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ARTIGO

Diagnostico sorologico de infecgdes por dengue e febre amarela
em casos suspeitos no Estado do Para, Brasil, 1999

Serological diagnosis of dengue and yellow fever infections in
suspected cases from Para State, Brazil, 1999

Tais Pinheiro de Araujo'?, Sueli Guerreiro Rodrigues', Maria Irene Weyl de A. Costa?,
Pedro Fernando da Costa Vasconcelos' e Amélia P.A. Travassos da Rosa?®

Resumo De junho a dezembro de 1999, foram coletadas 785 amostras de soro de pacientes com suspeita
clinica de dengue e/ou febre amarela. Os pacientes foram atendidos nas unidades de saude distribuidas pelas
seis mesorregibes do Estado do Para, Brasil. As amostras de soro foram testadas pelo método de inibicdo da
hemaglutinacdo para detecgcédo de anticorpos para Flavivirus e pelo ensaio imunoenzimatico para detec¢do de
imunoglobulina M para dengue e febre amarela. Das amostras coletadas, 563 (71,7%) foram positivas pelo IH,
e dentre estas 150 (26,6%) foram positivas pelo ELISA-IgM. O virus dengue foi responsdvel pela maioria das
infecgbes recentes em todas as mesorregides e 0s casos de febre amarela detectados neste estudo foram
restritos as mesorregiées Marajo e Sudeste.

Palavras-chaves: Flavivirus. Dengue. Febre amarela. Diagndstico soroldgico. Pard. Brasil.

Abstract From June to December 1999, 785 serum samples were obtained from patients clinically suspected
of having dengue or yellow fever. The patients were referred by public health centers distributed within the six
mesoregions of Para State, Brazil. Serum samples were tested for Flavivirus antibodies by hemagglutination
inhibition test and for dengue and yellow fever viruses by enzyme-linked immunosorbent assay for IgM detection.
Of the sera collected, 563 (71.7%) were positive by HI test and out of these 150 (26.6%) were positive by
ELISA-IgM. Dengue virus was responsible for most of the recent infections in all regions; yellow fever cases
detected in the current study were restricted to the Marajo and Southeast regions.

Key-words: Flavivirus. Dengue fever. Yellow fever. Serological diagnostic. Paréd State. Brazil.

Os virus dengue (DEN) e febre amarela (FA) séo
membros do género Flavivirus, familia Flaviviridae'®.
Ambos séo importantes arbovirus que causam doenca
no homem. A introdugédo do DEN no Estado do Para
ocorreu em 1995, na regido sudeste do Estado, nos
municipios de Redencdo e Rondon do Paréa. Os
primeiros casos autéctones de dengue no municipio de
Belém, capital do Estado, foram registrados em outubro
de 1996, pela deteccéo de anticorpos IgM para DEN,
e em novembro foi isolado e identificado o sorotipo
DEN-1'2. Em outubro de 1997 isolou-se o sorotipo
DEN-2, que passou a circular simultaneamente com o
DEN-1'3. Casos humanos de febre amarela no Brasil,

sobretudo na Amazoénia brasileira, sao registrados a
cada ano em dareas enzoodticas ou epizodticas, por
transmissao silvestre, ocorrendo esporadicamente ou
em surtos™ 7. A febre amarela silvestre tem sido
transmitida pelo mosquito Haemagogus janthinomys,
principal vetor no Brasil, e o nimero de casos tem
aumentado nas ultimas duas décadas por causa do
crescente contacto humano com areas de floresta®1¢'7.
A sorologia é essencial no diagnéstico das infecgdes
por Flavivirus e na diferenciacdo entre infeccoes
primaria e secundaria. A relacdo antigénica entre os
Flavivirus pode ser demonstrada em ensaios tais
como inibicdo da hemaglutinacao (IH) e o ensaio
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imunoenzimatico para detecgao de IgM (ELISA-IgM),
usando anticorpos policlonal e monoclonal®.
Tradicionalmente, o IH tem sido usado para classificar
as respostas imunolégicas em primarias (aumento
gradual de anticorpos a um titulo moderado) ou
secundarias (aumento rapido a titulos elevados),
decorrentes de infecgdes primarias ou secundarias
por Flavivirus, respectivamente, visto que detecta
imunoglobulinas totais, principalmente 1gG, as quais
perduram por um longo periodo de tempo, constituindo

um teste ideal para estudos soro-epidemioldgicos. Por
outro lado, o teste de ELISA-IgM é muito util no
diagndstico rapido das infecgbes correntes e/ou
recentes por esses agentes, pois usualmente esta
imunoglobulina surge na primeira semana apos o inicio
dos sintomas, alcangca um pico na segunda semana e
perdura por 2 a 3 meses. O presente estudo teve como
objetivo esclarecer o diagnéstico de casos suspeitos
de dengue e/ou febre amarela, decorrentes de demanda
passiva ao Instituto Evandro Chagas (IEC), nas
mesorregides que constituem o Estado do Para.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram incluidas no estudo um total de
785 amostras de soro decorrentes de demanda
esponténea ao IEC, no periodo de junho a dezembro
de 1999, para esclarecimento diagndstico, sendo
dengue a principal suspeita clinica. Os pacientes foram
atendidos em unidades de saude distribuidas pelo
Estado do Para, e também no ambulatério da Secéo
de Arbovirus do IEC, Belém, PA. Todos os pacientes
possuiam fichas clinico-epidemioldgicas, porém nem
sempre devidamente preenchidas.

Areas estudadas. Diversos municipios das 6
mesorregides que compde o Estado do Pard, localizado
na regiao norte do Brasil, com area de 1.253.164,5 km?
e populacédo de 6.188.685 habitantes (4.115.774 na
area urbana). As amostras apresentaram a seguinte
distribuicdo segundo as mesorregides: Baixo Amazonas
29 (8,7%), Marajo 9 (1,1%), Metropolitana 257 (32,7%),

Nordeste 126 (16,1%), Sudeste 347 (44,2%) e Sudoeste
17 (2,2%).

Testes soroldgicos. Os testes soroldgicos
empregados foram o IH, utilizando a técnica de
Clarke e Casals, modificada por Shope', e o ELISA-
IgM, técnica descrita por Kuno et af’.

No teste de IH os soros foram testados para 8 Flavivirus
(grupo B dos arbovirus) causadores de doenca humana
no Brasil, quais sejam: FA (amostras vacinal e silvestre),
lIhéus (ILH), Sao Luis (SLE), DEN (sorotipos 1 a 4) e Rocio
(ROC); cujos antigenos e respectivos soros homélogos
foram preparados no IEC, de acordo com procedimentos
padrdes?'°'4, As respostas soroldgicas foram classificadas
como primaria ou secundaria para Flavivirus, de acordo
com os critérios da Organizagcdo Mundial de Saude
(OMS)™ e Organizagao Panamericana de Saude®. No
ELISA-IgM os soros foram testados contra DEN e FA.

RESULTADOS

Amostras e sorologia. Durante os 7 meses do estudo
foram testadas 785 amostras de soro pela técnica de IH.
Desse total, 563 (71,7%) reagiram com um ou mais
Flavivirus e 222 (28,3%) apresentaram sorologia negativa
(Tabela 1). Foi possivel identificar 89 (15,8%) respostas
primarias, com reacao monotipica para FA (68), SLE (9),
ILH (6) e DEN (6), € 97 (17,2%) respostas secundarias.
As demais amostras ficaram sem interpretacéo por nao
se enquadrarem nos critérios de classificacao da OMS™.
O teste de ELISA-IgM foi aplicado aos 563 soros positivos
por IH e detectou-se 144 (96%) infeccdes correntes e/ou
recentes por DEN e 6 (4%) por FA.

Mesorregioes. Os soros oriundos das varias
mesorregidoes apresentaram anticorpos inibidores
da hemaglutinacéo, alcangcando percentuais de
positividade de 79% (203) e 88,9% (8) nas mesorregides
Metropolitana e Marajo, respectivamente (Tabela 1).
Pelo ELISA-IgM foram encontrados indices de
positividade de 45,8% (93) para DEN na mesorregido
Metropolitana, e 37,5% (3) para FA no Marajd, e na
mesorregiao Sudeste o percentual de positividade foi
de 10,9% (27) para DEN e 1,2% (3) para FA (Tabela 2).

A andlise dos resultados de ELISA-IgM, em relagéo
ao total de soro de cada mesorregiao, revelou
positividade para DEN de 3,4% (1) no Baixo Amazonas;
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36,2% (93) na Metropolitana; 18,3% (23) no Nordeste
e 7,8% (27) no Sudeste. Quanto a FA, 33,3% (3) dos
soros do Maraj6 apresentaram-se positivos, assim como
0,9% (8) da mesorregiao Sudeste (Figura 1).

O declinio da positividade para DEN observada entre
os resultados dos testes de IH e ELISA-IgM alcangou
93,3% no Baixo Amazonas, 100% no Marajo, 54,2%
na Metropolitana, 70,1% no Nordeste e 89,1% no
Sudeste. Enquanto para FA o declinio foi de 62,5% no
Marajo, 98,8% no Sudeste e de 100% nas demais
mesorregides (Figura 1).

Positividade para DEN e FA por Sexo e Faixa
Etaria. A positividade para DEN pelo teste de ELISA-
IgM foi de 40,3% (58/144) em individuos do sexo
masculino e de 59,7% (86/144) no sexo feminino (Tabela
3). A andlise estatistica destes resultados pelo teste de
qui-quadrado, com corregao de Yates, foi de x=10,13;
p=0,0014. Dos casos de infec¢cao corrente e/ou recente
pelo virus da FA, 66,7% (4/6) ocorreram em pessoas
do sexo masculino (x2=0,33; p=0,5637).

De acordo com a faixa etaria, encontramos que para
DEN o grupo 16-30 anos apresentou positividade de
36,1% (52) do total de 144 pacientes com anticorpos
IgM, seguido pelo grupo de 31-45 anos com 28,5% (41)
(Tabela 3). No que tange a FA, houve uma positividade
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Tabela 1 - Distribuicdo da positividade do teste de inibicdo da hemaglutinacdo
para Flavivirus, por mesorregido, Pard, jun/dez 1999.

Positivos Negativos Total
Mesorregiao n° % n° % n°
Baixo Amazonas 15 51,7 14 48,3 29
Marajé 8 88,9 1 11,1 9
Metropolitana 203 79,0 54 21,1 257
Nordeste 77 61,1 49 38,9 126
Sudeste 248 71,5 99 28,5 347
Sudoeste 12 70,6 5 29,4 17
Total 563 71,7 222 28,3 785

Fonte: Fichas epidemiolégicas — Sec¢ado de Arbovirus/IEC, junho a dezembro de 1999

Tabela 2 - Distribuicdo dos resultados do teste de ELISA-IgM para DEN e FA, por mesorregiéo,
Para, jun/dez 1999.

Positivos
DEN FA Negativos Total
Mesorregiao n° % n° % n° % n°
Baixo Amazonas 1 6,7 - - 14 93,3 15
Marajé - - 3 37,5 5 62,5 8
Metropolitana 93 45,8 - - 110 54,2 203
Nordeste 23 29,9 - - 54 70,1 77
Sudeste 27 10,9 3 1,2 218 87,9 248
Sudoeste - - - - 12 100,0 12
Total 144 25,6 6 1,1 413 73,4 563

Elisa-lgM: ensaio imunoenzimatico para deteccédo de IgM. DEN: virus dengue. FA: febre amarela.
Fonte: Fichas epidemioldgicas — Secado de Arbovirus/IEC, junho a dezembro de 1999
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Figura 1 - Distribuicdo dos percentuais de positividade, em relacdo ao total de
soros, e declinio da positividade observada entre os resultados de IH e ELISA-
IgM, por mesorregido, Para, junho a dezembro 1999.

Fonte: Fichas epidemiolégicas — Se¢do de Arbovirus/IEC, junho a dezembro de 1999.
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Tabela 3 - Distribuicdo das infecgbes por dengue por sexo e faixa etdria, Pard, jun/dez

1999.
Faixa etaria (anos) Masculino Feminino Total

n° % n° % n° %
<15 10 66,7 5 33,3 15 10,4
16-30 16 30,8 36 69,2 52 36,1
31-45 19 46,3 22 53,7 41 28,4
46-60 5 22,7 17 77,3 22 15,3
261 3 50,0 3 50,0 6 4,2
Ignorada 5 62,5 3 37,5 8 5,6
Total 58 40,3 86 59,7 144 100

Fonte: Fichas epidemioldgicas — Secado de Arbovirus/IEC, junho a dezembro de 1999.

de 66,6% (4) na faixa etaria de 16-30 anos e 16,7% (1)
em cada das faixas etarias de 31-45 e < 15 anos.

Presenca de anticorpos x tempo de doenca. As
fichas epidemioldgicas de 46,5% dos pacientes néao
continham informacé@o de tempo de doenca, sendo
classificado como ignorado (Tabela 4). Dentre os pacientes

com anticorpos inibidores da hemaglutinacdo 108
(19,2%) e 207 (36,8%) estavam com < 5 e > 6 dias de
doenca, respectivamente. Detectou-se anticorpos IgM
anti-DEN em 90 (62,4%) e anti-FA em 2 (33,3%) dos
pacientes com > 6 dias de doenca. Anticorpos IgM anti-
DEN também foram detectados em 27 (18,8%) dos
pacientes com < 5 dias de doenca (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicao dos resultados pelo teste de IH e ELISA-IgM quanto ao tempo de doenca, Para, jun/dez 1999.

Tempo de IH ELISA-IgM
doenga (dias) Total negativos Flavivirus DEN FA

n % n % n % n % n %
<5 151 19,2 43 19,4 108 19,2 27 18,8 - -
26 269 34,3 62 27,9 207 36,8 90 62,4 2 33,3
Ignorado 365 46,5 117 52,7 248 44,0 27 18,8 4 66,7
Total 785 100,0 222 100,0 563 100,0 144 100,0 6 100,0

IH: inibicao da hemoglatinagédo. ELISA-IgM: Ensaio imunoenzimatico para detecgdo de IgM. DEN: virus dengue. FA: febre amarela.
Fonte: Fichas epidemiolégicas — Se¢do de Arbovirus/IEC, junho a dezembro de 1999.

DISCUSSAO

A positividade de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo para Flavivirus foi superior a 50% em
todas as mesorregides do Para (Tabela 1), provavelmente
decorrente da ampla circulagéo do virus DEN e, também,
como conseqliéncia de resposta vacinal contra o virus
FA. O Estado do Para pertence a area endémica de febre
amarela silvestre, onde a vacinagdo anti-amarilica é
amplamente administrada. Além disso, a partir de 1998,
esta cobertura vacinal foi intensificada em todo o territério
nacional devido ao risco de reurbanizacédo da FA frente
ao aumento da atividade viral em zona endémica,
dispersao e densidade do vetor urbano (Aedes aegypti),
bem como a crescente mobilidade da populacédo
humana's. Ademais, a Amazonia brasileira possui
condi¢cdes climaticas favoraveis a par de elevada
densidade e diversidade de artropodes hematdfagos e
animais silvestres, que constituem os elementos basicos
para a manutencéo dos arbovirus®. A deteccdo de
reacdes monotipicas por IH, nas diversas mesorregioes,
para SLE (9) e ILH (6), Flavivirus encefalitogénicos para
o0 homem, sugere a circulagao desses virus.

Foi confirmado um maior nimero de infecgdes pelo
DEN nas mesorregides Metropolitana, Nordeste e
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Sudeste (Tabela 2), que correspondem a zona mais
populosa e desenvolvida do Estado. Nestas mesorregioes,
provavelmente, a dispersao do virus foi favorecida pela
maior mobilidade de suas popula¢des, bem como pelo
desenvolvimento e proliferacdo do mosquito Aedes aegypti
decorrente de fatores tais como, reurbanizacéo sem infra-
estrutura basica de saneamento, coleta inadequada
do lixo, desmatamento desordenado. O DEN-1 foi
introduzido no Estado pela mesorregido Sudeste em 1995
e cerca de 1 ano depois causava epidemia na capital do
Estado, na mesorregiao Metropolitana.

Um estudo realizado para avaliar os indices de
sensibilidade e especificidade, bem como as taxas de
falso-negativos e falso-positivos do ELISA-IgM para
DEN em relacdo ao IH', demonstrou a correlacdo de
resultados entre ambas as técnicas. Entretanto, na
presente investigacédo soroldgica, apesar de muitas
amostras procederem de quadros clinicos tipicos de
dengue, apenas 144 (25,6%) dos pacientes com
anticorpos para Flavivirus foram confirmadas como
infeccdo recente para este virus (Tabela 2).

A detecgéao de anticorpos IgM pelo ELISA-IgM para
DEN quando comparados com a positividade para
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Flavivirus obtida no IH, revelou um declinio de
positividade maior que o esperado (Figura 1), ja que esta
foi a principal suspeita clinica que motivou a demanda
de amostras. O acentuado declinio pode ter sido
decorrente de resultados falso-negativos no ELISA-IgM,
devido a coleta de soro até o 5° dia apds o inicio dos
sintomas, bem como, por conta de infecgdo secundaria
por Flavivirus. Em ambos os casos, pode ocorrer
producé@o de anticorpos IgM a niveis ndo detectaveis’.
Além disso, o quadro clinico de alguns pacientes poderia
nao corresponder a infeccao pelo DEN, e, neste caso,
os anticorpos inibidores da hemaglutina¢éo detectados
seriam decorrentes de infec¢des anteriores por algum
Flavivirus, ou vacinagé@o antiamarilica.

A positividade para DEN (62,4%) entre os pacientes
com > 6 dias de doenca foi bem maior do que entre aqueles
com < 5 dias de doenga (18,8%), sendo esta diferenca
estatisticamente significativa, com x?=65,71; p<0,0001
(Tabela 4). O percentual de positividade de 18,8% observado
entre os pacientes com suspeita de DEN e tempo de doenca
ignorado sugere coleta do soro em momento inadequado
para pesquisa de anticorpos IgM (Tabela 4).

A literatura relata um maior numero de infecgoes
por DEN em pessoas do sexo feminino, possivelmente
devido a um maior tempo de permanéncia nas
residéncias, e consequlientemente maior exposicao ao
vetort. A andlise estatistica dos resultados obtidos em
nosso estudo revelou diferenca significativa de infeccao
entre os sexos (x?=10,13; p=0,0014) mostrando que o
risco de transmissédo do DEN foi maior nas mulheres.
Os resultados mostraram também que todas as faixas
etarias foram acometidas, sendo que o grupo mais
vulneravel foi o de 16-30 anos, seguido pelo grupo de
31-45 anos (Tabela 3), portanto aqueles com maior
atividade produtiva.

Os casos de FA detectados neste estudo ocorreram
em individuos ndo imunizados contra FA e residentes
em zona rural, nas mesorregides Marajo e Sudeste,
areas endémicas do virus, que freqientemente

registram casos esporadicos de FA silvestre. O elevado
declinio de positividade entre o IH e o ELISA-IgM para
FA reflete a atuagcdo da vigilancia epidemioldgica para
manter a FA urbana erradicada e a FA silvestre sob
controle. Na ultima década foram registrados cerca de
73 casos de FA silvestre no Estado do Paraé, nenhum
deles nas mesorregides Nordeste e Metropolitana. O
pequeno percentual de amostras decorrente de
pacientes com suspeita de FA foram oriundas,
principalmente, das mesorregiées Maraj6 e Sudeste.

Dos seis casos de FA, quatro ocorreram em
pessoas do sexo masculino, o que esta de acordo com
a literatura®. A analise dos casos de FA, segundo a
faixa etaria dos pacientes (dados ndo mostrados),
identificou um caso entre individuos < 15 anos na
mesorregidao do Marajé. Este fato pode indicar que as
criancas desempenham um papel importante no
auxilio aos pais no trabalho, e se infectam quando
penetram no nicho de transmissédo do virus, fato ja
evidenciado em outros estudos'® 7. Contudo, pode
também significar que na regiao da llha do Marajo, as
pessoas foram mais infectadas no domicilio e/ou
peridomicilio, j& que o deslocamento nessa regido é
dificultado pela presenca de areas alagadicas e pela
limitagao do numero de barcos e canoas, os principais
meios de transporte usados pelas pessoas. Vale
ressaltar que em 1984 observou-se um surto no Baixo
Amazonas onde registraram-se 31 casos, sendo 7
(22,6%) em mulheres e 5 (16,1%) em criancas, e nesta
oportunidade identificou-se um novo vetor de FA
silvestre no Brasil, Haemagogus albomaculatus'. Este
mosquito tem sido incriminado na transmissdo humana
peridoméstica na Amazéonia Central, visto que
apresenta maior autonomia de vbo, podendo chegar
ao domicilio e peridomicilio para picar®'".

Os achados sorolégicos sugerem ainda que afora
DEN e FA, outros Flavivirus tais como SLE e ILH,
circulam na regido e podem ser responsaveis por
quadros febris agudos sem diagnéstico definido.
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