., 2008).
Geralmente, as espécies de Leptospira sp. podem ser encontradas em ambientes Umidos e em
reservatorios de dgua (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).
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Figura 7. Fotomicrografia Leptospirasp., demonstrando a sua forma helicoidal.
Fonte: Adler & Moctezuma, 2010.

As espiroquetas tém como reservatdrio os animais sinantropicos, principalmente os
roedores das espécies Rattus norvegicus (rato de esgoto), Rattus rattus (rato preto) e Mus
muscullus (camundongo). Existem outros reservatorios de grande importancia na transmissao

da doenca, sdo eles: caninos, suinos, bovinos, equinos, ovinos e caprinos (WHO, 2011b).

1.2.3 Transmissdo da leptospirose

A transmissdo da leptospirose pode ser direta ou indireta, sendo a transmissdo
direta intra-especifica provavelmente a mais relevante, enquanto a transmissao indireta é mais
importante em infecgdes acidentais. A infeccdo direta humana ocorre quando hd o contato
entre 4gua ou solo contaminados com a urina dos mamiferos infectados. Apds a contaminacgao
nos mamiferos, as espiroquetas patogénicas colonizam principalmente as por¢des proximais
dos tdbulos renais de cada um dos seus reservatorios. As regides que servem de porta de
entrada para as leptospiras em seres humanos sdo principalmente as mucosas e a pele. A
leptospira tem um grande periodo de incubacdo que varia de 2 a 20 dias (BHARTI et al.,
2003; ADLER; MOCTEZUMA, 2010; COELHO; MASSAD, 2011).

S&o varios os fatores de risco para contaminacdo por leptospirose, entre eles, a
ocupacdo em areas sem qualquer tipo de saneamento basico, moradias precarias proximas a
corregos ou esgotos a céu aberto, pessoas que trabalham em servicos de saneamento

ambiental ou que trabalham em zonas rurais em contato com pontos de alagamento, contato
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com a urina de roedores ou outros mamiferos contaminados com leptospiras e viagem aos
locais com focos da doenca (SARKAR et al., 2002; SLACK, 2010; BRASIL, 2011).

Devido a existéncia de diversos sorovares, 0s seres humanos podem ser infectados
por mais de uma vez, apresentando anticorpos-especificos apenas para aquele sorovar de
infeccOes anteriores (LEVETT, 2001; SLACK, 2010).

1.2.4 Manifestaces clinicas da leptospirose e achados laboratoriais.

O periodo de incubacdo até o aparecimento dos primeiros sintomas €, em média, de
15 dias. Os sintomas da leptospirose sdo variaveis, ou seja, podem apresentar-se desde
quadros oligossintomaticos leves a quadros mais graves (Sindrome de Weil), na maioria deles
fulminante. Estes quadros mais graves também sdo variaveis, 0 paciente pode apresentar
disfuncdo hepatica ou insuficiéncia renal, hipotensdo grave ou sindrome pulmonar aguda
(LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003).

A sintomatologia da leptospirose é dividida em duas fases: fase precoce ou
anictérica e fase tardia. Na primeira fase, os sintomas sdo bastante semelhantes a outras
viroses, iniciando com uma febre abrupta, cefaléia, mialgia, principalmente na area da
panturrilha, anorexia, nauseas e vomitos, podendo também ocorrer diarréia, artralgia,
hiperemia, fotofobia, dor ocular e tosse, dificultando desta forma o seu diagnostico (DAHER
et al., 1999). Hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia, apesar de serem sintomas
incomuns, também podem ser identificados (ZUNINO et al., 2007). Estes sintomas podem
durar cerca de uma semana e, posteriormente, caso nao tratado, 5% a 10% dos pacientes
infectados podem evoluir para as formas mais graves, pois podem ocorrer multiplas infeccdes,
causando danos nos 6rgéos, incluindo figado, rins e lesdes pulmonares (DOUDIER et al.,
2009). Devido a similaridade de sintomas, é nesta fase que o diagndstico diferencial deve ser
utilizado. Segundo o Ministério da Saude, a leptospirose faz diagnostico diferencial com
dengue, influenza, malaria, doenca de Chagas aguda, toxoplasmose, febre tiféide, entre
outras.

A fase tardia ocorre ap0s a primeira semana da doenca (pode surgir mais cedo), e
observam-se 0s sintomas mais graves. O sinal mais comum desta fase € a ictericia que
geralmente apresenta uma tonalidade alaranjada, surgindo entre o 3° e 0 7° dia da doenca. A
ictericia também € vista como um preditor ruim de progndéstico, visto que este sintoma
apresenta uma associacao com a sindrome de Weil (BAL, 2005; BRASIL, 2011).
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No Brasil, a sindrome pulmonar e a insuficiéncia renal estdo correlacionadas a alta
mortalidade. A sindrome pulmonar apresenta-se como tosse seca, dispnéia, expectoracao
hemoptodica, e ocasionalmente, dor tordcica e cianose. Além do sangramento pulmonar, 0s
fendmenos hemorragicos podem ocorrer na pele como petéquias e equimoses. Para a detec¢do
desta sindrome é necessaria a realizacdo de uma radiografia de térax (KO et al., 1999;
BUDIONO et al., 2009; BRASIL, 2011).

O envolvimento renal na leptospirose é caracterizado por nefrite intersticial aguda e
gue pode estar associada a necrose tubular aguda. A lesdo renal é definida como um declinio
abrupto da funcdo renal, o que resulta na incapacidade de excretar residuos metabdlicos e
manter um fluido adequado e equilibrio eletrolitico (HILTON, 2006). Diversos fatores de
risco podem fazer com o que 0s pacientes evoluam ao 6bito, dentre eles, os mais importantes
sdo a oliguria, hipotensdo, acidose metabolica, sepse, infeccdo pelo HIV (DAHER et al.,
2008).

Outras manifestacGes podem ser apresentadas como miocardite, pancreatite, delirio,
alucinacBes e sinais de irritagdo meningea, também podem acometer o paciente.
Manifestacdes neuroldgicas também tém sido descritas, apesar de ndo se saber 0 mecanismo
da neuroleptospirose. Os sintomas tipicos da neuroleptospirose incluem dor de cabeca,
vOmitos e sinais de irritacdo meningea. Manifestaces oculares também vém sendo muito
descritas na literatura, em que 0s pacientes geralmente apresentam congestdo conjuntival sem
exsudacdo de carater autolimitado (BHARTI et al., 2003; MATHEW et al., 2006).

A fase de convalescenca pode durar cerca de 1 a 2 meses e durante este periodo
alguns sintomas como febre, cefaléia, mialgia e mal-estar ainda estdo muito presentes. A
ictericia pode durar ainda por varias semanas, mas some lentamente (BRASIL, 2011).

Devido a diversos sintomas comuns a outras doencas, o diagndstico da leptospirose é
muito dificil, necessitando de pesquisas para novas ferramentas de diagnosticos, pois a
identificacdo da doenca no inicio evita que o paciente evolua para o quadro mais grave da
doenca. Os achados laboratoriais da leptospirose também sdo comuns a outras doengas,
observando-se altera¢cdes como: trombocitopenia, leucocitose, elevacao das bilirrubinas totais,
aumento da uréia e creatinina, neutrofilia, entre outros (DAHER et al., 2010a; BRASIL, 2011,
WHO, 2011c).
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1.2.5 Diagndstico da leptospirose

O diagnéstico do paciente baseia-se no quadro clinico e epidemioldgico, sendo
confirmado posteriormente por testes laboratoriais, entretanto, o diagndstico clinico pode ser
bastante dificultoso devido a similaridade de sintomas com outras infec¢es (BRASIL, 2011).
O metodo de escolha de diagndstico depende em que estdgio da infeccdo o paciente se
encontra, ou seja, caso 0 mesmo esteja no inicio da infeccdo podem ser utilizados os testes
para deteccdo da Leptospira sp. através da cultura ou testes moleculares. O teste de
microaglutinacdo (MAT) € realizado na fase aguda e na fase tardia. Os testes de deteccdo de
anticorpos sdo realizados apenas na fase tardia (BRASIL, 2011; DAHER et al., 2010a).

Recentemente, para deteccdo do antigeno, tem-se utilizada a deteccdo do mesmo na
urina através do dot blot ELISA (dot-ELISA), que usa o anticorpo monoclonal contra a 35-
kDa (componente da leptospirose patogénica). E valido ressaltar, que este teste é utilizado
para detectar o antigeno em pacientes que foram testados para deteccdo de IgM e que foram
negativos (TOYOKAWA et al., 2011). Entre os testes soroldgicos, o teste ELISA-IgM €
muito utilizado, mas infelizmente este teste, assim como o0s outros testes soroldgicos, sO
permite a identificacdo da infeccdo a partir do 5° dia de sintomas (HONARMAND et al.,
2010). Apesar da sua facilidade de realizacdo e baixo custo, 0 ELISA-IgM pode apresentar
resultados falso-positivos. Atualmente, existem testes rapidos para deteccdo de anticorpos
contra Leptospira sp., permitindo uma maior rapidez e facilidade para realizagdo dos mesmos
(BLACKSELL et al., 2006b).

Na rotina laboratorial, geralmente o teste de escolha é 0 MAT. Este teste apresenta
uma boa sensibilidade, entretanto, muitas vezes para a sua realizacdo € necessario coletas de
amostras de soro pareadas, atrasando desta forma o diagndstico, além de ser uma técnica
demorada. Ainda assim, o MAT permanece Util porque é o melhor teste para fornecer
informacdes epidemioldgicas, pois pode informar os sorovares da leptospirose em uma
determinada populagdo. Para uma melhor especificidade seria ideal utilizar a combinacéo do
MAT com o ELISA-IgM, pois desta forma apresentaria um melhor resultado (LEVETT;
WHITTINGTON, 1998; SHEKATKAR et al., 2010; BRASIL, 2010).

O isolamento de Leptospira sp. também pode ser utilizado para deteccao da infeccao.
Esta técnica tem como vantagem o fato de poder ser realizada na fase precoce da doenca, €
uma técnica especifica e além de confirmar a infeccdo, a mesma ainda pode informar o tipo de
sorovar que estd acometendo o paciente. Contudo, esta ferramenta ndo é utilizada na rotina,

pois é de alto custo, requer muito tempo para confirmar o resultado (cerca de 1 més), uma vez
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que resultado vai depender do crescimento da cultura e tem baixa sensibilidade (AHMAD et
al., 2005).

Muitos testes moleculares como dot-blot e hibridizagdo in situ tém sido
desenvolvidos com o intuito de confirmar a infeccdo na fase inicial, apesar de que entre eles a
técnica da PCR consegue ser ainda mais sensivel e mais rapida de ser realizada (AHMAD et
al., 2005). Vérios protocolos de PCR tém sido propostos para aumentar a eficacia do teste
(PEREZ; GOARANT, 2010; THAIPADUNPANIT et al., 2011) e diferentes amostras como,
sangue, urina, liquido cefalorraquidiano e amostras de tecido podem ser utilizadas para o
isolamento do material genético. Recentemente, a PCR em tempo real tem sido introduzida
nos laboratérios como uma ferramenta mais rapida e mais eficiente (TOYOKAWA et al.,
2011).

Apesar de existir uma quantidade consideravel de testes de diagnostico para
leptospirose e dengue, o diagnostico clinico ainda € muito confuso, pois os sintomas destas
infeccBes sdo muito semelhantes, principalmente na fase inicial. A definicdo etioldgica de
casos de pacientes com sindrome febril aguda é fundamental para uma conduta clinica
adequada e controle epidemioldgico. Deste modo, este estudo visa auxiliar no diagndstico de
pacientes com sindrome febril aguda, através da deteccdo do virus dengue e leptospirose
nesses pacientes. Os testes laboratoriais para dengue e leptospirose sdo essenciais para a
elucidacdo clinica e para as a¢@es de vigilancia epidemiologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o emprego de diferentes métodos para o diagnostico laboratorial de dengue e

leptospirose em pacientes com suspeita de dengue no Estado do Ceara.

2.2 Objetivos especificos

1.

Detectar a proteina NS1 através de ensaios de imunocromatografia e

imunenzimaticos para o virus dengue;

2.

3
4.
5
6

Realizar a sorotipagem do virus dengue pela técnica RT-PCR,;

Realizar ensaios imunocromatograficos de sorologia para dengue (IgM e IgG);
Realizar ensaios de ELISA para deteccdo de IgM e 1gG anti-dengue;

Realizar ensaios imunocromatogréaficos de sorologia para leptospirose (IgM);

Detectar anticorpos IgM anti-Leptospira através do ELISA.
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3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo
Trata-se de um estudo de corte transversal descritivo de etiologia febril em pacientes

com sindrome febril aguda.

3.2 Populacéo de estudo

Os pacientes foram recrutados no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas (HSJ) e
no Hospital Distrital Nossa Senhora da Concei¢do (HDNSC) durante o periodo de fevereiro a
dezembro de 2010. Este estudo foi realizado ap6s a aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa
do Hospital Sdo José (n° do processo 064/2009) (ANEXO A e B). Todos 0s pacientes
incluidos no estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A) e
responderam a um questionario (APENDICE B).

Os pacientes que foram incluidos nesse estudo tinham que possuir 0s seguintes critérios:

. Critérios de inclusdo: homens ou mulheres, com idade igual ou acima de 18
anos, apresentando quadro febril, associado a pelo menos dois dos seguintes sintomas:
cefaleia, dor retro-orbitéria, artralgia, mialgia e exantema e que estavam entre o 1° ao 5° dia
de sintoma da doenca.

Os pacientes que estavam hospitalizados e com suspeita clinica para dengue foram
incluidos no estudo com mais de 5 dias de sintomas da doenca.

. Critérios de exclusdo: mulheres gravidas, pacientes menores de 18 anos e que
apresentavam quadro febril a mais de 5 dias, mesmo com a presenca dos seguintes sintomas:
cefaleia, dor retro-orbitaria, artralgia, mialgia e exantema e pacientes que apresentaram

qualquer contra-indicacdo para coleta de amostra de sangue.

3.3 Definigéo de caso de dengue

Com o intuito de criar um parametro de comparacao entre as diferentes técnicas em
estudo, foi utilizado o conceito de definicdo de caso de dengue adotado pelo Ministério da
Saude. Caso confirmado de dengue classica € aquele em que o paciente apresenta uma doenca
febril aguda com duragdo maxima de 7 dias, acompanhada de pelo menos dois dos seguintes
sintomas: cefaleia, dor retro-orbitaria, mialgia, artralgia, prostracdo, exantema e confirmado
laboratorialmente através de isolamento do virus ou da sorologia positiva, consideradas

padrdo ouro pelo Ministério da Saude. Caso confirmado de FHD: caso confirmado
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laboratorialmente e com todos os critérios presentes a seguir: febre ou historia de febre
recente de sete dias, trombocitopenia (50.000/mm® ou menos), tendéncias hemorrégicas,
evidenciadas por um ou mais dos seguintes sinais: prova do lago positiva, petéquias,
equimoses, purpuras, sangramentos de mucosas do trato gastrintestinal e outros,
extravasamento de plasma devido ao aumento de permeabilidade capilar, manifestado por
hematdcrito apresentando aumento de 20% sobre o basal na admissdo, queda do hematocrito
em 20%, ap6s o tratamento adequado, presenca de derrame pleural, ascite e hipoproteinemia.
O caso de DCC é todo caso grave e que ndo apresenta critérios para ser classificada como
FHD, e, possui um elevado grau de risco insatisfatorio para ser designado como DC. A
apresentacdo de pelo menos um dos seguintes sinais clinicos é suficiente para a confirmagao
de DCC, como alteracBes neuroldgicas, insuficiéncia hepéatica, hemorragia digestiva
volumosa, disfuncdo cardiorrespiratéria, derrame pleural, pericardico e ascite; plaguetopenia

inferior a 20.000/mm?®, contagem de leucdcitos < 1.000/mm>.

3.4 Coleta do material

As amostras de sangue de cada paciente foram coletadas em tubo sem anticoagulante
e encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Medicina — UFC. Foram
coletados 10 ml de sangue periférico de cada individuo, utilizando-se tubos vacutainer. Esta
coleta foi realizada em dois momentos, sendo a primeira realizada entre 1° ao 5° dia de febre
com o objetivo de deteccdo do virus dengue e a segunda coleta realizada entre 3° ao 7° dia de
sintomas, objetivando-se a analise de anticorpos contra o virus dengue. Apds serem
empregadas as técnicas de diagndstico para dengue, testes para deteccdo de anti-leptospira
foram realizados nas amostras coletadas entre 0 3° ao 7° dia de sintomas.

3.5 Processamento das amostras

As amostras foram processadas assim que chegaram ao laboratério. O sangue foi
submetido a uma centrifugacdo de 1.500 xg por 5 minutos, para a obtencdo do soro. As
amostras de soro foram estocadas a -70°C e posteriormente submetidas aos testes de
diagnosticos.

O processamento das amostras foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa,
(primeira coleta: 1° ao 5° dia de sintomas) os soros dos pacientes suspeitos de dengue foram
testados para a deteccdo da proteina NS1 através do ensaio de imunocromatografia e de

ELISA, sorotipagem do virus através da RT-PCR e deteccdo de anticorpos da classe IgG pelo
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teste imunoenzimatico. As amostras de soro dos mesmos pacientes coletadas a partir do 3° dia
da doenca (2° coleta), foram testadas para deteccdo de IgM e IgG anti-dengue através de
ensaios imunocromatograficos, deteccdo de IgM pelo teste de ELISA. Apoés a realizacdo do
diagnostico de dengue, todas as amostras coletadas no segundo momento, foram testadas para

deteccdo de IgM anti-leptospirose (Figura 8).

Pacientes com
sindrome febril
HSJ HMNSC
Pacientes Pacienteg de Pacientes
hosbitalizados ambulatorio hosnitalizados
Diagnosticos
especificos
I
Dengue Leptospirose
Deteccéo
Deteccéo _de
molecular anticorpo
RT-
- PCR N
Deteccéo Deteccao Teste ELISA-
de anticeno de rapido IgM
anticorpo IgM/1gG
Teste ELISA
rapido -NS1 -
NS1 este ELISA- )
rapido IgM EII'%A
IgM/1gG g

Figura 8. Fluxograma dos diagndsticos realizados nos pacientes com sindrome febril aguda, atendidos no
ambulatdrio e pacientes hospitalizados acolhidos nos hospitais HSJ e HMNSC.
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3.5.1 Teste imunocromatografico NS1 Ag STRIP

O teste dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories, Franca) permite a deteccéo
qualitativa da proteina NS1 do virus dengue no soro ou no plasma humano. E um teste
descartavel, que utiliza a imunocromatografia de fluxo lateral. Este teste foi realizado segundo
as recomendacdes do fabricante. Em resumo, 50 ul do soro do paciente foram depositados em
um tubo de vidro utilizando o conta-gotas fornecido pelo teste, e em seguida, foi adicionado
ao soro 1 (uma) gota de tampdo de migracdo e em seguida a fita era colocada no tubo na
posicdo vertical. A fita permanecia no tubo durante 15 minutos e apds o término do tempo, o

resultado foi interpretado.

3.5.2 ELISANS1

Este diagndstico foi realizado utilizando um kit comercializado pela Bioeasy (Brasil)
de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, 50 uL de diluente de amostra
(salina tamponada fosfata, BSA e estabilizadores) foram depositados em cada cavidade da
microplaca. Em seguida, 50 pL de controle negativo, controle positivo e amostra de soro dos
pacientes foram adicionados a placa. Depois de homogeneizado, a placa foi incubada por 60
minutos. Em seguida, 25 mL da solucdo de lavagem foram diluidas em 475 mL de agua
destilada. Apds o periodo de incubacdo, as cavidades da placa foram lavadas cinco vezes com
350 pL da solucdo de lavagem diluida. Ap6s a lavagem, a enzima do conjugado foi diluida na
propor¢do 1/101 com o diluente conjugado, ou seja, utilizou-se 0,1 mL da enzima conjugada
mais 10 mL do diluente conjugado (salina tamponada fosfatada, BSA e estabilizadores) e
foram adicionados 100 pL desta reacdo nas cavidades da placa, e, em seguida, a placa foi
incubada durante 60 minutos. Ap6s a incubacdo, a placa foi lavada como j& descrito.
Seguindo a lavagem, 5 mL do substrato TMB A (acetato de sodio, peréxido de hidrogénio e
gentamicina) foi adicionado a 5mL do substrato TMB B (tetrametilbenzidina com acido
cloridrico) e posteriormente, 100 pL desta reacdo foram adicionados a placa e incubados por
10 minutos a temperatura ambiente, formando uma coloracdo azulada. Ap6s a incubacao
foram adicionados 100 pL da solucdo de parada nos pocos e a cor azul mudou para amarelo.
A absorbancia foi lida a um comprimento de onda de 450 nm e filtro de referéncia de 620 nm.
O cut-off foi calculado de acordo com a absorbdncia média dos controles negativos
adicionando-se 0,300. As amostras com valores menores que o cut-off foram consideradas
ndo reagente para Ag NS1 dengue, enquanto amostras com valores iguais ou maiores que o

cut-off foram consideradas reagentes.
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3.5.3 Extracdo do RNA viral

A extracdo do material genético foi realizada através da utilizacdo do Kit QlAamp®
Viral RNA (QIAGEN®, Califérnia, USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O
QIAamp® Viral RNA proporciona o isolamento de moléculas de RNA viral com mais de 200
nucleotideos de extensdo, utilizando uma membrana silica-gel de alta afinidade.
Primeiramente, 140 pl de soro de cada paciente foram adicionados a 560 pl do tampé&o AVL,
permitindo desta forma a lise da membrana das células. Em seguida, esta solucdo foi
homogeneizada no vortex durante 15 segundos e posteriormente incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos. Apés esta etapa de lise, foram adicionados 560 pl de etanol
absoluto e homogeneizado no vortex durante 15 segundos. Em seguida, esse material foi
transferido para a coluna silica-gel de alta afinidade para RNA e submetida a uma
centrifugacdo de 6.000 xg por 1 minuto. O tubo coletor foi descartado e foram realizadas duas
lavagens seguidas da coluna com 500 pl das solugcbes AW1 e AW?2, respectivamente, sendo
centrifugados a 6.000 xg durante 1 minuto e 20.000 xg por 3 minutos. Apds esta etapa de
lavagem o RNA que ficou ligado na membrana silica-gel foi eluido da coluna através da
adicdo de 60 pl da solucdo tampdo AVE por meio de uma centrifugacdo de 6.000 xg por 2
minutos. Apds o término desta etapa, 0 RNA extraido foi utilizado para a realizacdo das
reacoes de RT- PCR.

3.5.4 Deteccdo molecular do virus dengue

A identificacdo da infeccdo viral a partir do método molecular foi realizada através
do Kit QIAGEN®OneStep RT-PCR (QIAGEN®, Califérnia, USA) que contém enzimas
Omniscript e Sensiscript que permitem a transcricdo reversa, e a HotStarTag- que €
responsavel pela amplificacdo do material genético. Para a identificacdo do virus foi utilizada
a metodologia adaptada de Lanciotti et al (1992), no qual é uma técnica de RT-PCR multiplex
que permite a deteccdo dos quatro sorotipos do virus. Para realizacdo desta reacdo foram
utilizados cinco oligonucleotideos, sendo um oligonucleotideo 5’ destinado a deteccdo de
uma regido do capsideo presente em todos 0s quatro sorotipos e quatro oligonucleotideos 3’
complementar as sequéncias especificas de cada sorotipo. Devido a utilizacdo destes
oligonucleotideos a distingdo dos sorotipos foi observada em consequéncia dos diferentes

fragmentos produzidos durante a reacdo (Tabela 1).
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Tabelal. Oligonucleotideos utilizados para a deteccéo dos sorotipos de dengue (Lanciotti et al,1992).

. i o Tamanho do
Oligonucleotideos Sequéncia
fragmento esperado

- 5" TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’

o1 5" CGTCTCAGTGATCCGGGGG 3’ 482 (D1eTS1)
oo 5’ CGCCACAAGGGCCATGAACAG 3’ 119 (D1 e TS2)
Ts3 5 TAACATCATCATGAGACAGAGC 3’ 290 (D1 e TS3)
—_ 5 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 3’ 392 (D1 e TS4)

A reacdo de RT-PCR foi realizada com um volume final de 25 pL, sendo 4 ul da
solugdo tampédo One-Step RT-PCR (Tris-Cl, KCI, (NH4)2S04, 12.5 mM MgCI2, DTT; pH
8.7), 0,8 pl de dNTPs (10mM), 0,5 ul de cada oligonucleotideo (20 pmol), 0,25ul da mistura
de enzimas (QIAGEN One-Step RT-PCR Enzyme Mix), 5ul (2 ug) do RNA extraido do soro
e agua destilada para completar o volume final da reacao.

A amplificacéo foi realizada através de 50°C por 30 minutos e 95°C por 15 minutos
para que ocorresse a transcri¢do reversa, seguida por 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por
1 minuto, 72°C por 1 minuto. Para extensdo, a etapa final da reacdo foi de 72°C por 10
minutos.

Para a visualizacdo dos fragmentos, foram utilizados 10 pul do produto da reagédo de
RT-PCR, 3ul do tampdo de corrida e 2 pl do corante Gel Red™ foram submetidos a
eletroforese horizontal (60V/1 hora) em gel de agarose (SIGMA, St. Louis, EUA). Em
seguida o gel foi visualizado a luz ultravioleta e analisado através do equipamento FluorChem
FC2® (Alpha Innotech, San Leandro, EUA).

3.5.5 Teste imunocromatografico dengue duo test bioeasy

O teste dengue duo test bioeasy é um imunoensaio qualitativo que permite a deteccao
simultanea do antigeno NS1 e anticorpos IgM e IgG de dengue em amostras de soro, plasma
ou sangue total humano. O procedimento foi realizado de acordo com as recomendacg6es do

fabricante (Bioeasy, Brasil). Resumidamente, foi coletado o soro de cada paciente a partir do
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3° dia de sintoma da doenca (2° coleta). Desse soro, foi retirado 10ul e aplicado no dispositivo
do teste com o auxilio de uma micropipeta, e em seguida, foram adicionadas 4 gotas (cerca de
90 a 120pl) de tampéo diluente. Ap6s 20 minutos o resultado foi interpretado.

3.5.6 ELISA dengue IgM

Esta técnica foi realizada utilizando uma placa de teste comercializada pela Bioeasy
(Brasil) de acordo com as instru¢bes do fabricante. Resumidamente, os soros, os controles
positivos e controles negativos foram diluidos na propor¢do de 1/100 em diluente. Cem
microlitros dos controles e das amostras dos pacientes foram adicionadas nas cavidades da
placa e esta foi incubada a temperatura ambiente por 60 minutos. Apés a incubacéo, a placa
foi lavada 5 vezes com a solucdo de lavagem e em seguida, foram adicionados 100 pL da
solucdo (anti-dengue HRP + antigeno diluido) e esta, permaneceu incubada por 60 minutos.
Posterior a incubacdo, os pogos foram lavados novamente seguido da adicdo de 100 uL do
substrato TMB e incubados por 10 minutos, formando uma coloracdo azulada. Apos a
incubacéo, foram adicionados 100 pL da solucdo de parada nos pogos. A absorbancia foi lida
a um comprimento de onda de 450 nm e filtro de referéncia de 620 nm. O cut-off foi
calculado de acordo com a absorbancia média dos controles negativos adicionando-se 0,300.
As amostras com valores menores que o cut-off foram consideradas néo reagente para IgM
anti-dengue, enquanto amostras com valores iguais ou maiores que o cut-off foram

consideradas reagentes.

3.5.7 ELISA dengue 1gG

O ELISA dengue 1gG (Bioeasy, Brasil) foi realizado para determinar a presenca de
anticorpos IgG anti-dengue em pacientes com suspeita clinica da doenca. Em resumo, 0s
soros, 0s controles positivos e os controles negativos foram diluidos na proporcédo de 1/100
em diluente. Cem microlitros dos controles positivos e das amostras dos pacientes foram
adicionadas nas cavidades da placa e esta foi incubada a temperatura ambiente por 60
minutos. Apos a incubacdo, as cavidades foram lavadas 5 vezes com a solucdo de lavagem e
em seguida, foram adicionados 100 pL da solucdo (anti-dengue HRP + antigeno dengue
diluido) e esta permaneceu incubada por 60 minutos. Em seguida, os pogos foram lavados e
foram adicionados 100 pL do substrato TMB e incubados por 10 minutos para a formagéo da
cor azul. Apos a incubacdo, foram adicionados 100 pL da solucdo de parada nos pocos. A

absorbancia foi lida a um comprimento de onda de 450 nm e filtro de referéncia de 620 nm.
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Os valores do cut-off foram calculados da mesma A absorbancia foi lida a um comprimento
de onda de 450 nm e filtro de referéncia de 620 nm. Os valores do cut-off foram calculados da
mesma forma descrita para ELISA IgM.

3.5.8 Teste imunocromatografico leptospirose 1gG/IgM test Bioeasy

O teste leptospirose 1gG/IgM test bioeasy é um teste imunocromatografico de fase
solida para a deteccdo qualitativa de anticorpos da classe 1gG e IgM de L. interrogans no soro
ou no plasma humano. Para a realizacdo deste procedimento foram seguidas as
recomendac@es do fabricante. Em resumo, 5ul de soro foram adicionados ao dispositivo e em
seguida 4 gotas do tampao diluente foram adicionadas. O resultado foi interpretado ap6s 20

minutos.

3.5.9 ELISA leptospira IgM

A reacdo foi realizada utilizando uma placa de teste comercializada pela PanBio®
(Australia) para a deteccdo qualitativa de anticorpos da classe IgM para Leptospira em soro
humano. Resumidamente, as amostras de soro, calibradores, controles positivos e negativos
foram diluidos em uma concentracdo de 1/100. Em cada poco, foram aplicados 100uL de
soros, dos controles e dos calibradores diluidos e foram incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apos este periodo, 0s respectivos pocos foram lavados por seis vezes
com tampdo de lavagem. Posterior a lavagem, foram adicionados 100uL do conjugado HRP
anti-humano IgM e este foi incubado por mais 30 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, ocorreu outra lavagem por seis vezes com o tampdo. Apo6s a Ultima lavagem com o
tampédo, foi adicionado o substrato TMB (tetrametilbenzidina) que demonstra 0s soros
positivos pelo desenvolvimento de uma coloracdo azulada resultante da acdo da peroxidase no
substrato. Essa solucdo foi incubada por mais 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 100uL da solugédo de parada. A leitura da microplaca foi realizada
em espectrofotometro, com um comprimento de onda de 450nm e filtro de referéncia de 600-
650nm. Todas as amostras de soro com um valor index maior que 1,1 foram consideradas
positivas, enquanto as amostras menores que 0.9 foram negativas. Os valores entre 0,9 e 1.1
foram considerados indeterminados. O valor do cut-off foi calculado de acordo com a formula

abaixo:
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Valor de cut-off = densidade dptica média da triplicata do calibrador X fator de
calibracéo.
Valor index= Valor da absorbancia da amostra

Valor cut-off
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4 RESULTADOS

4.1 Aspectos epidemioldgicos dos pacientes recrutados

No periodo entre fevereiro a dezembro de 2010, 93 pacientes com sindrome febril
foram recrutados para a participacdo do estudo. Entretanto, sete pacientes foram excluidos do
estudo, dois pacientes por serem menores de 18 anos, e cinco pacientes, que eram de
ambulatdrio e tinham mais de sete dias de sintomas. As amostras de soro dos 86 pacientes
restantes foram encaminhadas para o Laboratdrio de Parasitologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara. Dentre estes, 52 pacientes foram recrutados no
ambulatdrio (35 do HSJ e 17 do HMNSC) e 34 pacientes foram provenientes da enfermaria
(23 do HSJ e 11 do HMNSC) (Figura 9). Dos 86 pacientes, 48 (55,8%) foram positivos para

dengue em pelo menos um dos testes especificos realizados (Tabela 2).
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Figura 9. Fluxograma dos pacientes incluidos e excluidos no estudo.
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Tabela 2. Testes diagndsticos realizados em 86 pacientes e 0s respectivos pacientes positivos para cada um dos

testes para dengue.

Técnicas empregadas para o

NUmero de pacientes positivos

diagndstico de dengue (n=86) (n=48)
NS1 imunocromatogréafico, ELISA-NS1,
ELISA-IgM, teste imunocromatografico 4
IgM e RT-PCR
NS1 imunocromatografico, ELISA-
NS1, ELISA-IgM e teste 9
imunocromatografico IgM
ELISA-NS1, ELISA-IgM e teste 4
imunocromatografico IgM
ELISA-NS1, ELISA-IgM, teste 2
imunocromatografico IgM e RT-PCR
ELISA-IgM, teste imunocromatografico 3
IgM e RT-PCR
ELISA-IgM e teste
. g 13
imunocromatogréfico IgM
Teste imunocromatografico IgM e RT- 1
PCR
ELISA-NS1 e RT-PCR 1
Somente ELISA-IgM 3
Somente ELISA-NS1 3
Somente RT-PCR 5

Neste estudo foi observado a presenca da doenga durante todo o ano, com um

predominio nos meses de junho, julho e agosto (Figura 10).

m Total de Pacientes W Pacientes Positivos

Fev Mar Abr Mai Jun Jul

Ago Set Out Nov Dez

Figura 10. Gréafico de distribuicdo mensal dos pacientes recrutados e

dos pacientes positivos para dengue.



47

A média de idade entre os pacientes positivos foi de aproximadamente 36 anos. Os
pacientes que possuiam entre 18 a 28 anos foram os que mais tiveram a doenca confirmada
(Figura 11).

2% 2%

W 18-28
m29-39
m40-49
H 50-59
| 60-69
= 70-79

Figura 11. Grafico de distribuigdo percentual da idade dos
pacientes positivos para dengue

Dentre os pacientes que foram positivos para dengue em pelo menos um dos testes
de diagnostico especifico, 48% pertenciam ao sexo masculino e 52% ao sexo feminino
(Tabela 3).

Tabela 3. Diagnostico de dengue e distribuicdo por sexo dos pacientes.

Género Dengue Dengue
positivo negativo
N (%) N(%)
Masculino 23 (48%) 20 (52,6%)
Feminino 25 (52%) 18 (47,4%)

Total 48 (100%) 38 (100%)
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4.2 Pacientes de ambulatério
4.2.1 Detecc¢do da glicoproteina NS1 pelo teste imunocromatografico

Cinquenta e duas amostras de soro referentes a 52 pacientes foram avaliadas para a
deteccdo da glicoproteina NS1 (Figura 12). Dos 52 pacientes, 11 (21,1%) foram positivos.
Este teste foi realizado em pacientes que se encontravam entre o 1° ao 5° dia de infeccao
(Figura 13).

-
s UEMOUE MD L MAY
— D S1 A
A) —— TS " l " --m&gﬁuﬁg_‘_
Controle
— GIEGED “ DENGUE NS51 Ag
B) — TS DENGUE NS1 Ag

Figura 12. Teste imunocromatografico NS1 Ag STRIP. A) Teste positivo; B)

Teste negativo.

4.2.2 Deteccdo da glicoproteina NS1 pelo método ELISA
Dentre os 52 pacientes de ambulatorio avaliados e que estavam entre 0 1° e 0 5° dia
de infeccdo, 14 (26,9%) foram positivos através deste teste (Figura 13).

4.2.3 Detecgdo molecular do virus dengue

A deteccdo do RNA viral foi possivel em 6 pacientes (10,9%) dentre os 52 pacientes
de ambulatério. Para a detec¢do do material genético do virus foram utilizadas as amostras de
soro coletadas no inicio da infeccdo do 1° ao 5° dia de sintomas (Figura 13).

Os sorotipos encontrados entre os pacientes de ambulatérios foram: DENV-1 e
DENV-2, sendo o sorotipo dois 0 mais frequente entre os 5 pacientes positivos pelo RT-PCR,
enquanto DENV-1 foi identificado em apenas um paciente (Figura 19).
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Figura 13. Grafico dos pacientes de ambulatério positivos para
dengue através dos testes NS1 imunocromatografico, ELISA-
NS1 e RT-PCR em comparagdo com o tempo apés o inicio de

4.2.4 Teste ELISA 1gG dengue

O teste de ELISA IgG dengue foi realizado nas amostras coletadas entre 1° ao 5° dia
de sintoma. Um paciente ndo foi avaliado, pois ndo tinha mais amostra de soro, assim,
somente 51 pacientes foram avaliados. Desses, 39 (76,4%) pacientes foram positivos e 12

(23,5%) foram negativos para este teste.

4.2.5 Teste imunocromatografico dengue duo test bioeasy

As amostras utilizadas para deteccdo dos anticorpos foram aquelas coletadas a partir
do 3° dia de infeccdo. Dentre os 52 pacientes de ambulatorio, 12 ndo retornaram para a
realizacdo da segunda coleta, portanto o teste imunocromatografico foi realizado em 40
pacientes. Dezenove (47,5%) pacientes foram positivos para IgM através deste teste e
encontravam-se entre 0 3° e 0 11° dia de infec¢do por dengue. Em relacdo a deteccéo de 1gG,

17 (42,5%) pacientes tiveram este anticorpo identificado (Tabela 4) (Figura 14).

Tabela 4. Nimero de pacientes de ambulatério positivos para o teste imunocromatografico IgM e 1gG.

Teste imunocromatografico dengue duo-IgM e 1gG

IgM 1gG
Numero de pacientes de ambulatério

(N=40)

19 (47,5%) 17 (42,5%)
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Figura 14. Teste imunocromatografico dengue duo - IgM e IgG. C
(controle), M (IgM) e G (IgG).

4.2.6 Teste ELISA IgM dengue

Dentre os 40 pacientes, 39 pacientes foram avaliados para deteccdo de IgM pelo teste
de ELISA (Figura 15). Uma amostra ndo foi testada porque n&o havia mais soro. Dos 39
pacientes, 22 (56,4%) pacientes foram positivos e 0s mesmos estavam também entre 0 3° e 0
11° dia de infeccdo (Figura 16). Seis pacientes foram positivos na deteccdo de IgM e
negativos para detec¢do de IgG, indicando uma possivel infeccdo priméria. Enquanto, 16
foram positivos para IgM e para 1gG indicando infecgdo secundaria (Figura 17).
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Figura 15. Placa do teste imunoenzimatico (ELISA). Kit ELISA
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Figura 16. Grafico de pacientes de ambulatério positivos para
dengue através da deteccdo do anticorpo anti-dengue IgM pelo
teste ELISA em comparacdo com o tempo ap6s o inicio de
sintomas.
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Figura 17. Grafico de pacientes positivos para dengue atendidos
no ambulatério e apresentando uma possivel infecgdo primaria ou
infecgdo secundaria.

4.3 Pacientes Hospitalizados
4.3.1 Detecgdo da glicoproteina NS1 pelo teste imunocromatografico

Trinta e quatro pacientes hospitalizados foram incluidos no estudo. Estes se
encontravam entre o 2° ao 10° dia de infeccdo. Destes, 3 (8,8%) pacientes foram positivos

para a presenca da glicoproteina NS1 (Figura 18).

4.3.2 Detecgdo da glicoproteina NS1 pelo método ELISA
Dentre os 34 pacientes hospitalizados, 9 (26,4%) foram positivos pelo ELISA-NSL.
Os pacientes positivos encontravam-se entre 0 3° e 0 7° dia de sintomas (Figura 18).

4.3.3 Detecgdo molecular do virus dengue

O diagnostico através da RT-PCR também foi realizado nos pacientes internados.
Dos 34 pacientes hospitalizados, 10 (29,4%) foram positivos (Figura 18). Estes pacientes
estavam entre 0 2° e 0 10° dia de infecc&o.

Os sorotipos identificados dentre os pacientes hospitalizados foram o0 DENV-2 e 0
DENV-3. Em 9 pacientes foram detectados o sorotipo 2, enquanto o sorotipo 3 foi detectado

em apenas 1 paciente (Figura 19).
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Figura 18. Grafico dos pacientes hospitalizados positivos para
dengue através da detec;do da NS1 pelo teste
imunocromatografico, ELISA-NS1 e do RNA viral em
comparagdo com o tempo apos o inicio de sintomas.
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Figura 19. Identificacdo dos produtos de RT-PCR para sorotipagem de

dengue por eletroforese em gel de agarose a 2%. M) Marcador de peso

molecular de 100pb; 1) Controle negativo. 2) Controle positivo DENV-2. 3)

Amostra do paciente de ambulatério positivo para DENV-1. 4) Amostra do

paciente hospitalizado positiva para DENV-3. 5) e 6) Amostras de pacientes

hospitalizados positivas para DENV-2.
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4.3.4 Teste ELISA 1gG dengue
Dentre os 34 pacientes hospitalizados, 27 (79,4%) foram positivos para detec¢do do
anticorpo IgG anti-dengue.

4.3.5 Teste imunocromatografico dengue duo test bioeasy

O teste rapido IgM e IgG foi realizado nas amostras coletadas dos pacientes
hospitalizados entre um intervalo de dois a trés dias apds a primeira coleta, no qual foram
realizados os testes NS1, RT-PCR e ELISA-IgG. No entanto, 5 pacientes foram transferidos
de hospital e 1 paciente evoluiu a 6bito. Contudo, este teste foi realizado em 28 pacientes,

sendo que 17 (60,7%) pacientes foram positivos para IgM e 22 (78,5%) para 1gG (Tabela 5).

Tabela 5. Nimero de pacientes hospitalizados positivos para o teste imunocromatogréafico IgM e IgG.

Teste Imunocromatografico dengue duo-IgM e 1gG

IgM 19G
Namero de pacientes internados

(N=28)

17 (60,7%) 22 (78,5%)

4.3.6 Teste ELISA IgM dengue

Dentre os 28 pacientes hospitalizados, 16 (57,1%) foram positivos e 12 (42,8%)
negativos. Os pacientes positivos estavam entre 0 5° e 0 11° dia de sintomas (Figura 20). Um
paciente foi positivo na deteccdo de IgM e negativo para deteccdo de IgG, indicando uma
possivel infeccdo primaria, enquanto 15 dos 28 pacientes internados foram positivos para IgM

e para IgG indicando uma infeccdo secundéria (Figura 21).
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Figura 20. Grafico dos pacientes hospitalizados positivos para
dengue através da deteccdo de IgM pelo teste imunoenzimatico
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Figura 21. Gréfico dos pacientes positivos para dengue que
estavam hospitalizados e que tinham uma possivel infeccdo
primaria ou infec¢do secundaria.

4.4 Pacientes testados para leptospirose

Apos serem aplicados todos os testes diagnosticos para pesquisa de dengue, 0s
pacientes foram avaliados para deteccdo de leptospirose. As amostras utilizadas foram
coletadas no retorno dos pacientes, ou seja, a partir do 3° dia de infec¢do. Os 68 pacientes
avaliados primeiramente para dengue foram avaliados posteriormente para leptospirose e 5
(7,3%) foram positivos para Leptospira através do teste de ELISA. O teste
imunocromatogréafico foi realizado apenas nos pacientes negativos para dengue (41 pacientes)

e apenas 1 (2,4%) positivo pelo teste imunocromatografico.
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De acordo com a distribui¢do dos sexos, 3 (60%) eram do sexo feminino e 2 (40%)
masculino e com média de idade de 32,4 anos (Tabela 6). As amostras positivas foram

coletadas entre os meses de fevereiro a junho (Figura 22).

Tabela 6. Correlacdo entre a positividade dos testes, dias de sintomas e caracteristicas epidemiologicas dos

pacientes. (*) Pacientes internados.

Paciente Sexo Idade Dias de Teste Teste de
Sintomas imunocromatografico ELISA
VMA F 34 8 dias - +
VPL* M 34 6 dias + +
JBS F 31 6 dias - +
HVH* M 21 7 dias - +
MLS* F 42 7 dias - +
21

Total de Pacientes

13
B Pacientes Positivos
8 8 Dengue
6 5 B Pacientes Positivos
3 3 Leptospirose
2 2
1 1 . 1 1
s Um
Fev Mar Abr Mai Jun

Figura 22. Gréfico de distribuicdo mensal dos pacientes recrutados e dos

que foram positivos para dengue e para leptospirose.

4.4.1 Teste imunocromatografico Leptospira (Bioeasy®)

Os sessenta e oito pacientes que foram avaliados inicialmente para dengue e que
tinham a segunda coleta, foram avaliados para a presenca de anticorpo IgM anti-leptospira
através do ensaio imunocromatografico Leptospira (Bioeasy®). Através desta técnica apenas
1 (1,47%) foi positivo (Figura 23).
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4.4.2 Teste ELISA IgM Leptospirose

Os mesmos pacientes avaliados para o teste imunocromatografico, também foram
avaliados para pesquisa de IgM anti-leptospira, pelo teste imunoenzimatico ELISA. Cinco
(7,35%) pacientes apresentaram positividade para este teste diagnostico. Estes pacientes
encontravam-se entre o0 6° ao 8° dias de sintomas (Figura 23). Dentre estes 5 pacientes

positivos, 3 estavam internados.

[\

® ELISA-IgM
B Teste Rapido-IgM

NiUmero de pacientes

6° 7° 8°
Dias de sintomas

Figura 23. Gréfico dos pacientes positivos para leptospirose
através da deteccdo de IgM anti-leptospirose em comparagdo com
0 tempo ap6s o inicio de sintomas.

4.4.3 Sinais e sintomas semelhantes entre os pacientes positivos para dengue e leptospirose

Os sintomas mais comuns dos pacientes positivos para dengue foram: 43 (89,5%)
cefaleia, 41 (85,4%) mialgia, 31 (64,5%) artralgia, 27 (56,2%) prostracao, 26 (53%) exantema
e 24 (50%) dor retro-orbitaria. Os pacientes positivos para leptospirose apresentaram: 5
(100%) prostracdo, 4 (80%) cefaleia, 4 (80%) mialgia, 3(60%) artralgia, 2 (40%) dor retro-
orbitaria e 1 (20%) exantema (Figura 24).
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Figura 24. Gréfico ilustrativo com os sinais e sintomas similares
aos pacientes positivos para dengue e para leptospirose.

Outros sinais frequentes nos pacientes positivos para dengue foram: 35 (72,9%)
anorexia, 25 (52%) nauseas, 23 (47,9%) vomitos, 14 (35,4%) prurido, 13 (27%) diarréia e 13
(27%) tosse. Outros sintomas como expectoracdo, edema, dispnéia, dor abdominal e dor
epigastrica também foram relatados. Os pacientes com leptospirose apresentaram também: 5
(100%) anorexia, 3 (60%) nauseas, 2 (40%) vomitos, 2 (40%) diarréia, 1 (20%) tosse, e 1
(20%) prurido (Figura 25).
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Figura 25. Grafico ilustrativo com outros sinais e sintomas
similares encontrados nos pacientes positivos para dengue e para
leptospirose.
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4.4.4 Possiveis co-infeccdes

Dentre os 68 pacientes avaliados para dengue e para leptospirose, 2 pacientes
apresentaram resultados positivos para ambas as infeccGes, sendo o paciente VMA positivo na
RT-PCR para dengue e também positivo no teste de ELISA para leptospirose e o paciente

JBS positivo para estas infeccdes através do ELISA-IgM (Tabela 7).

Tabela 7. Paciente que apresentou resultados positivos em testes para identificacdo de dengue e leptospirose

Paciente Sexo ELISA-NS1 RT-PCR ELISA-IgM ELISA-IgM
dengue leptospirose
VMA F - + 2 +
JBS F - - + +
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5 DISCUSSAO

A dengue é uma infeccdo de etiologia viral aguda e acomete milhares de pessoas a
cada ano, causando diversas manifestacdes clinicas que variam desde manifestacdes
assintomaticas a quadros mais graves (HENCHAL; PUTNAK, 1990; GUZMAN; ISTURIS,
2010, SAN MARTIN et al., 2010). O diagnostico preciso da dengue é essencial para o
tratamento clinico correto dos pacientes, pois pode fornecer medidas de controle contra
doenca e ainda pode auxiliar pesquisas que envolvem a patogénese da doenca. A confirmacéo
do diagnostico é essencial para diferenciar a dengue de outras infeccdes e também para o
acompanhamento clinico dos pacientes que apresentam as formas mais graves da doenca.

Existem atualmente, diversas técnicas que servem para a confirmacdo da infeccao
por dengue, que variam desde testes sorologicos, viroldgicos ou moleculares. Contudo, cada
teste possui um periodo que permite uma maior eficacia. Os testes viroldgicos e moleculares
apresentam uma maior sensibilidade quando realizados no periodo de viremia ou fase aguda
da doenca, enquanto os testes soroldgicos sdo mais eficazes na fase de convalescéncia
(GUBLER, 1998; WHO, 2009, BRASIL, 2010). Cada técnica utilizada apresenta vantagens
(preco acessivel, boa sensibilidade e especificidade, rapidez e deteccdo do sorotipo) e
desvantagens (alto custo, baixa sensibilidade, reagfes cruzadas, etc.) tornando desta forma, o
método de escolha do diagndstico mais dificultoso, pois cada técnica possui uma
caracteristica individual.

Apesar da grande necessidade de um diagnostico preciso para identificacdo da
infeccdo por dengue, é muito dificil identifica-la principalmente no estagio inicial devido a
dificuldade de isolamento viral e a dificuldade de acesso as técnicas de detec¢do do genoma
viral, pois, sdo técnicas de alto custo e que necessitam de laboratérios especializados. Devido
0s anticorpos anti-dengue surgirem a partir do quinto dia de infeccdo, o resultado através
destes testes podem ser demorados. Além disso, em regiGes onde a dengue € endémica, testes
soroldgicos ndo devem ser utilizados isoladamente, pois os anticorpos de uma infec¢do
anterior podem persistir por mais de 60 dias (CHUA et al., 2011)

O diagnostico clinico-epidemioldgico é de grande importancia, pois a partir deste,
séo observados os sintomas relatados e outras informagOes acerca da doenga. Contudo, em
épocas de epidemias, devido a grande quantidade de casos, a confirmacgdo laboratorial pode
ser dispensada, permitindo desta forma, que o paciente seja diagnosticado e tratado apenas

pelo critério clinico-epidemioldgico. Porém, se faz necessario ressaltar que tanto o uso do
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diagnostico clinico-epidemiolégico como o uso de técnicas para deteccdo da doenca sdo
ideais para um diagnostico preciso, porque desta maneira aumenta-se as chances de um
tratamento correto para o paciente. Durante epidemias, também é essencial a realizacdo de
diagnostico diferencial de dengue para identificacdo da infeccdo, pois muitas outras
patologias compartilham sintomas semelhantes (BRASIL, 2011a).

O Estado do Ceara € um dos mais importantes, dentre os Estados do Brasil, em
termos de numeros de casos de DC e FHD (CUNHA, 1998). Os primeiros registros de dengue
no Ceara ocorreram na década 80 e a partir da sua primeira identificacdo, a doenca encontra-
se presente no Estado em todos os anos, principalmente no primeiro semestre, devido
provavelmente a fatores como o aumento da pluviosidade, temperatura e umidade. Apesar do
seu predominio no primeiro semestre, a dengue tem sido relatada durante o ano inteiro
(CEARA, 2011a).

Neste estudo, no periodo de fevereiro a dezembro de 2010, 86 pacientes com
sindrome febril atendidos nos hospitais Sdo José de Doencas Infecciosas e Distrital Nossa
Senhora da Conceicdo foram avaliados, sendo 52 pacientes atendidos no ambulatorio e 34
hospitalizados. Dentre os 86 pacientes, 48 (55,8%) foram positivos para dengue, em pelo
menos um dos testes especificos realizados (teste imunocromatografico NS1, RT-PCR, teste
imunocromatografico IgM/IgG, ELISA-IgM e ELISA-NS1), sendo 27 atendidos no
ambulatério e 21 hospitalizados. De acordo com a Secretaria de Saude do Estado do Ceara,
neste mesmo ano, foram notificados no Estado 13.817 casos e 125 (67,9%) municipios
tiveram transmissao comprovada de dengue, apresentando um importante aumento no nimero
de casos quando comparados com 2009. A incidéncia da doenca no Ceara, em 2010, foi de
161,74 por 100.000 habitantes. Esse aumento no nimero de casos quando comparados com o
ano de 2009, se deve provavelmente a re-circulacdo do sorotipo DENV-1.

Os pacientes recrutados neste estudo foram separados por grupos (ambulatoriais e
hospitalizados). Os pacientes atendidos no ambulatério tinham que estar necessariamente
entre 0 primeiro ao quinto dia de sintomas da doenca para a realizacdo de testes virologicos e
moleculares. Os pacientes hospitalizados foram recrutados mesmo apresentando mais de
cinco dias de sintomas. A segunda coleta ocorreu a partir do terceiro dia de infeccdo para a
realizacdo dos testes soroldgicos. Segundo o Ministério da Salde, os pacientes internados
apresentam um quadro mais grave e devido esta gravidade, caso o paciente ndo seja tratado
corretamente, possivelmente o0 mesmo pode evoluir ao 6bito. A DC e a FHD apresentam uma

similaridade de sintomas como cefaléia, artralgia, mialgia, prostracdo, exantema e podem ou
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ndo apresentar manifestacfes hemorragicas (KALAYANAROOQOJ et al., 1997; BRASIL,
2011). Contudo, a FHD tem como caracteristica 0 aumento da permeabilidade vascular e
extravasamento de liquidos para o intersticio, e, caso os pacientes que apresentam FHD ndo
recebam um tratamento eficaz, os mesmos podem sofrer um colapso circulatério,
caracterizando a SCD (HEMUNGKORN et al., 2007). Outra forma grave da dengue é a DCC,
que representa todo caso grave, mas que nao se enquadra nos critérios da OMS de FHD e
também quando a classificacdo de dengue classica é insatisfatoria (BRASIL, 2011a).

Os pacientes positivos neste estudo apresentaram média de idade de
aproximadamente 36 anos, sendo que o maior grupo com a doenca confirmada foram aqueles
que possuiam entre 18 a 28 anos. Cavalcanti et al. (2011), relataram mudanca no padrdo de
idade dos pacientes atingidos por dengue, e que desde 2007, a populagdo mais atingida passou
a ser criangas. Outros estudos também relataram que além da populagdo mais jovem ser a que
mais apresenta infeccdo por dengue, o aumento de casos de FHD também tem sido observado
nesta populagdo (HALSTEAD, 2006; TEIXEIRA, 2009). Entretanto, é valido ressaltar que
neste estudo foram estabelecidos critérios de incluséo e exclusdo, e que, segundo 0s critérios
de incluséo, s6 seriam incluidos nesta pesquisa pacientes acima de 18 anos. Portanto, mesmo
que esteja ocorrendo uma mudanca na populacdo atingida pela doenca, este fato ndo seria
observado no presente estudo, pois, os individuos mais jovens, menores de 18 anos ndo foram
recrutados.

Em relacdo ao sexo, foi possivel observar neste estudo, que a populacdo feminina foi
a mais afetada, sendo 52% dos pacientes positivos para dengue do sexo feminino e 48% do
sexo masculino. Mesmo com um pequeno nimero amostral, estes resultados ndo corroboram
com os dados da SESA, que afirmam que cerca de 60% da populacdo atingida pela dengue,
pertencem ao sexo masculino (CEARA, 2011a). Outros estudos demonstraram que a
populacdo masculina é a mais atingida (GREGORY et al., 2010; GUNASEKARAN et al.,
2011).

Como descrito anteriormente, a dengue esta presente no Estado do Ceard durante
todo o ano, mais precisamente no primeiro semestre (CEARA, 2011a). Neste estudo, foi
observado que a doenca também esteve presente em todo o0 ano de 2010, corroborando com 0s
dados da SESA. Também foi observado, que a maior prevaléncia de pacientes positivos para a
infeccdo de dengue ocorreu nos meses de junho, julho e agosto, contradizendo os dados da
SESA, no qual relata que os casos de dengue sdo mais frequentes nos meses de marco, abril e

junho. Entretanto, é valido ressaltar, que ainda segundo a SESA, o0s principais reservatorios
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do agente transmissor da doenca no Ceara, A. aegypti, sdo dep0sitos que servem para o
armazenamento de agua, como por exemplo, caixas de &gua, tambores, potes e etc.
permitindo, desta forma, que o agente transmissor continue ativo por Varios meses apos 0
periodo chuvoso. Vasconcelos et al. (1995), em um estudo realizado no Ceara em 1994,
evidenciaram a presenca da doenga no primeiro semestre, mas com o maior numero de casos
em junho, concordando com os dados da SESA naquele mesmo ano, sendo que 16.608 casos
foram notificados. Em um estudo que avaliou a relagdo entre os elementos atmosféricos e a
dengue em Fortaleza entre os anos de 2001 a 2009, Magalh&es (2011) observou que, quando
ocorre 0 aumento das precipitacdes pluviométricas, percebe-se 0 aumento da infestacdo do A.
aegypti e a maior concentragcdo dos casos ocorre na quadra chuvosa, podendo o aumento dos
casos de dengue ser verificado até dois meses ap6s 0s meses com maior indice pluviométrico.

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de deteccdo de NS1 e RT-PCR em
pacientes que estavam entre o primeiro e quinto dia de febre, enquanto o teste de ELISA-IgM
e o teste imunocromatografico para a deteccdo de IgM foram realizados nas amostras
coletadas dos mesmos pacientes na segunda coleta, sendo que 0s mesmos estavam entre 0
terceiro e o décimo primeiro dia de infec¢cdo. O teste de ELISA-1gG também foi utilizado nas
amostras de soro coletadas entre o primeiro e o quinto dia de doenca.

A deteccdo da glicoproteina NS1, atualmente, tem sido uma importante ferramenta
na deteccdo do virus dengue, pois a NS1 é bastante conservada e também abundante no soro
de pacientes infectados na fase aguda da doenca. Portanto, o diagnostico através do uso desta
técnica, tem sido amplamente utilizado para detec¢do da infeccdo por dengue (TEIXEIRA,;
BARRETO, 2009; WANG; SEKARAN, 2010).

Duas metodologias principais para deteccdo de NS1 no soro podem ser empregadas,
o teste imunocromatografico NS1 e o ELISA-NS1. O primeiro teste permite a identificacdo da
NS1 em apenas 15 minutos, fornecendo um diagnoéstico rapido, facil de realizar, ndo necessita
de um laboratério com equipamentos modernos, possui custo acessivel e é ideal para ser
utilizada no inicio da infeccdo. No entanto, € uma técnica que ainda precisa ser aperfeicoada,
devido sua sensibilidade ser mais baixa que a do teste de ELISA (FRY et al., 2011). Blacksell
et al. (2006a), relataram que os testes imunocromatograficos possuem baixa capacidade de
diferenciar infeccdo priméaria de secundéaria, apesar dos fabricantes afirmarem que esta
caracteristica seja possivel.

Dussart et al. (2008) compararam a utilizacdo de dois diferentes testes

imunocromatograficos em amostras de soro de pacientes na fase aguda da doenca e
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constataram que esta técnica é de grande importancia para a deteccao de dengue, sendo que
das 272 amostras positivas através do RT-PCR e/ou isolamento viral, 224 foram positivas
para deteccdo da NS1 atraves do teste Platelia Dengue NS1 Ag test, 211 positivas pelo
Dengue NS1 Ag STRIP, quando utilizado em 30 minutos, e, 207 positivas também pelo
Dengue NS1 Ag STRIP, quando utilizado em 15 minutos. Silva et al. (2011) analisaram a
deteccdo da glicoproteina NS1 em pacientes com RT-PCR confirmados e mostraram que de
54 amostras avaliadas e coletadas entre o primeiro e o terceiro dia de sintomas, 50 foram
positivas.

Neste estudo, foram avaliados 52 pacientes de ambulatério, que estavam entre o
primeiro ao quinto dia de infeccdo para deteccdo da glicoproteina através do teste
imunocromatografico (Dengue NS1 Ag STRIP), sendo que apenas 11 (22,9%) foram
positivos, ndo corroborando com estudos de Dussart et al. (2008) e Silva et al. (2011), que
apresentaram uma alta positividade para deteccdo de NS1 através do teste rapido. Estudos
realizados por Bessof et al. (2008) e Tricou et al. (2010) demonstraram que a eficiéncia do
teste imunocromatografico NS1 é varidvel, pois pacientes que apresentaram infeccdo
secundaria de dengue tiveram um resultado negativo para deteccdo de NS1. Hang et al.
(2009), sugerem que a negatividade pelo teste de NS1 em uma infeccdo secundaria poderia
ocorrer devido a ligacdo do anticorpo IgG com a proteina NS1, pois durante os primeiros dias
da infeccdo secundéaria, uma quantidade substancial da proteina NS1 pode ter se ligado aos
anticorpos especificos 1gG formados na fase aguda da infeccdo primaria.

Tricou et al. (2010), também sugerem que a baixa positividade do teste poderia estar
relacionada a uma baixa carga viral dos pacientes infectados. No entanto, dos 11 pacientes
positivos para NS1 no presente estudo, 6 foram positivos para IgM e 1gG, indicando uma
possivel infeccdo secundaria, e por apresentar uma diferenca irrelevante, ndo podemos afirmar
com certeza que a presenca de uma infeccdo secundaria seria um fator determinante para a
baixa sensibilidade do teste imunocromatografico. Estudos anteriores também relataram
diferenca na sensibilidade do teste em relagdo ao sorotipo do virus, sendo que pessoas
infectadas com os sorotipos 2 ou 4 foram as que mais apresentaram baixa sensibilidade no
teste (para DENV-1, 93%, DENV-2, 82%, DENV-3, 87%, DENV-4, 71%) (BESSOF et al.,
2008; 2010). Neste estudo, dentre os pacientes de ambulatério que foram positivos no teste
rapido para deteccdo de NS1, apenas 4 foram positivos no RT-PCR, sendo que 3 pacientes
estavam infectados com 0 DENV-2, concordando com Bessof et al. (2008; 2010), e que pode

ser outro fator para explicar a baixa positividade do teste imunocromatografico neste estudo,
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além da suposicdo de Tricou et al. (2010) de que os pacientes podem ter apresentado uma
baixa carga viral, influenciando também no resultado do teste.

Em relagdo aos 34 pacientes hospitalizados, apenas 3 pacientes foram positivos no
teste imunocromatografico NS1. E valido ressaltar, que a maioria dos pacientes internados
possuiam mais de cinco dias de sintomas, corroborando com outros estudos como os de
Castro-Jorge et al. (2010) e Wang e Sekaran (2010), que demonstraram que o diagnostico
através do NS1 possui uma maior sensibilidade quando realizado nas amostras coletadas entre
0 primeiro e até no maximo no quinto dia de sintomas.

A outra forma de deteccdo da glicoproteina NS1 é realizada através de ensaios
imunoenziméticos (ELISA). Este ensaio é mais sensivel e possui um custo mais baixo do que
0 teste imunocromatografico, também é rapido e de facil execugdo e assim como o teste
rapido NS1, ndo necessita de laboratérios de grandes infra-estruturas, entretanto, tem como
desvantagem a nao-identificacdo dos sorotipos que causam a infeccdo (GUZMAN et al.,
2010). Neste estudo, o teste de ELISA NS1 conseguiu detectar, dentre os 86 pacientes, 0
antigeno NS1 em 23 (26,7%), sendo que, 14 pacientes eram de ambulatério e 9 estavam
hospitalizados. Todos os pacientes que foram positivos no teste imunocromatografico NS1,
também foram positivos no ELISA-NS1. Observa-se através deste resultado, que o teste de
ELISA NS1 apresentou uma maior positividade que o teste imunocromatografico NS1, mas
ainda assim, o teste obteve uma baixa positividade ndo corroborando com o estudo de Osorio
et al. (2010) que demonstraram uma grande positividade do teste, sendo que dentro de 310
amostras de soro, 218 foram positivas no teste imunoenzimatico para deteccdo da NS1. O
teste de ELISA-NS1 ainda identificou a infeccdo por dengue em 3 pacientes (dois de
ambulatério e um hospitalizado) que foram negativos nos diagnésticos de RT-PCR, NS1
imunocromatogréafico, no ELISA-IgM e no teste rapido para detec¢do de IgM.

Os fatores que explicam a baixa sensibilidade desta técnica podem ser 0os mesmos
elucidados para o teste imunocromatografico de deteccdo de NS1, como, a baixa carga viral,
relacdo com o sorotipo e periodo de coleta (como no caso dos pacientes hospitalizados).
Dentre os 14 pacientes de ambulatério positivos no ELISA-NS1, 7 pacientes foram positivos
no ELISA-IgM e ELISA-IgG, sugerindo infeccdo secundaria. Desta forma, percebe-se que a
presenca de anticorpos da classe IgG podem influenciar na positividade do teste, como
sugerido por Hang et al. (2009), entretanto, de acordo com 0s nossos resultados, este fato

parece nédo ser o fator principal para a baixa positividade do teste.
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A priori, um paciente que se encontra hospitalizado, possivelmente possuiria uma
maior carga viral, e um maior nivel sérico de glicoproteina NS1 no soro, no entanto, esta
glicoproteina é somente detectada nos primeiros dias de sintomas (ALCON et al., 2002), fato
que explica a baixa positividade nos pacientes hospitalizados. Ainda ndo se conhece as razoes
que podem levar um paciente a forma mais grave da doenca. Contudo, existem diversas
teorias que tentam explicar o desenvolvimento das formas graves. A primeira hipotese
relaciona o aparecimento da FHD a viruléncia da cepa infectante, a segunda, teoria de
Halstead, a FHD esta relacionada com infeccdes sequenciais por diferentes sorotipos. Outra
hipdtese sugere que a resposta imunoldgica na segunda infeccdo € exacerbada, resultando
numa forma mais grave da doenca, €, por fim, uma hipotese integral de multicasualidade que
explica a que FHD ¢ resultado da interacdo dos fatores das duas primeiras teorias descritas,
acompanhados de fatores dos hospedeiros como, idade, sexo, etnia, genética e estado
imunolégico do paciente (HALSTEAD, 1988; LEITMEYER et al., 1999; GUZMAN;
KOURI, 2003; ROTHMAN, 2004).

Comparando os testes de NS1 e RT-PCR, o primeiro possui diversas vantagens, que
incluem a rapidez, o custo-beneficio, a facil aplicacdo e padronizacdo, 0 que propicia a
pesquisa em paises pobres (HU et al., 2011). Ding et al. (2010), através de seu estudo com
pacientes na fase aguda, mostraram que de 153 pacientes com dengue confirmada por testes
de RT-PCR e ELISA-IgM, 147 foram positivos somente no NS1, sugerindo que o ultimo
realmente possui mais vantagens que o RT-PCR para o diagnostico de dengue na fase aguda.
No presente estudo, o teste de ELISA-NS1, apesar de uma baixa positividade (26,7%), ainda
conseguiu identificar a infeccdo em um maior nimero de pacientes quando comparado ao RT-
PCR, que identificou a infeccdo em apenas 16 pacientes, corroborando com o estudo de Ding
et al. (2010).

Dentre os diagnosticos para dengue, a técnica da PCR tem se tornado uma
importante ferramenta, revolucionando o diagnostico laboratorial, tanto para a deteccdo de
infeccdo por dengue como no diagndstico para outras infeccdes (DE PAULA et al., 2004;
DUTRA et al., 2009). Esta técnica tem como principais caracteristicas sua rapidez de
realizacdo e boa sensibilidade (DAS et al., 2008; PEELING et al., 2010; DOMINGO et al.,
2010).

O RT-PCR e 0 gPCR tém substituido gradativamente o isolamento viral, e, apesar
deste dltimo ser ainda considerado o “padrdo ouro” por apresentar boa especificidade e

capacidade de deteccdo do sorotipo, 0 mesmo precisa de um grande periodo para confirmacéo
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do diagndstico, pois vai depender do crescimento das células, e, além disso, € um teste que
para ser realizado necessita de pessoas especializadas para a sua realizacdo e laborat6rios
muito bem equipados (GUBLER, 1998; GUZMAN; KOURI, 2004; SHU; HUANG, 2004;
KAO et al., 2008). Muitos estudos tém demonstrado que a PCR tem apresentado uma maior
sensibilidade quando comparado ao isolamento viral, e ainda, consegue detectar o RNA do
virus mesmo quando as amostras de soro permanecem muito tempo armazenadas
(LANCIOTTl et al., 1992; POERSCH et al., 2005; SANTOS et al., 2008; DUTRA, 2009).
Muitos protocolos tém sido descritos para deteccdo do material genético do virus
dengue e diferem apenas no tipo de sequéncia-alvo (KAO et al., 2008; CHUA et al., 2011).
Entretanto, a PCR mais utilizada nos laboratérios ainda é a que utiliza o protocolo
desenvolvido por Lanciotti et al. (1992), pois através desta técnica se consegue, além de
detectar a infeccdo por dengue, pode-se identificar o sorotipo em uma Unica reacdo
(GUZMAN et al., 2010; CHUA et al., 2011). A técnica de RT-PCR multiplex desenvolvida
por Lanciotti et al. (1992) utiliza seis diferentes oligonucleotideos, no qual 2 primers séo
desenhados a partir de uma regido de consenso e 0s outros quatro primers sdo especificos para
cada sorotipo, permitindo a geracdo de fragmentos com tamanhos diferentes para uma
possivel diferenciacdo do sorotipo responsavel pela doenca. Esta reacdo possui sensibilidade
de 94% e 93% para DENV-1 e DENV-2, respectivamente, e 100% tanto para o0 DENV-3 e
DENV-4 quando comparadas com o isolamento viral (LANCIOTTI et al., 1992). Apesar da
técnica de RT-PCR possuir diversas vantagens, muitas desvantagens também tem sido
relatadas, como por exemplo, grandes possibilidades de contaminacdo, necessidade de
equipamentos de preciséo e profissionais aptos para a realizagdo deste teste, alto custo de
reagentes e aparelhos, necessidade de estocagem das amostras em temperaturas muito baixas,
devido a molécula de RNA viral ser muito sensivel (PARIDA, 2008; DUTRA et al., 2010).
Através da utilizacdo do RT-PCR desenvolvido por Lanciotti et al. (1992) alguns
estudos demonstram a ocorréncia de infecgdo simultdnea por mais de um sorotipo de dengue
em um mesmo paciente. Bharaj et al. (2008) identificaram 39 pacientes que possuiam
diversas combinacBes entre os sorotipos em um surto de dengue na India, sendo que os
pacientes infectados com os sorotipos DENV-1 e DENV-3 foram os mais comuns. Dentre 0s
pacientes co-infectados, seis foram classificados, de acordo com critérios da Organizacédo
Mundial da Saude, com FHD. Araujo et al. (2006) também relataram um caso de co-infec¢do

com o0s sorotipos 2 e 3 no Ceard, ocorrido em 2003 em um paciente residente em Taua.
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Mesmo com uma infec¢do dupla, este paciente apresentou sintomas leves. No presente estudo,
nenhum paciente com dengue estava infectado com mais de um sorotipo.

Embora o RT-PCR seja uma técnica de bastante aceitacdo e possuir muitas
vantagens, neste estudo, entre os 86 pacientes que participaram da pesquisa, apenas 16
(18,6%) foram positivos para este diagnostico, sendo que 6 pacientes foram atendidos no
ambulatério e 10 estavam hospitalizados, demonstrando uma baixa positividade da RT-PCR,
contestando estudos de Shu & Huang (2004) e Saxena et al. (2008) que afirmaram que esta
técnica seria uma possivel substituta, com melhor sensibilidade, para o isolamento viral.
Castro-Jorge et al. (2010), demonstraram que através da técnica de RT-PCR, seguindo o
protocolo de Lanciotti, foi possivel detectar o RNA viral em 63% de amostras de soro
positivas para IgM, enquanto no presente estudo a positividade foi de apenas 18,6%. Neste
estudo, o teste RT-PCR sozinho, conseguiu detectar o RNA em cinco pacientes (3 de
ambulatorio e 2 hospitalizados).

Dentre os sorotipos encontrados nos pacientes de ambulatério, cinco haviam sido
infectados pelo DENV-2 e um infectado pelo DENV-1. Apesar das amostras de soro dos
pacientes de ambulatério utilizadas para deteccdo do RNA terem sido coletadas até o quinto
dia de sintomas da doenca, alguns fatores devem ser levados em conta para a elucidacao desta
baixa positividade, tais como, a degradacdo do RNA viral que pode ter ocorrido em varias
etapas: durante a preparacdo da reacdo, no manuseio das amostras colhidas, transporte e
acondicionamento das mesmas (SANTOS et al., 2008). Outro fator de suma importancia foi
descrito por Reynes et al. (2003), que apontaram uma falha no protocolo de Lanciotti na
deteccdo do DENV-1, no qual foi aconselhado mudancas no protocolo original, visando a
identificacdo de novas linhagens.

No ano de 2010, segundo a SESA, o sorotipo circulante mais isolado no Estado do
Ceara foi o DENV-1, o que provavelmente foi responsavel pelos casos graves e que ndo
ocorriam no Estado desde 2006. Devido o DENV-1 ter sido prevalente, possivelmente a
técnica de RT-PCR ndo conseguiu detectar estes sorotipos neste trabalho. Alves (2005)
observou que o protocolo de Lanciotti poderia ndo estar detectando todas as linhagens do
virus dengue circulantes no Recife, pois de 72 amostras analisadas no Laboratério de
Virologia e Terapia Experimental do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes, 20 foram
positivas para a deteccdo de IgM e apenas 20% das amostras que tiveram deteccdo de IgM
foram positivas através da técnica de RT-PCR. Acredita-se que a variabilidade genética que

estes virus estdo expostos, pode ter sido imposta a sequéncias de nucleotideos da regido do
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genoma viral que foi alvo do desenho dos primers. E vélido ressaltar, que a sensibilidade do
diagnostico através do RT-PCR ¢é varidvel ndo somente de acordo com o protocolo adotado,
mas também devido a utilizacdo de diversos outros reagentes, como por exemplo, primers,
enzimas, tampdes, sequéncia-alvo do genoma, condi¢cdes das reacbes. Enfim, qualquer um
destes critérios pode influenciar os resultados de uma reacdo de PCR (KAO et al., 2005).

Mesmo as amostras dos pacientes hospitalizados terem sido coletadas depois de
cinco dias de infecgdo, o RT-PCR ainda conseguiu identificar o material genético em dez
pacientes, inclusive, em um paciente que se encontrava no décimo dia de doenca, sugerindo
gue o mesmo poderia estar com uma elevada carga viral e demonstrando desta forma uma
possivel relagdo entre carga viral e gravidade da doenca. Um estudo realizado no Tahiti com
criangas internadas demonstrou que a deteccdo da infecgdo por dengue por RT-PCR s6 foi
possivel até o terceiro dia de sintomas (MURGUE et al., 2000). No presente estudo, 0s
sorotipos isolados nos pacientes hospitalizados foram o DENV-2 e DENV-3, sendo o0 sorotipo
2 0 mais comum encontrados em 9 pacientes. Thomas et al. (2008) observaram que o0 DENV-
2 esta ligado a complicac@es, principalmente se este paciente infectado pelo DENV-2 estiver
em uma infeccdo secundaria. Nisalak et al. (2003), também demonstraram que 0 DENV-2
estava ligado a casos de FHD em infec¢Ges secundarias de dengue na Tailandia. Nesta
pesquisa, 8 dos 10 pacientes hospitalizados tiveram o anticorpo IgG detectado, caracterizando
uma possivel infeccdo secundéria, corroborando com os dados de Thomas et al. (2008) e
Nisalak et al. (2003). Entretanto, nos pacientes de ambulatorio deste estudo, dos cinco
positivos por RT-PCR e infectados com sorotipo 2, quatro também tiveram o IgG detectado,
demonstrando que a relacdo entre o sorotipo infectante e a gravidade da doenca ainda é
bastante contraditoria, como ja sugerido em outros trabalhos (GUBLER, 1998).

Dentre os testes sorologicos, 0 ELISA-IgM é o mais utilizado na rotina laboratorial.
Este teste oferece uma boa sensibilidade e especificidade, € de simples execucéo, pratico e
pode ser realizado em qualquer laboratorio de rotina, no entanto, para uma melhor eficécia, o
melhor periodo para realizacdo do mesmo € a partir do quinto dia de sintomas da doenca,
periodo no qual a pessoa infectada pelo virus dengue passa a produzir anticorpos (DE
PAULA et al., 2004; WHO, 2009; GUZMAN et al., 2010). Um fato de grande importancia e
que deve ser levado em consideracdo para a eficacia do teste, € o comportamento dos
anticorpos, pois este difere entre a infeccdo priméria e a secundaria. Quando ocorre na
infeccdo primaria, os anticorpos da classe IgM comecam a ser detectados, geralmente, a partir

do quinto dia de doenca, enquanto numa infeccdo secundaria, os anticorpos passam a ser
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detectados mais cedo, mas em menores quantidades. Estes diferentes padrdes de resposta
podem comprometer o resultado do diagndstico (SA-NGASANG et al., 2003; WHO, 2009).

Apesar da técnica ELISA-IgM ser a mais utilizada na rotina laboratorial, a mesma
apresenta diversas desvantagens, como por exemplo, a baixa sensibilidade antes do quinto dia
de sintoma, pode apresentar reacdes cruzadas com outras flaviviroses e ndo detecta o sorotipo
infectante (GUBLER, 1998; PEELING et al., 2010).

Neste estudo, o teste de ELISA-IgM apresentou resultados satisfatérios. Dentre os 86
pacientes apenas 68 foram avaliados, pois 18 pacientes ndo tiveram a segunda coleta
realizada, porque seis pacientes que estavam internados foram transferidos de hospital e doze
pacientes atendidos no ambulatério ndo retornaram para a segunda coleta. Trinta e oito
(55,8%) foram positivos para esta técnica, sendo que 22 foram atendidos no ambulatério e 16
estavam hospitalizados. De todos os diagnoésticos aplicados, o ELISA-IgM apresentou uma
maior positividade, e, quando realizado sozinho, 0 mesmo conseguiu identificar a infeccao
por dengue em trés pacientes de ambulatério. No entanto, um estudo realizado por Khan et al
(2009), durante um surto de dengue no Paquistdo em 2006, demonstraram que quando as
técnicas de RT-PCR e ELISA-IgM foram comparadas, o teste molecular apresentou uma
maior positividade, sendo que dentre 83 amostras de casos suspeitos de dengue, 0 RT-PCR foi
positivo em 73 (87,9%) pacientes, enquanto o ELISA conseguiu detectar a infeccdo em 61
(83,6%), ndo corroborando com os resultados do presente estudo. Khan et al. (2009), também
enfatizaram que apesar do RT-PCR apresentar uma positividade maior, mesmo com pouca
diferenca quando comparado ao ELISA-IgM, os testes sorologicos tém um papel importante
no diagndstico, pois sdo técnicas de baixo custo e facilmente disponiveis principalmente nos
paises endémicos, e, a sensibilidade e especificidade dos kits comerciais podem ser variaveis,
portanto a avaliacdo destes kits é de grande importancia para um aprimoramento no
diagnostico. Velathanthiri et al. (2006), em um estudo realizado no Sri Lanka, mostraram que
0s testes soroldgicos sdo mais Uteis para deteccdo de dengue, pois dentre 226 pacientes com
dengue-simile, o anticorpo IgM foi detectado em 117 (81,8%), enquanto o RNA viral foi
detectado em apenas 27 (11,9%) pacientes, corroborando com os achados do presente estudo.
No trabalho de Velathanthiri et al. (2006), as amostras dos pacientes foram coletadas entre o
primeiro e o oitavo dia de sintomas, e o IgM foi detectado, inclusive, em pacientes que
estavam no primeiro dia de infeccédo. Entretanto, foi observado que com o passar dos dias de
infeccdo, a positividade tornou-se mais intensa. No presente estudo, o teste de ELISA-IgM foi

realizado nas amostras dos pacientes que estavam entre o terceiro e o décimo primeiro dia de
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sintomas, e foi observado que, ao passar do tempo, a infec¢do tornou-se mais presente, sendo
0 sexto e 0 nono dia os mais frequentes. Vale ressaltar que o IgM foi identificado em um
paciente que estava no terceiro dia de infeccdo e outro que estava no quarto dia.

Em um estudo realizado por Hunsperger et al. (2009), foi evidenciado que os testes
realizados para deteccdo de IgM, apesar de serem Uteis para a vigilancia e de servirem como
suporte para o diagnostico de dengue em conjunto com os sintomas clinicos e fornecerem
informac@es epidemioldgicas, ndo deveriam ser utilizados para a confirmagdo da doenga em
paises endémicos, pois o IgM persiste por mais de 60 dias, e a presenca do mesmo pode
indicar que uma infeccdo de dengue ocorreu ha cerca de dois ou trés meses atras.

Outro teste de grande importancia para a constatacdo de uma possivel infeccao
secundaria, também foi realizado neste estudo através do ensaio de ELISA, para a detec¢do de
anticorpos IgG em amostras coletadas dos pacientes entre o primeiro e 0 quinto dia de
infeccdo. Dentre os 52 pacientes de ambulatério, um paciente ndo foi avaliado, pois nao tinha
mais amostra de soro. O teste foi realizado em 51 pacientes e 39 (76,4%) foram positivos para
este teste. Dentre os 39 pacientes positivos para 1gG, 16 foram positivos também para IgM,
indicando uma possivel infeccdo secundaria, enquanto 6 foram positivos somente para IgM,
indicando uma possivel infeccdo primaria. Entre os pacientes hospitalizados, 27 (79,4%)
foram positivos para a deteccdo do anticorpo IgG anti-dengue. Entretanto, dos pacientes
positivos para 1gG, 15 tiveram deteccdo positiva de IgM, também indicando uma possivel
infeccdo secundaria e apenas 1 foi positivo para IgM, sugerindo uma infeccdo primaria.
Thomas et al. (2008), observaram diferencas significativas em pacientes com infeccdes
primérias e secundarias, sendo que, dos 146 pacientes avaliados, 78 apresentaram infeccéo
primaria por dengue, enquanto, 39 foram confirmados com infec¢do secundaria. Todos os
pacientes com infeccdo de dengue pela segunda vez foram diagnosticados com FHD, a forma
mais grave da doenca. Neste estudo, ndo observamos diferenca entre pacientes recrutados no
ambulatdrio e pacientes hospitalizados em relacdo a gravidade da doenca em uma possivel
infeccdo secundéria, contradizendo dessa forma, os dados de Thomas et al. (2008). Segundo
Guzman & Kouri (2003), a infeccdo secundaria parece ser o principal fator de risco para
FHD, entretanto, outros fatores como: imunidade do hospedeiro, o virus e as condigcdes
epidemiolodgicas também sdo importantes. Os autores também levantam a discussao de que 0s
fatores que levam ao desenvolvimento das formas mais graves sdo ainda bastante incoerentes.

Muitos Kkits comerciais de ELISA para deteccdo de IgM e I1gG tém sido

desenvolvidos com o objetivo de facilitar o diagnostico dos pacientes com dengue. Estes
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testes possuem sensibilidade e especificidade variadas, entretanto, tém se mostrado de grande
importancia no diagndstico de dengue e na diferenciacdo entre infeccdes primarias e
secundarias. A maioria destes testes utiliza a combinagéo dos quatro sorotipos e os resultados
estdo disponiveis dentro de 15 a 90 minutos (dependendo do fabricante), no entanto,
resultados falso-positivos também ja foram relatados (VAUGN et al., 1998; WU et al., 2000;
PEELING et al., 2010).

Neste estudo, os pacientes também foram avaliados através do teste
imunocromatografico para deteccdo de IgM e IgG. As amostras utilizadas foram as da
segunda coleta, portanto, esta técnica foi aplicada somente em 68 pacientes. Através deste
teste, a deteccdo de IgM ocorreu em 36 (52,9%) pacientes, sendo 19 de ambulatério e 17
internados e a detecgdo de IgG ocorreu em 39 (57,3%) pacientes, cujo 17 eram de ambulatorio
e 22 hospitalizados. Quando comparado ao teste de ELISA-IgM, observamos que este
apresentou uma positividade um pouco maior, pois conseguiu detectar a doenca em dois
pacientes que ndo foram positivos para IgM através do teste rapido IgM. Entretanto, o teste
rapido apresentou uma boa positividade quando comparado com as outras técnicas realizadas
(teste imunocromatografico NS1, ELISA-NS1 e RT-PCR), evidenciando que o diagndstico
por este teste, na deteccdo de anticorpos, se mostra util e que poderia ser utilizado na rotina
laboratorial. Nga et al. (2007), demonstraram através de um estudo de comparacédo de testes
rapidos com o ELISA, que dentre 200 amostras de pacientes, 78 pacientes foram positivos
para IgM e 100 para IgG pelo teste imunocromatografico Pan Bio cassete, e pelo ELISA, 162
pacientes tiveram o anticorpo IgM identificado. O autor ainda relata que apesar da facilidade
de uso, os testes imunocromatograficos possuem um valor limitado para o diagnostico e que
precisam ser melhorados para a implantagcdo na rotina, diferentemente dos resultados
encontrados no presente trabalho. Para Blacksell et al. (2011) os testes imunocromatograficos
apresentam uma boa sensibilidade, e quando em combinacdo com o diagndstico para deteccdo
de NS1, a sensibilidade e especificidade aumentaram. No entanto, em regifes endémicas
existe uma maior probabilidade de ocorrer falso-positivos IgM/IgG, devido a persisténcia de
anticorpos de uma infeccdo de dengue anterior ou de uma infeccdo causada por um outro
flavivirus. Portanto, mais estudos sdo imprescindiveis para determinar os melhores antigenos
de diagndstico, ndo s6 para a infeccdo por dengue, mas também para outras enfermidades em
que a sorologia néo é suficientemente sensivel durante a fase aguda. Um diagnostico réapido e

preciso na fase aguda é essencial na melhoria do manejo dos pacientes.
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A dengue representa a mais importante arbovirose do mundo, em termos de
morbidade e mortalidade e, considerando a sua variedade de sintomas, torna-se bastante
dificultoso distingui-la de outras infeccbes empregando apenas critérios clinico-
epidemioldgicos, por isso é de extrema necessidade a utilizacdo de métodos laboratoriais para
confirmacdo da doenca (GUZMAN; KOURI, 2003; CHUA et al., 2011). Devido ao amplo
espectro clinico da dengue, o Ministério da Salude recomenda a realizagdo de diagnostico
diferencial para outras diversas patologias, dentre as quais se encontra a leptospirose que
necessita ser diferenciada precocemente da dengue para tratamento especifico efetivo
(BRASIL, 2010).

A leptospirose humana é uma zoonose de ampla distribui¢do mundial e assim como a
dengue, possui um amplo espectro nas suas manifestagcdes clinicas, que variam desde formas
mais simples até formas mais graves, no qual é conhecida como sindrome de Weil. E na fase
inicial da infeccdo que a leptospirose se assemelha a outras patologias e 0s principais
sintomas sdo: febre abrupta associada a cefaléia, mialgia, dor retro-orbitéaria, entre outros
(VIJAYACHARI et al., 2008; EVANGELISTA; COBURN, 2010).

O diagndstico clinico da leptospirose baseia-se no quadro clinico e também em dados
epidemioldgicos, sendo confirmado por técnicas laboratoriais. Existem diferentes técnicas
utilizadas para a deteccdo da leptospirose, no entanto, 0 método laboratorial vai depender da
fase evolutiva em que se encontra 0 paciente. As principais técnicas sdo: o isolamento da
leptospira, o teste de microaglutinacdo (MAT), ELISA-IgM e PCR (DAHER et al., 2010b;
ADLER; MOCTEZUMA, 2010). O isolamento da bactéria permanece como diagnostico
principal, entretanto, esta técnica é muito dificil de ser realizada, pois necessita de um grande
periodo de cultura. Porém, esta técnica possui como vantagem, a capacidade de identificacdo
dos sorovares (BRASIL, 2011). O PCR, utilizado para deteccdo de DNA na fase aguda da
doenca, tem se mostrado bastante eficaz em diferentes estudos e diferentes protocolos tem
sido propostos para 0 aumento da eficacia do teste, contudo, este diagnéstico possui elevado
custo e laboratorios bem equipados (PEREZ; GOARANT, 2010; VILLUMSEN et al., 2010;
THAIPADUNPANIT et al., 2011). Os testes mais utilizados na rotina laboratorial séo o MAT
e 0 ELISA-IgM, no entanto, o diagndstico pelo ELISA vem se tornando cada vez mais
utilizado devido sua rapidez, facilidade e baixo custo. Porém, o MAT tem como caracteristica
principal a identificacdo do sorovar responsavel pela infeccéo, contudo, necessita de coletas
pareadas e € muito complicado para ser usado na rotina laboratorial (ARUMUGAM et al.;
BRASIL, 2011b).
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Estudos que realizaram a comparacao entre o MAT e ELISA demonstraram que a
deteccdo de anticorpos pelo ELISA tem se tornado mais eficaz, no entanto, casos de falso-
positivos foram observados (LEVETT; BRANCH, 2002; BAJANI et al., 2003). Bajani et al.
(2003), ainda relataram que quando utilizado na fase aguda, o teste de ELISA reduz sua
sensibilidade, sendo de 95% na fase de convalescéncia e 52,7% na fase inicial da infeccao,
comprovando que o ELISA apresenta uma maior eficacia entre o sexto e o sétimo dia de
sintoma. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos para o diagnostico na fase aguda da
leptospirose, permitindo que o paciente receba um tratamento correto, porque o tratamento
qguando empregado no curso inicial da doenca impede que o paciente evolua para as formas
mais graves (TOYOKAWA et al., 2011).

No Ceard, a leptospirose tem sido notificada desde 1995, sendo que em 2008 foi
registrado um surto em Varzea Alegre e em 2009, um dos anos com 0 maior nimero de casos
confirmados no Estado, perdendo apenas para o ano de 1995, onde foram notificados 192
casos suspeitos, no qual 85 foram confirmados. No ano de 2010, 29 casos foram confirmados
dentro dos 71 notificados (CEARA, 2011b). A partir destes dados, observa-se que a
leptospirose tem estado presente no Ceara, mostrando que é uma doenca de importancia local,
pois tem se mantido endémica.

Segundo o Ministério da Salde, sdo necessarios apenas dois sintomas de dengue
associados a febre para se considerar um caso suspeito de dengue, e quando estes sintomas
sdo relatados pelos pacientes, o caso deve ser notificado a Vigilancia Epidemioldgica. Além
disso, durante epidemias de dengue, o diagndstico do paciente € realizado apenas por critério
clinico-epidemioldgico (BRASIL, 2010). Portanto, devido a dengue apresentar sintomas
inespecificos, é provavel que muitos casos de dengue confirmados dessa forma, ndo sejam na
verdade dengue e sim infecgBes causadas por outros agentes etioldgicos, dentre eles, bactérias
do género Leptospira.

No presente estudo, 86 pacientes recrutados foram avaliados para dengue. Quarenta e
oito foram positivos para tal doenca. Apds todas as amostras terem sido testadas para infeccao
de dengue, 68 amostras de sessenta e oito pacientes, que tinham retornado para fazer a
segunda coleta, foram submetidas a pesquisa de anticorpos IgM anti-Leptospira através dos
testes imunoenzimatico e imunocromatogréfico. Cinco (7,3%) pacientes foram positivos na
deteccdo de IgM através do ELISA e 1 (1,47%) foi positivo pelo teste imunocromatografico.
Dentre os pacientes positivos para leptospirose, trés eram do sexo feminino e dois do sexo

masculino. Apesar de um pequeno nimero amostral, estes dados ndo corroboram com 0s
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dados da SESA, que relatou que 85,5% da populacdo atingida sdo homens. Daher et al.
(2010a), realizaram um estudo retrospectivo no Estado, e também, demonstraram a populagéo
masculina como a mais atingida. A média de idade entre os pacientes positivos foi de 32,4
anos, no entanto, como descrito anteriormente, neste estudo foram avaliados apenas pacientes
acima de 18 anos. Porém, segundo a SESA, a faixa etaria mais atingida esta entre os pacientes
de 20 a 49 anos (CEARA, 2011).

Em relacdo a distribuicdo mensal dos pacientes positivos para leptospirose, 0s
mesmos encontraram-se distribuidos entre os meses de fevereiro a junho, periodo que de
acordo com a SESA, é o momento no qual mais se notifica casos da doenca (CEARA, 2011).
Em um estudo que demonstra a ocorréncia de chuvas e a incidéncia de leptospirose,
Magalhdes et al. (2009) demonstraram que a doenca ocorre principalmente no periodo de
maior precipitacdo, ou seja, entre fevereiro a maio, e que, em junho a doenca ainda €
registrada.

A partir destes resultados, podemos sugerir que pode estar ocorrendo uma
subnotificacdo de leptospirose no Ceard, principalmente pela inespecificidade de sintomas e
pelo fato de tanto dengue como leptospirose ocorrerem nos periodos chuvosos. Portanto, é
necessario considerar a possibilidade de que quadros de leptospirose podem vir a ser
confundidos com dengue (LEVETT et al., 2000). E importante também orientar médicos e
pacientes, que a leptospirose ocorre no mesmo ambiente e periodo em que a dengue ocorre, e
que, os doentes devem ser cuidadosamente avaliados e monitorados. Estudos tém
demonstrado a confusdo do diagndstico entre dengue e leptospirose e vice-versa na rotina
médica, constituindo desta forma um grande problema para 0 manejo dos pacientes
(SANDERS et al., 1999; LEVETT et al., 2000). O diagndstico preciso e precoce é
indispensavel para a conduta clinica, visto que o tratamento apropriado dos pacientes
acometidos por dengue ou leptospirose sdo bastante diferentes, e também para que se tomem
medidas de vigilancia epidemioldgica e controle adequadas.

Brown et al. (2010), em um estudo de pesquisa de leptospirose em 590 pacientes
com suspeita de dengue na Jamaica, demonstraram que 314 tiveram sorologia positiva para
dengue e 27 apresentaram positividade para leptospirose. Souza et al. (2007), identificaram
anticorpos anti-leptospira em pacientes com suspeita clinica de dengue e de hepatite, em um
estudo realizado em Minas Gerais, sendo que dentre 215 amostras de pacientes com suspeita
de dengue, 34 foram positivas para leptospirose e entre 224 amostras com suspeita de

hepatite, sem confirmacéo diagnostica de hepatite viral, 20 foram positivas para leptospirose.
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O autor ainda ressalta a necessidade de alerta aos profissionais de saude, de que, a
leptospirose também é uma doenca febril e que os testes especificos para cada infec¢do séo
fundamentais para o esclarecimento clinico e para as acBes de vigilancia epidemioldgica.
Mesmo com um pequeno numero amostral para leptospirose, o presente estudo, corrobora
com os dados de Brown et al. (2010) e Souza et al. (2007), mostrando que ocorrem confusdes
diagndsticas entre paciente dengue-similes.

Além de confusdes diagnosticas entre dengue e leptospirose, co-infecgdes com estas
patologias, apesar de serem raras, podem acontecer (LEVETT et al., 2000; BRUCE et al.,
2005). No presente estudo, dois pacientes foram positivos em testes laboratoriais para dengue
e leptospirose sugerindo uma possivel co-infeccdo, sendo o paciente VMA positivo na técnica
RT-PCR para dengue e no ELISA-IgM para leptospirose. O paciente JBS foi positivo no
ELISA-IgM tanto para dengue quanto para leptospirose. Varios estudos tém evidenciado que
a co-infeccdo entre dengue e leptospirose é possivel, demonstrando mais uma vez a
necessidade de utilizacdo de diagnosticos especificos para ambas as doencas (RELE et al.,
2001; BEHERA et al., 2010; MEGUINS et al., 2010). Rele et al. (2001), em um relato de
caso realizado em Mumbai, demonstraram uma possivel co-infeccdo por estas patologias, em
duas pacientes que apresentavam quadro febril e com resultados positivos no teste de ELISA-
IgM para dengue e leptospirose e negativos no MAT. Meguins et al. (2010) também relataram
a co-infeccdo entre dengue e leptospirose em um estudo realizado na Amazonia, no qual um
paciente apresentou resultados positivos para dengue, através do MAC-ELISA, e para
leptospirose pelo teste ELISA-IgM e MAT. Os pacientes que apresentaram uma possivel co-
infeccdo no presente estudo foi atendido no ambulatério e ndo possuiam nenhum sinal de
gravidade (como manifestacdes hemorragicas) para ambas as doengas, sendo 0s sintomas
mais relatados anorexia, mialgia, artralgia e prostracdo. Apesar dos pacientes terem
apresentado resultados para as duas infecgbes, ndo se pode afirmar com certeza que foi
realmente uma co-infeccdo, pois ndo foi realizado outro teste mais especifico para
leptospirose, como por exemplo, 0 MAT. Vale ressaltar, que os anticorpos IgM tanto contra
dengue quanto contra leptospirose podem estar circulantes por um longo periodo (WINSLOW
et al, 1997; GUBLER, 1998). Entretanto, mesmo ndo realizando outras técnicas de
diagndstico, Behera et al. (2010) consideraram como co-infeccdo um paciente que possuiu
positividade nos testes de ELISA para deteccdo de anticorpos anti-dengue e anti-Leptospira.

O teste de ELISA-IgM foi aplicado nas amostras coletadas no periodo entre o sexto e

décimo dia de sintomas. Anticorpos da classe IgM na leptospirose comecam a surgir a partir
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do terceiro dia de infeccdo, podendo persistir até 5 meses (WINSLOW et al, 1997). Assim,
como todas nossas amostras foram colhidas a partir do quinto até o décimo dia de sintomas,
com excegdo de trés pacientes que tiveram amostras colhidas no terceiro (2 pacientes) e no
quarto dia (1 paciente) de infeccdo, todas estavam dentro deste intervalo de tempo, permitindo
gue ambos os testes fossem viaveis para deteccdo da doenca. O kit de ELISA utilizado foi o
PanBio®, que possui sensibilidade apropriada, diminuindo a probabilidade de falso-negativos
(ZOCHOWSKI et al., 2001).

Dentre as amostras testadas para leptospirose, o teste de ELISA apresentou uma
maior positividade quando comparado com o teste imunocromatografico, detectando a
leptospirose em 5 pacientes, enquanto o teste rdpido detectou somente em um, nao
corroborando, desta forma, com trabalhos de Sehgal et al. (2003), que demonstraram em um
estudo realizado na India, que o teste imunocromatografico foi tdo sensivel quanto o ELISA.
Sehgal et al. (2003) evidenciaram que quando os testes foram utilizados durante a fase de
convalescéncia, a sensibilidade foi ainda maior (86%;87,7%).

Blacksell et al. (2006b), evidenciaram em um estudo realizado em Laos, que o teste
rapido utilizado nas amostras de pacientes na fase de convalescéncia apresentou baixos
resultados quando comparados ao ELISA-IgM (47,8%; 65,2%). No entanto, Blacksell et al
(2006b), ainda compararam os resultados do ELISA e do teste rapido ao MAT e observaram
que o ultimo foi 0 mais sensivel, com 78,2% de sensibilidade, sugerindo que tanto o ELISA
guanto o teste imunocromatografico apresentaram baixos resultados. Cohen et al. (2007)
demonstraram, a partir de um estudo na Tailandia com pacientes febris, que testes rapidos de
captura de anticorpos contra dengue e contra leptospirose, apresentam boa sensibilidade
apenas quando realizados na fase de convalescéncia, visto que, na fase aguda poucas amostras
foram positivas para as doencas citadas anteriormente. O estudo ainda indicou o re-teste em
pacientes que continuam com os sintomas, mas que foram negativos no primeiro diagnéstico
seja realizado.

E de grande importancia o estudo de diagnéstico para leptospirose, pois esta doenca
apresenta diversas manifestacdes clinicas assemelhando-se com outras infeccdes, dentre elas a
dengue, e, apesar da existéncia de diferentes técnicas laboratoriais, cada uma com vantagens e
desvantagens, poucas sao utilizadas na detec¢éo precoce da doenga.

Os principais sintomas dos pacientes positivos para leptospirose neste estudo foram
febre (100%), cefaléia (80%), dor retro-orbitaria (40%), mialgia (80%), artralgia (60%),

prostracdo (100%) e exantema (20%). Outros sinais e sintomas como anorexia, desidratacéo,
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nauseas, vomitos, prurido, diarréia e tosse também foram relatados. Daher et al. (2010a)
realizaram um estudo retrospectivo no Ceard e demonstraram que 0s principais sinais e
sintomas foram febre (96,5%), cefaléia (74,6%), mialgia (92,5%), ictericia (94,5%), vémitos
(71,6%), desidratacdo (63,5%) e calafrios (62,2%). Apesar da ictericia ndo ter sido
evidenciada neste estudo, os achados deste trabalho corroboram com os dados de Daher et al.
(2010a). Vale salientar, que dentre os 5 pacientes positivos para leptospirose 3 estavam
internados, e que provavelmente tenham desenvolvido alguma das formas mais graves da
leptospirose.

Os principais sinais e sintomas mais relatados entre os pacientes positivos para
dengue foram cefaléia (89,5%), dor retro-orbitaria (50%), mialgia (85,4%), artralgia (64,5%),
prostracdo (56,2%) e exantema (53%). Observa-se que mesmo com maior frequéncia, estes
mesmos sintomas foram relatados também pelos pacientes positivos para leptospirose,
demonstrando a similaridade de sintomas entre estas infecc¢des e corroborando com trabalhos
de Brown et al. (2010) que também observaram a paridade de sintomas entre pacientes
positivos para dengue e leptospirose.

Ao final do estudo, mesmo apos a realizacdo de diversas técnicas de diagnostico para
dengue e em seguida para leptospirose, 35/86 pacientes permaneceram negativos e sem
nenhum diagnostico etioldgico especifico e, portanto, foram classificados como pacientes
com sindrome febril indiferenciada (SFI). Desta forma, pode-se sugerir que estes pacientes
foram acometidos por outros agentes infecciosos que ocasionam um quadro clinico
inespecifico semelhante ao de dengue ou leptospirose e que ndo foram estudados neste
trabalho, ou até mesmo pelos agentes aqui estudados, mas que nao conseguiram ser
detectados pelas metodologias empregadas. Trabalhos tém mostrado confuséo diagnostica da
dengue e leptospirose com outras patologias, como hantavirose, rubéola e influenza A, os
quais podem estar sendo responsaveis por parte das sindromes febris e que aqui ndo foram
diagnosticadas (SILVA, EVANGELISTA, 2010; LIMA et al., 2011)

Continua um grande desafio para os profissionais de salde, principalmente das
regibes tropicais, um diagnostico correto de uma dada infeccdo, visto que muitas
enfermidades apresentam um quadro clinico semelhante. O diagnostico demorado leva ao uso
empirico de medicacdo diante da suspeita clinica, especialmente nos casos mais graves
(ELLIS et al., 2008).

Os resultados encontrados no presente trabalho demonstram que, durante epidemias

de dengue, outras infec¢des, dentre elas a leptospirose, sdo confundidas com a dengue. Mais
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estudos, com o objetivo de contribuir para um maior conhecimento de prevaléncia das
infeccBes humanas e da sintomatologia sdo necessarios, pois o controle de certas doencas s6 é
possivel quando o agente etioldgico é identificado, permitindo desta forma que medidas
preventivas sejam tomadas.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados no presente estudo podemos concluir que:

o Dentre os testes diagnosticos para deteccdo de antigeno, o ELISA-NS1
apresentou uma maior positividade quando comparado ao RT-PCR;

o A glicoproteina NS1 foi identificada através do teste de ELISA, principalmente
nos pacientes que estavam na fase inicial da doenca, enquanto nos pacientes hospitalizados a
positividade foi baixa;

o O teste NS1 imunocromatografico apresentou uma baixa positividade, tanto
nos pacientes de ambulatorio e nos internados;

o O RT-PCR, apesar de ter sido capaz de detectar o RNA do virus em apenas 16
pacientes, 0 mesmo identificou a infeccdo em pacientes hospitalizados que possuiam mais de
cinco dias de sintomas iniciais;

o O sorotipo DENV-2 foi 0 mais encontrado entre os pacientes positivos no RT-
PCR;

o Dentre os testes utilizados para deteccdo de anticorpo, 0 ELISA-IgM
apresentou uma maior positividade, e pode-se sugerir que o teste imunocromatografico para
deteccdo de IgM também apresentou uma boa positividade, uma vez que apenas dois
pacientes positivos no ELISA néo tiveram o anticorpo detectado pelo teste rapido;

o A deteccdo de IgG foi bastante alta, 76,7%. Foi possivel observar um nimero
bastante elevado de pacientes positivos para IgG que relataram ndo ter tido dengue
anteriormente;

o Foi observado que pode ocorrer confusdo diagnostica entre dengue e
leptospirose no Estado do Ceara, devido a grande similaridade de sintomas e superposi¢do da
sazonalidade;

o Dentre os testes utilizados para deteccdo de leptospirose, o teste de ELISA-IgM
apresentou uma maior positividade quando comparado ao teste imunocromatogréafico;

o Demonstra-se a necessidade de mais pesquisas para deteccdo de dengue e
leptospirose ainda no inicio da infeccdo, impedindo que o paciente evolua para as formas mais
graves da doenga, e, permitindo dessa forma, que sejam desenvolvidos programas de controle

epidemioldgico adequados para cada patologia.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOL OGIA E MEDICINA LEGAL

Coordenador do Projeto: Danielle Malta Lima

Grupo de investigadores: Jeova Keny Baima Colares
Danielle Malta Lima
Almira Monteiro
Laiane Fernanda de M. Bezerra

CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

A dengue € uma doenga causada por um virus, o virus Dengue, e acomete milhdes de pessoas no
mundo inteiro. No Brasil, a dengue vem aumentando a cada ano e apesar da grande quantidade de estudos ja
realizados, ainda existem muitas duvidas a respeito da doenga, como por exemplo, ndo ha um método de
diagnédstico rapido, niio hi um tratamento eficaz para os sintomas causados pelo virus dengue. Nosso
trabalho tem como objetivo estudar os diferentes métodos de diagnostico e as alteragdes causadas pelo virus
em nosso organismo. No sangue que vocé esta doando iremos fazer o diagndstico de dengue e
conseguiremos quantificar com exatiddo quantos virus dengue estarfio presentes no seu sangue. Para que
com isso, torne o diagnodstico mais rapido e eficaz, contribuindo para um diagnéstico mais precoce.

Gostariamos de convida-lo a participar deste trabalho que estamos desenvolvendo. Caso concorde
em participar do estudo, vocé devera apenas permitir a realizacdo de uma entrevista, seguida da coleta de 1
amostra de sangue (contendo 5ml de sangue) que vai durar no maximo 1/2 h. E uma segunda coleta sera
necessaria depois de cinco dias contando da data da sua primeira coleta. O tnico desconforto seré a picada
da agulha, e em alguns casos podera ocorrer a formagio de um pequeno hematoma (mancha roxa) no local
de onde foi retirado o sangue. Entretanto, faremos todo o possivel para que isto ndo acontega. Em resumo,
neste estudo néo esta previsto nenhum tipo de dano, e podera ajudar a entender melhor de que modo o virus
dengue age no organismo humano.

As amostras de sangue serdo enviadas para o laboratorio de Patologia da Faculdade de Medicina, e o
resultado do exame lhe sera comunicado assim que possivel. As amostras de sangue serfio utilizadas apenas
para esta a pesquisa.

Sua participagiio ¢ voluntéria, e sua identidade sera preservada e nido aparecera em momento algum
nos resultados do estudo. Nio ha obrigatoriedade alguma em participar deste estudo. Se vocé decidir ndo
participar, o seu seguimento e tratamento nesta unidade néo sofrerfo prejuizo algum.

Vocé niio recebera nenhum pagamento por sua participagdio nesta investigagio, mas vocé estara
ajudando a entender melhor sobre essa doenga.

Qualquer duvida, favor entrar em contato com Danielle Malta Lima no Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina pelo telefone (0xx85) 33668310/33668311, ou no Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Séo José de Doengas Infecciosas (0xx85) 34527880.

Mais uma vez, informamos que a participagdo neste estudo € completamente voluntaria e vocé pode
deixa-lo a qualquer momento.

Declaro que recebi uma cépia deste termo de consentimento e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas davidas. Reconhego que a minha participagéo € voluntaria.

De acordo:

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:
Testemunha:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Telefones para contato: Paciente

Fortaleza, /[ Impresséo digital
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APENDICE B - FICHA DE AVALIACAO INICIAL E SUBSEQUENTE

Datadaconsulta /[ Ndmero
MEDICO: Dr.(a)

Projeto Dengue 2010

Ficha de Avaliagédo Inicial (1° ao 5° dia)

Nome: ldade: Sexo:
Endereco: Bairro:
Cidade: Estado: Telefone: ()

OBS: Autoriza a ligagéo para sua residéncia para informar os resultados dos exames: [ Sim [ Nao

Critérios de inclusao:
e Febre =5 dias? 0Sim [ Nao Data inicio da febre: /

¢ Internado no HSJ? [18im [ Nao Data inicio da febre: /
¢ Minimo de 2 dos critérios abaixo (assinale):

[1Cefaléia [ Dor retroorbitaria [ Mialgias [1 Artralgias [1 Prostragao  [] Exantema

Critérios de exclusio:

[l Gestante [l<18 anos [J Uso de imunossupressores [l Nao concordou
U Possuir sinais de localizagdo que sugiram outra etiologia (ex: influenza, gastrenterite, amigdalite,etc)

Manifestagdes clinicas:

[1 Desidratacdo [] Edema [J Derrame pleural [ Ascite 1 Prurido [J Anorexia

[l Nauseas [ Vomitos [J Meningismo I Diarréia [ Ictericia U Palpitagbes
[J Rinorréia [1 Tosse [1 Expectoragao [1Dispnéia  [] Dor de garganta

[1 Outras:

Manifestagoes hemorragicas: [1 Nao

[1Gengiverragia [] Epistaxe  [] Equimoses [1 Petéquias [1 Hematuria
[ Metrorragia [] Hematémese [1Melena
++ Prova do lago: U Positiva [ Negativa U Néo realizada
[1 Qutras:
Antecedentes:
[0 Dengue  Periodo: Internagdo? [ Sim [ Néo Data: /[
[J Familiares/vizinhos com sintomas semelhantes [J Contato com ratos/enxurradas
[1 Viagem ultimos 30 dias Local: Periodo:
[JHAS [ Cardiopatia U IRA/IRC [UDM LDPOC [Asma [ Anemia falciforme [ HIV/Aids
[l Doenga péptica Ll Auto-imunes L[] Outros: [0 RG HSJ:

[JAINE [ Anti-agregantes  [J] Anticoagulantes [ Anti-hipertensivos

Sinais de alarme: [1 Nao

[1 Dor abdominal intensa [] Vomitos persistentes 0 4 PA posturalflipotimia 1 Oliguria
[J Hemorragia importante [] Sonoléncia/irritabilidade [ Hepatomegalia dolorosa [ + temp/hipotermia
O T abrupto hematécrite 0 L abrupta plaquetas [0 Desconforto respiratério [ Derrames cavit.

Sinais de choque: [ Nao
[J Hipotensao (PAq.< 90mmHg) [ PA convergente (diferencial < 20mmHg) [ Pulso rapido e fino
[1 Extremidades frias/cianose [l Enchimento capilar lento (> 2 seg)

Complicagdes: [l Ndo [ Neurolégicas [ Disfungéo cardio-respiratéria ] Hepaticas O Hemorragias [
Leucopenia (GB < 1000 [1 Plaguetopenia (Plag < 50000) [ Qutras:
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Datadaconsulta /[ Ndmero

MEDICO: Dr.(a)

Projeto Dengue 2010

Ficha de Avaliagao Subsequente

Nome: Idade: Sexo:
Enderego: Bairro:

Cidade: Estado: Telefone: ()

Controle:

+ Data inicio da febre: / (D= )

¢ Data inicio da avaliagéo inicial: ____ /

e Data1%coleta:___ /[ (Se diferente da data anterior)

o Data2coleta:_ /  (Se diferente da data de hoje)

Manifestagdes clinicas adicionais (Ndo presentes na avaliagdo inicial): [ Nao

[1 Cefaléia [ Mialgias U Dor retroorbitaria U Artralgias U Prostragéo [ Exantema
[1Desidratagdo [] Edema [1 Derrame pleural [ Ascite [J Prurido 1 Anorexia

[1 Nauseas [1 Vémitos [J Meningismo [1 Diarréia [ lctericia (1 Palpitacoes
[J Rinorréia [l Tosse U Expectoragéo [l Dispnéia [ Dor de garganta

[1 Qutras:

Manifestagdes hemorragicas (Durante todo o caso): [1 Nao

[1 Nao [1 Gengivorragia [1 Epistaxe [l Equimoses [1 Petéquias [] Hematuria
[0 Metrorragia [0 Hematémese [0 Melena
%+ Prova do lago: [ Positiva [1 Negativa [1Nao realizada
[J Qutras:
Sinais de alarme (Durante todo o caso): [1 Nao
(1 Dor abdominal intensa [J Vémitos persistentes 0 4 PA postural/lipotimia 0 Oliguria
[1 Hemorragia importante [l Sonoléncial/irritabilidade [ Hepatomegalia dolorosa [ + temp/hipotermia
0 T abrupto hematéerite [ 4 abrupta plaquetas [l Desconforto respiratério [ Derrames cavit.

Sinais de choque (Durante todo o caso): L1 Nao
[J Hipotensao (PAmax< 90mmHg) [ PA convergente (diferencial < 20mmHg) [ Pulso rapido e fino
[1 Extremidades frias/cianose [1 Enchimento capilar lento (> 2 seg)

Complicagoes (Durante todo o caso): [ Néo

I Neurolégicas L Disfungéo cardio-respiratoria Ll Hepaticas L[| Hemorragias
[0 Leucopenia (GB < 1000) 0 Plaguetopenia (Plag < 50000)
[1 Qutras: [1 Detalhes:

Evolugao (Desde primeira avaliagdo):

[1 Observagao < 24h [1 Observagao = 24h [1 Consultas emergenciais: n=
[J Internamento hospitalar [ Internamento UTI [1 Atendimento fora do HSJ
L Qutras: L Detalhes:

MAC ELISA: [ positivo [1 negativo [1 ndo realizado

1gG ELISA: [ positivo [J negativo [l nao realizado

Isolamento viral:  [] positivo [1 negativo [1 nao realizado

NS1: [ positivo [1 negativo [1 ndo realizado

RT-PCR: [] positivo [1 negativo [1 nao realizado
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ANEXO A - PARACER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DO HSJ.
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Protocolo N* 0312006 CAAE-0033 0 042 000-00
Titulo do Projeto:” Diagndstico allernativos em pacientos Com sutpeta de
dengue com lostes © virckigicos nogativos”

Arglisamos O projeto om questio, em reuniso ordindria do da 27 de
po de 2000 O ostudo tem como cbjetvo geral POIQUISAr O3 aentes
etoligicos: Febre Amarels, Hantavirose, Mayaro, Orupouchs e Leplospirose
om pacientes o diagnostico de Dengue negatvo atravis de tostes soroldgicos ¢
viroligicos

A pesquisa serd realzada ros ambulstivios de e na enfermaria do
Hospal 580 José de Doengas Infecciosas (HSJ) pelo médico infectologista Dr.
Joovs Xeny Baima Colares. O pacientes serdo recnados pod busca ativa de
casos, dentre homers o mudheres, com idade igual ou supenor 8 18 anos,
apresentando quadro fobrl, associado a pold menos dois dos soguintes
uniomas: cofaidia, dor retro-OrdEana, artraigis. miaigia o oxantema. slenddos
no HSJ. O projeto & submetido 30 edital do “Programa Primero Projetos” -
PPPFUNCAPICNPg. EDITAL FUNCAF 042000 ¢ aguarda financiaments. Os
aspectos #5008 foram mencicnados.

O projeto esth bem escrlo, segue Uma seqlincia Kgika ¢ apcesenta-se
congruenta com © método centifico. Aldm csso, tom potencial pama tazer
prandes beneficios para melora do dagnostco dleencial da dengue com
rela;50 & agentes eticidgicos causadores de doencas Importanios tas Ccomo a
Febre Amareld. as Hartavicoses e o Leplospirose
| Diante 80 €xp0oR0, © progto fol conuderado AFROVADO,

Lombramos a secessidade &0 emvio de relmdeio do andamento & projes
: (peitoetro pars 27 de jalho de 2010) ¢ de eelasdeio final quando & wea concluslo, além

---t-d-ddvdddvvvéév-—-‘—'-J

G que qualquer mrudasca ma peoposta do estudo, deverd pasar por wma peévia
avaliagso deste comind. Outrossin, comunicamos que, memalmente, o CEP-HS) estd
mositonndo pesquisas om execugdo po Hospital Sto José de Docegas lnfeccionns
escolindas aleatoriamente.

Fortaleza, 15 de agosto de 2009
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ANEXO B - NUMERO DE PROTOCOLO DE APROVACAO DO COMITE DE
ETICA DO HSJ.
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