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RESUMO

Uma epidemia de dengue tipo 1 se iniciou em Novembro de 1990 na Regido de
Ribeirdo Preto, Norte do Estado de Sdo Paulo. Foram confirmados por exames
laboratoriais cerca de 3.500 casos até fevereiro de 1991. A Unidade de Pesquisa em
Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, estudou soros de 502
pessoas suspeitas de apresentarem dengue. Fez-se o diagndstico sorolégico através do
método da inibigio da hemaglutinagdo (HAI) para dengue tipo 1 em 19% dos analisados.
Passou-s¢ a utlilizar um teste imuno-enzimdtico para dengue em culturas celulares
infectadas (EIA-ICC), que permite identificagdo simultinea de IgG e IgM. O EIA-ICC
embora menos sensivel quando comparado ao HAI (89%), mostrou-se mais eficiente,
porque: dispensou a obtengdo de segundas amostras séricas para o diagndstico; trata-se de
técnica simples, podendo ser efetuada em apenas 5 horas. O virus dengue tipo 1 foi
isolado do sangue de 21 pacientes, por inoculagio em células de mosquitos C6/36. Fez-se
a identifica¢fio dos virus isolados por método de imunofluorescéncia indireta, utilizando
anti-soro contra todos os flavivirus e anticorpos monoclonais tipo-especificos de dengue.
Os sintomas mais freqiientcmente observados em 71 individuos com diagnéstico de den-
gue confirmado foram febre (90% dos casos), mialgias (57%) ¢ artralgias (41%).

UNITERMOS: Dengue; Epidemia em Ribeirdo Preto; Diagndstico laboratorial,
Sintomatologia.

INTRODUCAO

Os 4 tipos de virus do dengue denominados
pelos nimeros 1, 2, 3 ¢ 4, pertencem a familia
Flaviviridae?. Estes virus s3o causa da mais impor-
tante arbovirose que afeta o homem, devido as epi-
demias explosivas de doenga febril, descritas em
vérias regides da terra, com alta morbidade, inca-
pacitando temporariamente milhdes de pessoas’®.
Também sfio causa de uma doenga grave, muitas
vezes fatal, denominada dengue hemorragico/
sindrome de choque do dengue (DHF/DSS)",

Grandes epidemias de dengue vém ocorrendo
no Brasil nos iltimos 10 anos. Apds 60 anos de
aparente auséncia do pafs, em 1981 ocorre um sur-
to de dengue em Boa Vista, Roraima, causando
7.000 casos. Nesta ocasifo, foram isolados os tipos

1 € 4 a partir de pacientes e do Aedes aegypti®®. No
Rio de Janeiro ¢ cidades satélites, em margo de
1986, inicia-se uma grande epidemia de dengue
tipo 12, Cerca de 80.000 casos foram notificados
até 1987. A maioria dos individuos infectados,
provavelmente mais de 3 milhdes, apresentou do-
enga febril com pequena gravidade'. Esta epide-
mia espalhou-se posteriormente pelo nordeste bra-
sileiro, atingindo Alagoas em junho e Ceard em
setembro de 1986. Também em Mato Grosso do
Sul ocorrem casos desde 1987'. A partir de abril
de 1990 comecam a aparecer casos de dengue tipo
2 no Rio de Janeiro e Niter6i'®. Mais de 17.000 ca-
sos de dengue foram notificados no Estado do Rio
de Janeiro em 1990, sendo aproximadamente 2%
como o DHF/DSS*.
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Finalmente, numa extensio da epidemia, o
dengue € introduzido no Estado de Sdo Paulo.
ApG6s um pequeno surto ocorrido no oeste do esta-
do em 1987%, rapidamente controlado, em novem-
bro de 1990, surgem os primeiros casos autdctones
de dengue tipo 1 na cidade de Ribeirdo Preto’.

Ribeirdo Preto situa-se a 21° ¢ 11" de latitude
sul e 47°¢ 49’ de longitude oeste, no norte do Esta-
do de Sao Paulo (Figura 1). A cidade tem 452.746
habitantes (1990) e é sede regional de governo
para 22 municipios, com populagdo total de
885.182 habitantes (1990). Trata-se de regido com
uma das maiores rendas per capita nacionais ¢ cuja
principal fonte de recursos € proveniente da

agroindistria canavieira®.

Foram confirmados por exames de laboratério
na Regido de Ribeirdo Preto, até o final de feverei-
ro, 3.234 casos de dengue na forma “benigna” (Fi-
gura 2). A epidemia de dengue espalhou-se por
vdrios municipios, tais como Brodésqui,

Jardindpolis, Jaboticabal, Pontal, Pitanguciras, Ser-
rana ¢ Sertdozinho (Figura 1) com 215 casos con-
firmados por laboratdrio até fevereiro. Também
vém ocorrendo casos em outras regides do estado’.

A Unidade de Pesquisa em Virologia da Fa-
culdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP
(UPV), vem participando no controle da epidemia
de dengue, fazendo o diagndstico laboratorial dos
casos atendidos no Hospital das Clinicas desta Fa-
culdade e orgdos de saidde publica. Pretende-se
com este trabalho informar sobre os métodos diag-
nésticos utilizados na UPV, discutindo resultados
obtidos e sintomas apresentados por um grupo de
pacientes.

MATERIAL E METODOS
Pacientes

Quinhentas ¢ duas pessoas de ambos 0s sexos,
com idades variando entre 1 e 76 anos, foram estu-
dadas pela UPV quanto 2 infecg@o por dengue, en-
tre os meses de dezembro de
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1990 e abril de 1991.
Diagnostico sorolégico

Inibi¢do da
hemaglutinagdo (HAI)

Os antigenos de dengue
tipo 1 utilizados no HAI fo-
ram preparados pelo método
da sacarose-acetona, a partir
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de cérebro de camundongos
infectados com a cepa
Mochizuki. Tratou-se os soros
humanos em teste com caolim
visando retirar inibidores
inespecificos da hemaglutina-
¢d0 e as hemaglutininas
inespecificas foram removidas

« Figura 1. Municipios que
compdem a Regido de Ribei-
rdo Preto (ERSA-50). Locali-
zagdo da Regido no Estado e
no Brasil. Estdo assinalados
com tridngulo os municipios
com mais de 50 casos de den-
gue notificados até fevereiro
de 1991.
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Figura 2. Casos de dengue notificados na Cidade e na Re-
gido de Ribeirdo Preto entre novembro de 1990 e fevereiro
de 1991 (dados do ERSA-50).

por absorgio em hemdcias de ganso. O teste HAI
foi efetuado em microplacas de 96 orificios e a
hemaglutinagfo, em pH 6.2, foi promovida com 4
a 8 unidades hemaglutinantes®, Parte das amostras
séricas testadas eram parcadas (fase de doenga ¢
ap6s 15 a 30 dias). Os resultados foram considera-
dos positivos quando ocorria elevagio maior do
que 4 vezes nos titulos séricos da segunda amostra
comparados aos da primeira. Também titulos mui-
to elevados (= 2.560), obtidos em qualquer amos-
tra, foram considerados positivos e relacionados a
infecgdes secundarias por flavivirus®.

Foram estudados por HAI 469 individuos ou
589 soros incluindo neste grupo mais de uma cen-
tena de segundas amostras (Figura 3).

Ensaio imunoenzimdtico em culturas de célu-
las infectadas

A partir de fevereiro de 1991 passamos a utili-
zar um teste imunoenzimitico em culturas celula-
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Figura 3. Nimero de materiais testados para dengue e tipos

de exames efetuados na Unidade de Pesquisa em Virologia,
entre os meses de dezembro de 1990 ¢ abril de 1991.
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res infectadas, para diagndstico soroldgico do den-
gue: o EIA-ICC (“Enzyme Immuno-assay on
Infected Cultured Cells)’. Para tanto, cultivou-se
em frascos estéreis de poliestireno
(DESCARPLAST), células do mosquito Aedes
albopictus, da linhagem C6/36, em meio de cultivo
Leibowitz 15, contendo 6% de soro fetal bovino,
10% de solugdo de fosfato de triptose, 100 U/ml de
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. As célu-
las foram mantidas a 28°C em atmosfera imida até
formarem monocamadas confluentes. Infectou-se
frascos com o virus do dengue tipo 1 estirpe RibH
830 (isolada de um paciente de Ribeirdo Preto e
identificada com anticorpos monoclonais'*), outros
frascos foram mantidos sem infecgfo. Incubou-se
5 dias a 28°C e transferiu-se as células para
microplacas de poliestireno estéreis contendo 96
orificios de fundo chato (CORNING-USA). As cé-
lulas foram colocadas numa quantidade de 10 por
100 pl por orificio, respeitando-se a seguinte or-
dem: células infectadas e ndo infectadas em colu-
nas de orificios alternadas. Apds incubagido
“overnight” a 28°C, as placas foram fixadas em
formalina tamponada pH 7 (37-40% de
formaldeido-100mi, fosfato de sddio dibdsico
anidro-6,5g, fosfato de sdédio monobdisico-4g ¢
4gua destilada-900 ml), acrescentando-se 50 ul por
orificio, e incubadas “overnight” a 4°C. Posterior-
mente, lavou-se 2 vezes os orificios em PBS e se-
cou-se. As placas, prontas para o teste, foram ar-
mazenadas a 70°C ou utilizadas imediatamente’,

O EIA-ICC propriamente dito foi efetuado
acrescentando-se 200 pl por orificio de uma solu-
¢io bloqueadora contendo gelatina a 5% em PBS ¢
incubando-se as placas a 37°C por 2 horas. Lavou-
se os orificios 3 vezes com Tween-20 a 0,05% em
PBS. Acrescentou-se a orificios contendo as c€lu-
las previamente infectadas com dengue tipo 1 (tes-
te) e aos contendo células ndo infectadas (contro-
Ie), 100 pl de cada soro humano analisado, nas
diluigdes 1/500, 1/2000, 1/8000 ¢ 1/32000 em
albumina bovina 0,5% em PBS. Incubou-se 1 hora
a 37°C, lavou-se os orificios 3 vezes com PBS-
Tween e, dependendo do interesse (detecgdo de
IgG ou IgM), acrescentou-se 100 il a orificios tes-
te e controle de imunoglobulina caprina anti-IgG
ou IgM humano - conjugada a peroxidase
(SIGMA-USA), na dilui¢do 1/2000. Incubou-se as
placas por 1 hora a 37°C, lavou-se os orificios 5
vezes com PBS-Tween ¢ acrescentou-se o
substrato ABTS (KIRKGAARD & PERRY-USA).
A leitura, visual, foi feita apés 10 minutos de incu-
bagdo a 37°C, comparando-se a cor verde em orifi-
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cios teste com auséncia de cor nos controles (Figu-
ra4)s,

Foram testados por EIA-ICC para dengue tipo
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Figura 4. EIA-ICC em microplaca para detecgdo simulta-
nea de IgG e IgM contra dengue tipo 1. Teste de 6.soros
humanos. *I - Coluna de orificios contendo células
infectadas com dengue tipo 1. **C - Coluna de orificios
controle, contendo células ndo infectadas. O soro H852
apresentou titulo de IgG para dengue tipo 1 de 32000 e IgM
de 500; o soro H887 mostrou IgG < 500 (negativo) e IgM
de 2000; o soro H1168, IgG de 2000 e IgM de 8000; o soro
H1183, IgG de 8000 e IgM de 2000; o soro H1221, IgG de
32000 e IgM de 500; o soro H1935, IgG e IgM < 500.

1, 107 soros, até abril de 1991 (Figura 3). Com
base em resultados obtidos previamente por HAI,
sclecionou-se soros de 74 pacientes de ambos os
sexos, idades entre 1 e 73 anos, colhidos em dife-
rentes tempos de doenga, visando analisar seus re-
sultados por EIA-ICC e compari-los com aqueles
do teste HAIL Foram utilizados na andlise os testes
estatisticos X2 (p<0,05) e coeficiente de correlagio
de Pearson.

Diagnéstico viroldgico

Isolamento de virus

Promoveu-se tentativas de isolamento de virus
nas amostras do sangue total de 62 pacientes em

fase inicial da doenga (Figura 3). As aliquotas fo-
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ram mantidas a -70°C, visando conservar os virus
vidveis. Preferiu-se sangue total ao soro devido 2
presenca dos virus do dengue em leucécitos. Para
o isolamento viral utilizou-se células C6/36 em 2
ml do meio de cultivo previamente referido, conti-
das em tubos de vidro. Os tubos apresentando
monocamadas celulares confluentes foram inocula-
dos com aproximadamente 100 ul do sangue
hemolisado, diluido 1/10 em PBS?. Manteve-se as
c€lulas inoculadas 7 a 10 dias, a 28°C, observando-
se diariamente os tubos ao microscépio, para
detecgdo do efeito citopatico (ECP) causado por
virus. Observou-se em casos de isolamento do vi-
rus do dengue tipo 1, ECP inicial caractérizado por
citélise de pequenas células individuais, que evo-
lufa com o aparecimento de largas massas celula-
res sinciciais de aumento gradual e numa fase mais
avangada, destrui¢do da colbnia celular (Figura
5=,

Identificagao dos isolamentos por imunofiuo-
rescéncia

Todas as colonias celulares inoculadas para
isolamento de virus foram testadas quanto a pre-
senga de flavivirus e virus do dengue, por imuno-
fluorescéncia indireta. Transferia-se as células dos
tubos para “spots” em laminas de microscépio, o
material era seco e fixado por 10 minutos imerso
em acetona gelada. Na primeira etapa do processo
de identificagdo, acrescentava-se ags “spots” fluido
ascitico imune (FAIM), “pool” para flavivirus, na
diluigao 1/10 em PBS. Incubava-se a 37°C por 30
minutos e finalmente se acrescentava
imunoglobulina caprina anti-IgG de camundongo
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina
(MICROBIOLOGICA) na dilui¢do 1/35 em PBS,
contendo azul de Evans a 1/5000. Apés identifica-
¢do de flavivirus positiva pelo FAIM, promovia-se
um segundo teste, utilizando anticorpos
monoclonais especificos, contra os 4 tipos de den-
gue (“Dengue Branch, Center for Infectious
Diseases, San Juan/Puerto Rico™) na diluigio 1/10
em PBS. Fazia-se a leitura do teste em microsco-
pio de fluorescéncia Dialux 20 (Leitz-Alemanha)
equipado com lampada de merciirio de alta pressio
(Figura 6)'**

Preparo de fluido ascitico imune (FAIM)

Os FAIM utilizados no teste de imunofluores-
céncia foram obtidos em camundongos adultos
(Mus-musculus - variedade albino sui¢o), inocula-
dos pela via intraperitoneal, semanalmente, 4 ve-
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Figura 5. Efeito citopético obser-
vado em culturas de células de
Aedes albopictus C6/36,
infectadas com virus do dengue
tipo 1 isolado em Ribeirdo Preto.
A) Aspecto normal de uma
monocamada celular. B) Fendme-
nos iniciais de desorganizagdo em
coldnia de células infectadas, com
presenga de sincicios. C) Grande
massa celular sincial. D) Estigio
avangado da infecgdo, com exten-
sa destruigio celular.

Figura 6. Identificagdo viral do dengue tipo 1 por teste de imunofluorescéncia indireta, apds o isolamento em células de
Aedes albopictus C6/36 A) Aspecto das células na lamina. B) Células ndo infectadas contra FAIM “pool” de flavivirus
(controle negativo). Teste de células infectadas: C) contra FAIM “pool” de flavivirus. D) Contra anticorpo monoclonal de

dengue tipo 1. E) Contra monoclonal de dengue tipo 2. F) Contra monoclonal de dengue tipo 3. G) Contra monoclonal de
dengue tipo 4.
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zes, com macerado do cérebro de camundongos
recém-nascidos infectados com flavivirus. Apds a
ultima imuniza¢io inoculava-se pela via
intraperitoneal o Sarcoma 180/TG e os animais de-
senvolviam ascite volumosa, rica em anticorpos
especificos'. Um “pool” para flavivirus foi prepa-
rado, misturando volumes iguais dos fluidos
asciticos de animais imunizados com dengue tipo
1, febre amarela, Rocio, Ilhéus e virus da
Encefalite de St. Louis.

Estudo sobre sintomas de dengue e infeccoes
secunddrias

Dos pacientes atendidos no Hospital das Clini-
cas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-
USP obteve-se informagbes quanto aos sintomas
apresentados, tempo de doenga e vacinagio
antiamarilica. Essas informagdes foram estudadas
em um grupo de 71 pacientes com diagndstico
laboratorial confirmado de dengue (HAI e/ou iso-
lamento viral) e em 21 individuos cujo diagnéstico
ndo se confirmou pelo teste HAI (amostras
pareadas negativas). O grupo dos casos de dengue
continha 48 individuos do sexo feminino e 23 do
masculino, idades entre 7 ¢ 70 anos. O grupo dos
casos com outra infecgdo tinha 11 pessoas do sexo
feminino ¢ 10 do masculino, idades entre 1 e 71
anos. Os sintomas referidos nos 2 grupos foram
comparados ¢ analisados estatisticamente pelo mé-
todo X2 (p<0,05). Também foram investigados 15
pacientes de ambos os sexos (12 femininos e 3
masculinos), com idades variando entre 19 e 53
anos, que apresentaram resultados sugestivos de
infecgio secunddria por flavivirus no teste HAI
para dengue tipo 1.

RESULTADOS
HAI

Soros em nimero de 206 (35%), pertencentes a
120 pacientes, mostraram-se reagentes por HAI para
dengue tipo 1, com titulos variando entre 10 e 2.560.
Em 91 individuos (19% dos casos estudados por
HAI), foi possivel a confirmagio do diagndstico de
dengue pelos critérios ja citados. Em 7 casos o diag-
néstico foi confirmado por HAIT e isolamento viral.

EIA-ICC
Em 60 soros detectou-se anticorpos para den-

gue tipo 1 por EIA-ICC (56% dos testados).
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Os resultados observados por EIA-ICC em 74
soros foram comparados aos obtidos com o teste
HAL Destes materiais, 62 foram positivos por HAI
e 57 por EIA-ICC (IgG e/ou IgM). Dos 5 soros
reagentes apenas por HAI, 4 foram obtidos menos
de 4 dias apds o inicio dos sintomas e um apés 60
dias. Dentre soros que mostraram resultado positi-
vo por HAI e/ou EIA-ICC, anticorpos do tipo IgM
foram encontrados em 43 de 64 soros (67%). IgM
para dengue foi detectado entre 4 e 46 dias apds o
inicio dos sintomas da doenga ¢ IgG entre 3 ¢ 46
dias. Observou-se uma associagao significante en-
tre os resultados obtidos pelas 2 técnicas (X2 =
28,88, p<0,002). A sensibilidade do EIA-ICC foi
de 89% (IgG e/ou IgM). Também foi detectada
correlagdo entre os titulos séricos observados para
IgG por EIA-ICC e HAI, r=+0,734 (1=9,29,
p<0,01; Figura 7).
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Figura 7. Correlagdo entre titulos séricos de IgG obtidos
por EIA-ICC para dengue tipo 1 e os observados por HAL

Isolamento viral

Conseguiu-se resultado positivo em 34% das
tentativas de isolamento viral. Vinte ¢ uma amos-
tras de dengue, todas do tipo 1, foram identificadas
por imunofluorescéncia. Apenas 14 dos pacientes,
dos quais se isolou dengue tipo 1, informaram so-
bre tempo de doenga no momento da colheita
amostral. Todos referiram este tempo igual ou me-
nor que 5 dias (4 dias em 4 casos; 1 dia em 3
casos; 5 dias em 2 casos; 2 dias em 2 casos e
menos de 1 dia em 1 caso). N3o se isolou outros
flavivirus.

Sintomas de dengue
Os sintomas apresentados por 2 grupos de in-

dividuos, grupo casos de dengue e grupo casos
com outra infecgdo, estdo citados na Tabela 1. As
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diferengas de positividade observadas para os sin-
tomas referidos nos 2 grupos ndo tiveram resultado
significante, com excegfio da cefaléia que foi mais
elevada no grupo de casos com outra infecgio.

Tabela 1
Sintomas apresentados por 71 pacientes confirma-
dos laboratorialmente como casos de dengue, du-
rante a epidemia de Ribeirdio Preto e sintomas refe-
ridos por 21 pacientes com infecgGes agudas ocor-
ridas na mesma época, comprovadas laboratorial-
mente como ndo sendo dengue.

Casos de Casos com
dengue outra infecgio

Sintoma N¢ Positivie N2 Positivi-

dade (%) dade (%)
febre 4 90 19 90
mialgias 41 57 9 43
artralgias 29 41 8 39
dor retro-ocular 21 34 3 14
exantema 13 18 7 33
cefaléia* 11 15 11 52
anorexia 8 11 2 10
adinamia 8 11 2 10
vOmitos 3 4 3 14
adenopatia 3 4 2 10
dist. hemorrdgicos 0 0 0 0

*diferenca significante X2 = 12,118 (p<0,01)

Infec¢do secundaria por flavivirus

Quinze pacientes apresentaram titulos recipro-
cos HAI de 2.560. Dez casos apresentaram estes
niveis apenas na 2* amostra, com ¢levagdo acima
de 8 vezes nos titulos, 0 que caracteriza uma vira-
gem soroldgica. Em 2 pacientes do sexo feminino,
com 43 ¢ 44 anos, observou-se titulos HAI de
2.560 em amostra sérica colhida 2 e 4 dias ap6s o
inicio dos sintomas. Ambas negavam vacinagdo
antiamarilica pregressa.

DISCUSSAO

A epidemia de dengue tipo 1 na Regido de
Ribeirdo Preto acometeu populagdo susceptivel em
sua imensa maioria. Um inquérito sorolégico efe-
tuado na Regido, em 1983 e 1984, detectou
anticorpos HAI para flavivirus em 7,2% dos indi-
viduos estudados®. Atribuiu-se boa parte destes ca-
SOS a uma resposta imune a vacinag@o antiamarili-

ca pregressa. Cinco casos apresentaram anticorpos
para dengue tipo 1, provavelmente uma reagio cru-
zada em infectados com outros flavivirus, o que é
comum quando se utiliza o testc HAIL

A UPV mobilizada pela epidemia de dengue,
conseguiu estabelecer rapidamente uma
metodologia laboratorial diagnéstica, utilizando
técnicas tradicionais com pequenas modificagdes e
g:ltras modemnas, as quais sfo divulgadas neste tra-

ho.

O método soroldgico HAI para o diagndstico
de dengue foi inicialmente utilizado devido a sua
alta sensibilidade e relativa facilidade de execu-
¢30®. Contudo, a confirmagdo diagnéstica por HAI
exige amostras séricas pareadas ou procedimentos
laboriosos visando separar anticorpos IgM nos so-
ros em teste. Neste estudo, segundas amostras
mostraram-se de dificil obtengdo, conseguidas em
apenas 20% dos casos.

O ensaio imunoenzimdtico (EIA-ICC), discri-
minando anticorpos IgG e IgM para dengue tipo 1,
mostrou-se de grande utilidade neste trabalho. Tra-
ta-se de método sensivel e mais simples que outras
técnicas imunoenzimdticas, como a MAC-
ELISAY, também utilizada no diagnéstico do den-
gue. O EIA-ICC dispensa longas sensibilizagOes
em fase s6lida e laboriosos tratamentos de soros e
antigenos’®, Apés preparo € armazenamento das
microplacas a -20°C, EIA-ICC pode ser efetuado
em qualquer laboratério, mesmo naqueles com
poucos recursos técnicos, permitindo em apenas 5
horas, por leitura visual dos resultados, a andlise de
um grande numero de soros’. A detecgdo dos
anticorpos IgM para dengue tipo 1, por EIA-ICC,
teria dispensado a segunda amostra sérica na con-
firmagdo diagndstica de 67% dos casos estudados,
se utilizada desde o inicio da epidemia. A detecgio
de IgG simultanea a IgM permite estudar a evolu-
¢do dos 2 tipos de anticorpos ¢ secus niveis, nas
infecgBes por dengue. O tempo pds-inicio dos sin-
tomas, nos casos estudados por EIA-ICC, mostrou
IgG detectavel entre 3 e 36 dias e IgM entre 4 ¢ 36
dias. Estes resultados estdo de acordo com estudo
anterior®, em que anticorpos do tipo IgM e 1gG
para dengue tipo 1, foram encontrados por EIA-
ICC 4 dias apds o inicio dos sintomas, as IgM
passaram a nfo ser detectdveis apos 60 dias e as
IgG se mantiveram presentes por pelo menos 300
dias®. Sabe-se que os titulos de IgG para flavivirus
se mantém elevados e estdveis por muitos anos®.
Assim, inquéritos soroldgicos populacionais de
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dengue (Flavivirus) podem ser efetuados utilizan-
do IgG detectada por EIA-ICC.

A presenga de reagdes inespecificas no EIA-
ICC, com soros humanos a dilui¢des de até 1/200,
orientou a realiza¢do dos testes com dilui¢do ini-
cial 1/500. Acredita-se que as altas diluigdes
séricas, que reduzem substancialmente o
“background” e melhoram a qualidade do teste, te-
nham reduzido a sua sensibilidade a 89% quando
comparado ao HAI Este valor € inferior ao encon-
trado em trabalho anterior no qual EIA-ICC foi
mais sensivel que o teste HAI®. Observa-se na Fi-
gura 4 uma discreta cor inespecifica na primeira
coluna de orificios controle, que contém soros a 1/
500, sem contudo impossibilitar a leitura do teste
(Figura 4). Os soros reagentes por HAI e negativos
por EIA-ICC foram obtidos na sua maioria em fase
aguda da doenga (4 soros foram obtidos com 4 dias
ou menos do inicio dos sintomas) e provavelmente
apresentavam niveis muito baixos de anticorpos.
Uma correlagao entre titulos de IgG por EIA-ICC e
HAI, r=+0,734, foi observada (Figura 7). Sabe-se
que o tratamento dos soros pelo caolin previamen-
te ao teste HAI tem por efeito indesejdvel a remo-
¢do de IgM?. Portanto, detectou-se basicamente
IgG, o que explica a correlagdo. Encontrou-se 4
soros com titulos de IgG por EIA-ICC para dengue
tipo 1 bastante elevados, de 32.000.

A positividade de 34% obtida nas tentativas de
isolamento de virus do dengue em células de mos-
quito C6/36, pode ser considerada boa quando
comparada a resultados de outros pesquisadores
utilizando a mesma metodologia, 5 a 40%°>, O tem-
po de doenga em que se obteve amostras, das quais
se isolou virus, foi bastante precoce: 5 dias ou me-
nos nos 14 casos em que havia este dado. Outros
autores'” observaram, com a mesma técnica, a se-
guinte positividade no isolamento para virus do
dengue tipo 1: 68% no 4° dia de doenga, 39% no 5°
dia ¢ 13% no 6° Sabe-se que o periodo virémico
detectdvel na maioria dos casos de dengue tipo 1
ndo excede S dias, coincidindo a queda no nimero
de particulas virais infectantes com a elevagio nos
teores de anticorpos neutralizantes séricos'’.

O ECP produzido pelo virus do dengue tipo 1,
caracterizado em células de mosquito, pelo apare-
cimento de grandes sincicios e destrui¢do celular,
foi freqiientemente observado (Figura 5). Este efei-
to tem sido notado por alguns autores com virus do
dengue e outros flavivirus®?2. Contudo, a presenga
de alteracfo citopatica nestes casos ndo deve ser
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conclusiva do diagnéstico de dengue, por ndo ser
observada em todas as inoculagdes € também por
ocorrer com outros flavivirus ¢ arbovirus de outras
familias®.

O processo de identificagdo viral por
imunofluorescéncia, em 2 etapas, visou ndo perder
a oportunidade de isolar outros flavivirus ou outros
tipos de dengue. Relatos sobre circulagio simulta- -
nea de mais de um virus em epidemias de febre
amarela e dengue s30 ocasionalmente referidos®?!,
O uso de um “pool” de fuidos asciticos imunes no
teste de imunofiuorescéncia, permitia identificar
outros flavivirus eventualmente circulantes, contu-
do ndo se observou tal fato nesta epidemia. Os
testes de imunofluorescéncia utilizando anticorpos
monoclonais mostraram-se especificos e de ficil
leitura', Observou-se apenas uma discreta
fluorescéncia em células infectadas com o virus do
dengue tipo 1, no teste contra anticorpo
monoclonal de dengue tipo 3 (Figura 6).

Este estudo, com 71 individuos portadores de
dengue e 21 casos de febre por outra etiologia,
mostrou sintomas similares para os 2 grupos (Ta-
bela 1). Foram mais freqiientes a febre (90% dos
casos), mialgias (57%) e artralgias (41%). Estes
sintomas s3o comuns a diferentes infecgdes. A dor
retro-ocular foi mais freqiiente nos pacientes com
dengue, embora sem significado estatistico. A
cefaléia mostrou-se significantemente menos fre-
qiiente nos casos de dengue. O exantema foi referi-
do em menos de 1/5 dos pacientes com dengue.
Nao foram observados fenOmenos hemorragicos
nos casos estudados. A febre do dengue, dengue
classico ou dengue “benigno”, que foi a forma da
doenga ocorrida em Ribeirdo Preto, costuma mani-
festar-se de forma varidvel quanto ao tipo ¢ inten-
sidade dos sintomas, nas diferentes epidemias®,
Chama ateng@o a baixa freqiiéncia de cefaléia,
15%, quando comparada aos mais de 90% obser-
vados em estudo semelhante, efetuado durante a
epidemia de dengue tipo 1 no Rio de Janeiro®.
Neste estudo, os autores encontraram fendmenos
hemorragicos discretos em poucos ¢asos.

Duas pacientes do sexo feminino exibiram ti-
tulos de 2.560 no HAI para dengue tipo 1, em
amostras séricas colhidas 2 ¢ 4 dias ap6s o inicio
dos sintomas. Tais titulos s3o compativeis com res-
posta imune anamnéstica a infec¢fo secundéria por
flavivirus'®. Ambas as pacientes tinham mais de 40
anos €, embora negassem vacinagio antiamarilica
pregressa, poderiam ter se infectado por flavivirus
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circulantes no meio silvestre da regifo, tais como o
Ilhéus ¢ o virus da Encefalite de St. Louis, em
época que habitaram ou trabalharam na zona ru-
ral®,

A UPV pretende continuar os trabalhos com
dengue na Regido de Ribeirdo Preto, visando o
diagnéstico laboratorial de casos ¢ a vigilancia
quanto 2 introdugdo de outros tipos na regido. Pre-
tende-se também fazer um inquérito soroldgico
populacional para diagnéstico da extensdo desta
epidemia e estudar o risco de aparecerem casos de
DHFE/DSS se ocorrerem surtos por outros tipos de
dengue.

SUMMARY

Laboratory Diagnosis and Symptoms of Dengue
Studied During an Outbreak in the Ribeirao
Preto Region, SP, Brazil

A dengue type 1 outbreak started in the
Ribeirao Preto Region, North of Sao Paulo State,
Brazil, in November of 1990. About 3500 dengue
cases were confirmed by blood tests until February
of 1991. The Virus Research Unit of The Faculty
of Medicine of Ribeirao Preto - Sao Paulo State
University, studied 502 dengue suspect cases. The
serologic diagnosis of dengue type 1 was
confirmed by haemmaglutination inhibition test
(HAD) in 19% of the cases. Diagnosis was done
later by using an enzyme immuno assay on
infected cultured cells (EIA-ICC) which
discriminated IgG and IgM dengue, antibodies.
EIA-ICC was less sensitive (89%) but more
effective than HAIL. EIA-ICC is a simple
technique. It dispenses a second serum sample for
diagnosis and it can be completed in about 5 hours.
Dengue virus was isolated from the blood of 21
patients by innoculation in culture of mosquito C6/
36 cells. The isolated virus were identified by
indirect immunofluorescent test, by using an
antisera pool to the flavivirus family and dengue
type specific monoclonal antibodies. The dengue
most frequent symptoms in 71 patients were
observed: fever (90%), myalgias (57%) and
arthralgias (41%).
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