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RESUMO

Introdugao: Este trabalho mostra a padronizagio e o uso do método imunoenzimatico
utilizando células infectadas como antigeno (EIA-ICC) no diagnéstico sorolégico rotineiro
do dengue. Métodos: Na otimizagio do teste, com a dose de 1.000 TCID,; de virus do
dengue tipo 3 (DENV-3), foram utilizadas 100.000 células C636 infectadas 1000 TCID,,
(DENV-3). Resultados: Os resultados obtidos com EIA-ICC foram comparados com o kit
comercial de dengue HUMAN. Os resultados foram altamente coincidentes; o EIA-ICC
mostrou-se moderadamente sensivel e com alta especificidade. O teste foi usado no diagnéstico
soroldgico de 1.797 amostras soroldgicas de casos suspeitos de dengue durante a epidemia
de Ribeirdo Preto, em 2006. Na avaliacio soroldgica, 228 amostras foram positivas para IgM
contra DENV-3, e 235 amostras foram positivas para IgG contra DEV-3, e em 35 amostras
detectou-se positividade para IgM e IgG. Conclusdes: O EIA-ICC mostrou-se confidvel e

simples sendo adequado ao diagndstico sorolégico do dengue.

Palavras-chaves: Diagndstico. Dengue. Ensaio imunoenzimatico usando células como

antigeno.

ABSTRACT

Introduction: This paper show the standardization and use of the immunoenzymatic method
using infected cells as antigens (EIA-ICC) for routine serological diagnosing of dengue.
Methods: In optimizing the test, a dose of 1,000 TCID_, of dengue type 3 virus (DENV-3)
was used, and 100,000 C636 cells infected with 1,000 TCID | (DENV-3) were used. Results:
The results obtained with EIA-ICC were compared with the HUMAN commercial dengue
kit. The results were highly concordant. The EIA-ICC showed moderate sensitivity and high
specificity. The test was used for serologically diagnosing 1,797 blood samples from suspected
dengue cases during the 2006 epidemic in Ribeirao Preto. From the serological evaluation,
228 samples were positive for IgM against DENV-3; 235 samples were positive for IgG against
DENV-3; and 35 samples were positive for both IgG and IgM. Conclusions: EIA-ICC was

shown to be reliable and simple, and suitable for serologically diagnosing dengue.
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INTRODUCAO

Os virus do dengue (DENV) pertencem ao
género Flavivirus, da familia Flaviviridae. O dengue é
considerado a mais importante arbovirose que afeta
o homem em termos de morbidade e mortalidade’.
Os Flavivirus do dengue possuem o homem como
parte de seu ciclo mantenedor e um mosquito
antropofilico como vetor, o Aedes aegypti. O dengue
¢é também, importante problema de satde publica
no Brasil, que tem a maior parte da populagao
vivendo em 4reas urbanas de tamanho médio e
grandes cidades, nas regides sudeste e nordeste,
locais infestados pelo Aedes aegypti. Isto, aliado ao
clima tropical e & desorganizacio urbana, dentre
varios fatores, fez com que o dengue se tornasse
endémico no pais’.

Em 1990, surgiram na Cidade de Ribeirao Preto
0s primeiros casos autoctones de dengue, causados
por DENV-1°. Desde entio, vem circulando em
Ribeirao Preto os DENV-2 e DENV-3**, Durante a
epidemia de dengue em 2006, o Centro de Pesquisa
em Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sio Paulo (CPV-FMRP-
USP) cooperou com a Secretaria Municipal de
Saude local realizando o diagnéstico laboratorial de
dengue em pacientes atendidos pela rede bésica de
saude e resultados parciais destes testes sao exibidos
neste trabalho.

Métodos soroldgicos sao importantes no
diagndstico das infecgdes por dengue. Dentre os
métodos soroldgicos, em nosso meio, sao mais
comumente utilizados métodos imunoenzimaticos
que permitem detectar IgM especifica associada a
infec¢ao aguda por dengue e dentre estes, destaca-se
0 MACc-ELISA*®. Para o presente trabalho, visando
a detecgao de anticorpos IgM e IgG contra dengue,
destacamos um método imunoenzimdtico que
utiliza culturas celulares infectadas como antigeno
no teste (EIA-ICC - enzyme immunoassay on infected
cultured cells)®”.
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METODOS

Padronizacao do EIA-ICC

Células C6/36 foram cultivadas em frascos estéreis de poliestireno
(CORNING - USA) contendo meio nutriente de Leibowitz (L-15),
10% de soro bovino fetal, 10% de solugao de fosfato de triptose,
100U/ml de penicilina e 100pg/mL estreptomicina. As células foram

mantidas a 28°C, até formarem monocamadas confluentes®”?,

Utilizou-se no EIA-ICC o DENV-3 da estirpe BR/RP1/03
(virusisolado em 2003 no CPV-FMRP-USP). A semente viral, com
titulo 10*TCID, /mL, foi diluida 158 vezes em meio L-15 o que
permitia inocular 10%* TCID, /S0uL (ou 2.041 particulas TCID, )
do virus em cada frasco”. Os frascos, ap6s descarte do meio de
cultivo e inoculagio viral, foram agitados a cada 15 minutos (min)
e mantidos a 28°C, por 1 hora (h). Em seguida, adicionavam-se ao
frasco 15mL do meio L15 com 2% de soro fetal bovino inativado, 10%
dasolugao de fosfato de triptose, 100U/ml de penicilina e 100pg/mL
estreptomicina e este era incubado a 28°C. Outro frasco de células
C6/36, da mesma partida, era mantido nio infectado, para ser usado
como controle-negativo no EIA-ICC. Os frascos infectados foram
mantidos em ambiente umido, a 28°C, por 6 dias®.

Para confirmar a infecgdo por DENV-3, as células eram
transferidas para laminas de vidro nos circulos delimitados (spots),
fixadas e submetidas a um teste de imunofluorescéncia indireta.

Preparo da microplaca

Microplacas estéreis de poliestireno com 96 orificios de fundo
chato (CORNING, USA), tiveram colunas de orificios alternadas
que foram inoculadas com células C6/36 infectadas com DENV-3.
As outras colunas de orificios, adicionavam-se células C6/36 nao
infectadas como controles negativos no teste. Para tanto, raspavam-
se as monocamadas celulares contidas nos frascos e rompiam-se
os grumos celulares por pipetagem. As células foram contadas em
cdmara de Neubauer e, inicialmente, adicionaram-se aos orificios das
placas 50.000, 100.000, 200.000, 400.000, 800.000 células em 100uL
do meio de cultivo, para determinagdo da quantidade celular mais
adequada ao EIA-ICC de DENV-3. Em seguida, promovia-se uma
leve agitacao, para que as células se depositassem homogeneamente
no fundo dos orificios. As placas eram incubadas até o dia seguinte,
em ambiente umido, a 28°C e tiveram suas células fixadas ao fundo
dos orificios pela adigao de 100UL de solugio formalina tamponada
2 10% (10% de formaldeido em 100mL de dgua, 6,5g de fosfato de
sédio dibdsico anidro, 4g de fosfato de sédio monobadsico e dgua
destilada q.5.p.900mL, pH7,4). Em continuagio, as placas eram
incubadas por 12 a 18h, em atmosfera umida, a 4°C, lavadas por
2vezes com solugio de Tween, 1/20.000 em PBS (PBS-T) e secas por
emborcamento sobre papel absorvente. Nesta fase, as microplacas,
j& prontas para uso, foram utilizadas imediatamente no teste ou,

armazenadas a -20°C em recipiente plastico*®.

Realizacao do EIA-ICC

Para o EIA-ICC, adicionavam-se aos orificios da placa 200UL de
solugio bloqueadora de ruido (background), foi utilizada solugio de
leite em p6 desnatado a 10% em PBS (LPD10%).

Como solucao diluente do teste, foi utilizada solugio de
albumina bovina a 0,5% em PBS. Na continua¢ao, lavavam-se os
orificios da placa por 3 vezes com PBS-T e adicionavam-se a orificios
infectados e nio infectados (orificios da coluna impar e da coluna

par da microplaca) os soros & serem testados. Também, nos testes
com a placa de titulagido viral, bem como, naqueles realizados para
determinacio do niumero de células, da solucio fixadora e da solucio
bloqueadora, utilizaram-se MIAFs anti-DENV (fluido ascitico imune
de camundongo — MIAF). Os MIAFs eram diluidos 1/200, no diluente
do teste em solugdo de albumina bovina a 0,5% em PBS. Adicionavam-
se 100ul por orificio da placa. Ainda, as seguintes dilui¢oes de soros
humanos positivos para dengue, 1/50, 1/100, 1/150 e 1/200, foram
avaliadas visando a escolha de uma dilui¢ao ideal a ser usada na triagem
preliminar de uma grande quantidade de soros. Os soros foram
adicionados, 100l por orificio e as placas, incubadas por 1h a 37°C.
Em continuagao, as placas foram lavadas por 4 vezes com PBS-T e
entdo, adicionaram-se aos orificios, dependendo do caso, 100uL do
conjugado de imunoglobulina caprina anti-IgM ou anti-IgG humano,
ambas conjugadas a peroxidase (SIGMA, USA), na diluigao 1,/2.000,
em diluente do teste. Novamente, as placas foram incubadas por
1h, a 37°C, lavadas 4 vezes com PBS-T e finalmente, adicionava-se
o substrato oxidante ABTS (KPL, USA), 100UL por orificio. Apds
incubagao por 30 min, a 37°C, para desenvolvimento da cor verde nos
orificios em que havia soro com anticorpo contra dengue, bloqueava-
se areagdo por acidificagio, adicionando 50ul de uma solugao 3M de
HCL aos orificios. Em seguida, a placa era lida visualmente e também
em espectrofotometro leitor de ELISA (Titertek, Finlindia) com filtro
de 40Snm. O calculo do ponto de corte (cut-off) foi feito com base na
média das densidades 6ticas (DOs) obtidas no espectrofotdmetro
em pelo menos 8 orificios contendo células nao infectadas. A esta
média acrescentavam-se 3 desvios-padrdo o que determinava ao teste
uma especificidade superior a 99%. Valores acima do ponto de corte
foram considerados positivos. Aspecto da microplaca de EIA-ICC é
mostrado na Figura 1.

FIGURA 1 - Aspecto de uma microplaca de EIA-ICC para DENV-3, com soro
imune de camundongo contra DENV-3 adicionados aos orificios coloridos,

na diluigao 1/100 e mostrando resultado fortemente positivo. As colunas de
orificios impares contendo células infectadas com DENV-3 aparecem em verde,
contrastando com as colunas contendo células nao infectadas nas quais nao se
observa cor.

Soros de pacientes da epidemia de dengue em Ribeirao Preto, 2006,
testados por EIA-ICC. Foram analisados 1.797 soros por EIA-ICC para
DENV-3. Estes soros eram de pacientes, de ambos os sexos e de todas
as faixas etdrias, com suspeita clinica de dengue e que se apresentaram
para atendimento médico em Unidades Basicas de Saide (UBS)
da cidade de Ribeirao Preto, em margo e abril de 2006. Os sangues
foram colhidos por puncio intravenosa e encaminhados ao CPV-
FMRP-USP para confirmagao laboratorial de dengue. Estes sangues
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foram colhidos 5 ou mais dias apos o inicio dos sintomas de dengue,
tendo sido, por esta razao, indicados para diagndstico sorologico e
armazenados a -20°C até a realizagdo do teste soroldgico.

Etica

Este trabalho, realizado no CPV-FMRP-USP, foi aprovado pela
Comissao de Etica em Pesquisa Humana do HCFMRP-USP, no
CAAE-0209.0.004.000-06, no Oficio n° 2440/2006 CEP/MGYV e
no Processo HCRP n° 9390/2006.

RESULTADOS

Comparagao de resultados por EIA-ICC e teste HUMAN.
Comparou-se resultados obtidos pelo EIA-ICC, na detecgao de
IgM contra DENV-3, com resultados da detecgao de IgM pelo teste
comercial HUMAN de diagndstico sorolégico do dengue. Escolheu-
se este teste para comparagao por ter uso rotineiro em nosso meio
e tratar-se de um ELISA indireto que detecta IgG e/ou IgM, como
0 EIA-ICC. Foram comparados resultados de 85 soros de pacientes
com suspeita clinica de dengue selecionados aleatoriamente. Destes,
17 soros exibiram resultado positivo por ambos os testes, 6 apenas
pelo EIA-ICC e 5 apenas pelo HUMAN.

Portanto, com base no teste HUMAN o EIA-ICC mostrou
sensibilidade de 74%, especificidade de 92%, o valor preditivo
positivo foi de 77%, o valor preditivo negativo de 90% e a acurécia
de 87%. Assim, o EIA-ICC quando comparado ao teste HUMAN,
mostrou-se moderadamente sensivel e com moderado valor preditivo
positivo, mostrou alta especificidade e boa acuracia.

Também, como parte da analise comparativa do EIA-ICC para
DENV-3 com o teste HUMAN, fez-se anélise estatistica pelo teste
Kappa, evidenciando um indice geral de 0,675, um intervalo de
confianga (IC) de 95%, com valor superior de 0,876 e inferior de
0,474 e p < 0,001, o que sugere uma alta concordéncia entre os
testes.

Diagnéstico de DENV-3 por EIA-ICC na epidemia de Ribeirao
Preto, 2006. Um total de 1.797 amostras séricas de pacientes com
suspeita clinica de dengue, apds a realizagao do teste em 228 amostras
detectou-se IgM contra DENV-3 (positividade de 12,7%). Detectou-se
IgG para DENV-3 em 23S amostras (positividade de 13,1%). Em
35 amostras detectou-se IgG e IgM para DENV-3 (positividade de
1,9%). Estes resultados sdo mostrados na Figura 2.
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FIGURA 2 - Nimero de soropositivos por detec¢ao de IgM e IgG para DENV-3
no EIA-ICC.

Dos 815 participantes do sexo masculino cujos soros foram
testados por EIA-ICC, 86 tiveram IgM reagente para DENV-3,
positividade de 10,5%. Da mesma forma, de 982 participantes do
sexo feminino encontraram-se 142 positivos para IgM, positividade
de 14.5%. Portanto, a positividade de IgM para DENV-3 foi
significantemente maior entre as mulheres (p=0,007).

Quanto a idade, os participantes foram divididos 6 faixas
etdrias como mostra a Figura 3. Foi significantemente maior a soro
positividade de IgM para dengue entre mulheres de 2 a 15 anos
(p<0,01) e de 16 a 30 anos (p<0,01).

Observa-se na Tabela 1 a positividade sérica para DENV-3 (IgM)
segundo dias de doenca no momento da coleta amostral.

O periodo de S a 12 dias agregou 99,1% dos soropositivos IgM
para DENV-3. Observaram-se diferencas significantes quando

compararam-se pelo teste Z, para diferenca de duas proporgoes, as
faixas de S a 8 dias e 9 a 10 dias (p<0,001).
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FIGURA 3 - Positividade de anticorpos IgM para DENV-3 detectados por EIA-
ICC nos 1.797 participantes do estudo segundo sexo e faixa etaria.

TABELA 1 - Dias de doenga e positividade de IgM sérico para DENV-3 nos
pacientes.

Total de amostras Pacientes com IgM

para sorologia positiva DENV3
Dias de doenga n° % n° %
1 a4 dias 38 2,1 0 0
S 46 2,6 13 Sy7
6 304 16,9 36 15,8
7 330 18,4 64 28,1
8 298 16,6 38 16,7
9 241 134 32 14,0
10 215 12,0 §S 14,5
11 68 3,8 10 44
12 30 17 0 0
13 30 1,7 1 0,4
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DISCUSSAO

No Brasil, os métodos laboratoriais mais utilizados no
diagndstico do dengue sao os sorologicos, visando a detecgao de IgM
especifica, apds o quinto dia de doenga. Dos métodos sorologicos,
os mais utilizados sdo os imunoenzimaticos (ELISA) e dentre eles,
prepondera o MAc-ELISA*>'.

Em 1.797 soros analisados, observou-se uma baixa positividade,
apenas 428, ou seja, 23,8% dos pacientes apresentaram anticorpos
IgM para DENV-3. Isto sugere que, provavelmente, mais de 3/4 dos
casos suspeitos que participaram do estudo tinham outras doengas
infecciosas.

Dentre os pacientes com dengue diagnosticados por EIA-ICC,
observou-se uma positividade maior entre as mulheres, fato que
poderiamos explicar; porém sem comprovagio, aventando que a
transmissao viral se daria principalmente no domicilio.

A soropositividade para DENV-3 por EIA-ICC ocorreu entre S a
12 dias apés o inicio dos sintomas da doenca (99,1% dos pacientes),
como tem sido observado em outros trabalhos com o EIA-ICC e

também, outros ensaios imunoenzimaticos>%”.

Os resultados obtidos neste trabalho, coincidem e se somam

aos relatados em estudos prévios>®”!!

, € nos permitem concluir
que o EIA-ICC é um método especifico e confidvel no diagndstico
soroldgico do dengue, possuindo, inclusive, as vantagens de ser
todo desenvolvido in house, ser simples e répido apds o preparo das
placas, podendo ser facilmente realizado em laboratérios com poucos
recursos técnicos. Ainda, a detec¢do simultdnea de anticorpos IgG
e IgM por EIA-ICC, permitiria diagnosticar infec¢des primdrias e
secunddrias por dengue o que deverd ser motivo de nossos proximos
trabalhos utilizando a técnica.
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