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Resumo

As arboviroses correspondem a doengas transmitidas aos seres humanos pela picada de vetores artropodes e
constituem um crescente problema de sadde publica. Grande parte destes arbovirus estdo emergindo e circulando por
todo o pais, dentre eles, destaca-se o virus da dengue. Este arbovirus apresenta quatro sorotipos, DENV1-4, dessa
forma torna-se importante o uso de técnicas que possam identificar o sorotipo presente. Nesse contexto, o presente
estudo trata-se de uma revisdo da literatura que tem como objetivo demonstrar a importancia do uso de técnicas
moleculares no diagnéstico da dengue. Para tal, foram realizadas buscas de artigos cientificos nas bases de dados
PubMed, LILACS, SciElo e Google académico. Verificou-se que o uso da técnica molecular de RT-PCR e suas
variacOes sdo altamente importantes para a deteccdo viral, bem como para diferenciacdo dos sorotipos circulantes.
Logo, estd é uma técnica que tem vantagens no diagndstico da dengue, pois apresenta boa sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade. Portanto, observa-se que o diagnostico molecular laboratorial contribui
positivamente para o isolamento viral, além de garantir a identificagdo do genétipo circulante e assim garantir qual
sorotipo prevalece em determinada localidade. Essas vantagens de isolamento, contribuem para o controle
epidemioldgico e serve para alerta as autoridades sanitarias a promover medidas preventivas e de controle a essa
doenca.
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Abstract

Arboviruses correspond to diseases transmitted to humans by the bite of arthropod vectors and constitute a growing
public health problem. Most of these arboviruses are emerging and circulating throughout the country, among them,
the dengue virus stands out. This arbovirus has four serotypes, DENV1-4, so it is important to use techniques that can
identify the present serotype. In this context, this study is a literature review that aims to demonstrate the importance
of using molecular techniques in the diagnosis of dengue. To this end, searches were performed for scientific articles
in the PubMed, LILACS, SciElo and Academic Google databases. It was found that the use of the molecular
technique of RT-PCR and its variations are highly important for viral detection, as well as for the differentiation of
circulating serotypes. Therefore, this is a technique that has advantages in diagnosing dengue, as it has good
sensitivity, specificity and reproducibility. Therefore, it is observed that laboratory molecular diagnosis contributes
positively to viral isolation, in addition to ensuring the identification of the circulating genotype and thus guaranteeing
which serotype prevails in a given location. These isolation advantages contribute to epidemiological control and
serve to alert health authorities to promote preventive and control measures for this disease.

Keywords: Arboviruses; Dengue; Molecular biology; Polymerase Chain Reaction.

Resumen

Los arbovirus corresponden a enfermedades transmitidas al ser humano por la picadura de artrépodos vectores y
constituyen un creciente problema de salud piblica. La mayoria de estos arbovirus estan emergiendo y circulando por
todo el pais, entre ellos destaca el virus del dengue. Este arbovirus tiene cuatro serotipos, DENV1-4, por lo que es
importante utilizar técnicas que puedan identificar el presente serotipo. En este contexto, este estudio es una revision
de la literatura que tiene como objetivo demostrar la importancia del uso de técnicas moleculares en el diagnéstico del
dengue. Para ello, se realizaron busquedas de articulos cientificos en las bases de datos PubMed, LILACS, SciElo y
Academic Google. Se encontré que el uso de la técnica molecular de RT-PCR y sus variaciones son de gran
importancia para la deteccion viral, asi como para la diferenciacién de serotipos circulantes. Por tanto, esta es una
técnica que tiene ventajas en el diagndstico del dengue, ya que tiene buena sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad. Por tanto, se observa que el diagnéstico molecular de laboratorio contribuye positivamente al
aislamiento viral, ademas de asegurar la identificacion del genotipo circulante y asi garantizar qué serotipo prevalece
en una localizacion determinada. Estas ventajas de aislamiento contribuyen al control epidemiolégico y sirven para
alertar a las autoridades de salud para promover medidas de prevencién y control de esta enfermedad.

Palabras clave: Arbovirus; Dengue; Biologia molecular; Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

1. Introducéo

As arboviroses sdo doencas transmitidas aos seres humanos pela picada de vetores artrépodes e constituem um
crescente problema de salde pablica. Nos ultimos anos, a incidéncia destas arboviroses aumentou largamente devido as
alteracBes climaticas, ambientais e populacionais que favoreceram a amplificagdo e transmisséo viral. Estes fatores facilitaram
a emergéncia e reemergéncia destes patdgenos, resultando em impacto na morbidade e mortalidade, sobretudo em regifes
endémicas, como paises de climas tropicais e subtropicais (Go; Balasuriya; Lee, 2014; Lopes; Gubler, 2002; Weaver; Reisen,
2010; Terzian et al., 2011).

No Brasil, grande parte destes arbovirus estdo emergindo e circulando por todo o pais, dentre eles, destaca-se o
Dengue virus (DENV), pertencente a familia Flaviviridae e género Flavivirus, o qual é responsavel por gerar um grande
impacto econdmico e social, com uma estimativa de 390 milhdes de infeccBes por ano (Bhatt et al., 2013). O DENV apresenta
quatro sorotipos (DENV1-4) que estdo amplamente distribuidos em todo o mundo, inclusive no Brasil, onde houve relatos da
primeira circulacdo desde a década de 80 (Cavalcanti et al., 2011). Nos dltimos anos, varios estudos demonstraram a co-
circulagdo dos quatro sorotipos de DENV em varias regies do pais, 0 que caracteriza uma situagdo de hiperendemicidade na
regido e favorece o desenvolvimento de epidemias, bem como a possibilidade da ocorréncia de formas graves da doenca. Vale
destacar que a infeccéo ocasionada por qualquer um dos quatro sorotipos pode resultar em uma série de manifestagdes clinicas,
que variam de casos assintomaticos ou febres autolimitadas, e até mesmo extrapolando para doencas hemorragicas severas
podendo levar a dbitos (WHO, 2009; Silva et al., 2021; Nozawa; Linhares, 2014).

De acordo com dados do Ministério da Salde, no ano de 2019, a taxa de incidéncias de casos de DENV no Brasil foi
de 735,2 casos por 100 mil habitantes, com cerca de 1.544.987 notificagdes de casos provaveis. Quando se discorre sobre

regides brasileiras afetadas, a regido Sul é descrita com 165,2 casos por 100 mil habitantes, seguido da regido norte com 195,8
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casos por 100 mil habitantes. Adicionalmente, em terceiro, 0 Nordeste com 376,7% a cada 100 mil habitantes, sudeste com
1.159,4 casos/100 mil habitantes e em Gltima analise a regido Centro-oeste com 1.349,1 casos por 100 mil habitantes
(Ministério da Saude, 2020).

Por outro lado, para o ano de 2020, o Ministério da Saude notificou um total de 971.136 casos provaveis de DENV,
dos quais a taxa de incidéncia foi de 462,1 casos/100 mil habitantes na regido brasileira. Dessa forma, observa-se que houve
uma diminuicdo de casos e até mesmo de incidéncia quando comparado ao ano anterior, tal reducdo pode ser atribuida a
mobilizacdo nacional para o combate ao SARS-CoV2 o que pode ter ocasionado uma subnotificacdo nos casos de arboviroses,
visto que as observacGes dos primeiros boletins levavam a aumento de casos (Ribeiro et al., 2020). Dos casos notificados por
regido, a regido Norte apresentou uma incidéncia de 114,0 casos por 100 mil habitantes e seguido da regido Nordeste com
258,6 mil habitantes. Adicionalmente, a regido Sudeste, Sul e Centro-Oeste com respectivamente, 373,2, 931,3 e 1.187,4 casos
por 100 mil habitantes (Ministério da Saude).

Baseado em varios estudos realizados, suspeita-se que casos por DENV sejam subestimados e erroneamente
diagnosticados. Tais fatos sdo consequéncia das manifestagcdes clinicas iniciais que sdo semelhantes a outros arbovirus, bem
como pelo desenvolvimento de reagdes cruzadas que advém da baixa especificidade dos testes soroldgicos, o que dificulta o
diagnéstico diferencial (Heinz; Stiasny, 2012).

Diante das informacdes apresentadas, as técnicas moleculares, como a técnica de RT-PCR (do inglés “Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction™) e suas variantes, bem como o desenvolvimento de novos protocolos, devem ser
implementados e aperfeicoados para auxiliar na identificacdo correta e especifica de DENV, facilitando o diagnostico precoce
(Heinz; Stiasny, 2012). Além disso, a deteccdo molecular dos sorotipos virais do DENV (1-4), proporcionam um
monitoramento da introducdo e possivel circulagdo, como também a caracterizacdo deste arbovirus. Assim, tais dados poderdo
contribuir na detecgdo dos casos, informando o real estado epidemiolégico, para que, seja dado um melhor direcionamento as
autoridades de salde a ponto de tracar estratégias de prevencdo e controle, mais seguras e eficazes, objetivando a diminuicao
das taxas de incidéncias e surgimentos de novas epidemias, bem como auxiliar no manejo clinico adequado do paciente.
Baseado nisso, o presente estudo tem como objetivo identificar a importancia da utilizagdo destas técnicas direcionadas a
biologia molecular como meio diagndstico de dengue.

2. Metodologia

O presente estudo trata-se de uma revisdo documental, descritiva e de abordagem qualitativa (Rodrigues et al., 2020;
Aradjo et al., 2020). Para alcancar o objetivo previamente estabelecido, foram utilizados sites nacionais e internacionais de
publicacdo de artigos cientificos, a saber: National Library of Medicine (PubMed), Literatura Latino-americana e do Caribe
(LILACS), Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Google Académico. A busca das publicaces deveria apresentar a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular no diagndstico de DENV, dando enfoque a sua eficacia no que se refere a
sensibilidade e especificidade na detecgdo viral. Nesse sentido, o presente estudo deve responder a pergunta norteadora acerca
da “importancia do diagnéstico molecular na virologia, como forma de deteccdo precoce de DENV”.

Para a selecdo dos artigos cientificos foi utilizado os seguintes critérios de inclusdo: artigos publicados em inglés ou
portugués, com resumos disponibilizados na base de dados selecionada e com periodo de publicacdo com intervalo de cinco
anos, respectivamente, 2009 a 2020. Por outro lado, como critérios de exclusdo, foram excluidos artigos de revisdo de
literatura, trabalhos de concluséo de curso, dissertacBes de mestrado, testes de doutorado, e aqueles que ndo apresentaram
informacdes relevantes acerca do tema em destaque.

Além disso, para o desenvolvimento da pesquisa empregou-se descritores para a busca das publicagdes, sendo estes

“Virus da Dengue”, “Biologia Molecular”, “PCR” e “RNA-Seq”. Os mesmos também foram empregados em inglés, para a
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busca de publicacOes internacionais. Apds a selecdo, foi desenvolvido um levantamento de estudos, em que se realizou a
leitura inicial dos titulos para selecdo prévia.

Em detalhes, para a selecdo dos artigos, os critérios foram divididos em: identificacdo, triagem, elegibilidade e
inclusdo. No processo de identificacdo, os artigos no banco de dados foram selecionados e os que apareceram em duplicata
foram removidos. Na triagem, os artigos foram selecionados de acordo com os critérios de inclusdo pré-estabelecidos.

Para a elegibilidade das publicacBes, cada titulo e resumo foi lido detalhadamente para confirmar a relevancia e
adequar ao tema em estudo desta pesquisa. Ao final, foram selecionados os artigos lidos na integra e que apresentavam
informagdes que pudessem compor a presente revisdo descritiva. No Diagrama 1 pode-se observar como foi desenvolvida a

coleta de dados.

Diagrama 1 — Diagrama da selec¢do dos dados para anélise do presente estudo.

Revisido da Literatura

Bases de dados: PubMed. LILACS.
SciElo e Google Académico

Total de artigos encontrados nas
bases de dados - 52

Artigos excluidos - 28

Artigos que atenderam aos critérios
de inclusao - 24 Duplicados e Nao atenderam ao
objetivo do estudo

Fonte: Autores (2021).

3. Resultados e Discusséo

A partir da busca de dados na literatura, foram encontrados 52 artigos nas bases de dados selecionadas, dos quais 26
foram excluidos por ndo atenderem aos critérios pré-estabelecidos e/ou por ndo terem dados suficientes para compor a revisdo.
Apos leitura integral, 2 artigos foram excluidos, sendo entdo selecionados 24 artigos para a revisdo descritiva. Na maioria dos
artigos selecionados, a metodologia de escolha foi a PCR convencional, utilizando amostras de pacientes com sintomatologia
sugestiva de DENV. Tal metodologia é descrita como a técnica padrdo ouro para deteccdo do genoma viral dos quatro
sorotipos virais de DENV.

No que concerne a pesquisa nas bases de dados descritas anteriormente, demonstrou-se que os artigos direcionados ao
estudo de Dengue virus concatenados a detec¢do através de métodos moleculares enfatizaram de forma constante e satisfatoria

a importancia da metodologia utilizada, bem como aplicada a doenca em estudo.
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A identificacdo precoce e especifica das arboviroses como DENV, através de métodos diagnosticos répidos e
confidveis é importante para melhorar ndo apenas o diagndstico clinico e diferencial, mas também auxiliar na investigacéo e
monitoramento da circulagcdo destes, permitindo a identificacdo correta e precoce, com a finalidade de evitar possiveis
epidemias e progressdo dos sintomas para casos graves (Guzman et al., 2010; Moreli, Costa, 2013; Guzman; Harris, 2015;
Seshan et al., 2017; Santiago et al., 2018).

As técnicas moleculares sdo uma alternativa para um diagndstico precoce, confiavel, sensivel e especifica, através da
deteccdo de genomas virais durante a fase aguda, sendo bastante utilizados em laboratérios de referéncia e de pesquisa (Peeling
et al., 2010; Moreli, Costa, 2013). A identificacdo correta dos arbovirus é dificultada pela apresentagdo de sintomas
inespecificos, durante a fase aguda da infecgdo, e pela cocirculagdo de diferentes arbovirus. Dessa forma, um diagnostico
especifico, através de RT-PCR, constitui uma ferramenta Util para a identificacdo correta destas infec¢des (Bronzoni et
al.,2005; Heinz; Stiasny, 2012).

Dentre os varios protocolos implementados, destaca-se RT-PCR convencional, tal metodologia consiste na
amplificacdo do genoma viral presente em amostras clinicas de soro, LCR, sangue, plasma, tecidos, saliva e urina, para isso
existem inmeros protocolos especificos para cada arbovirus. Esse método possui alta sensibilidade e especificidade, e
possibilita amplificar uma sequéncia especifica do RNA viral utilizando iniciadores especificos para cada regido gendmica
(Lanciotti et al., 1992; Bronzoni et al.,2005; Barkham et al., 2006; Johnson et al., 2012; Guzman; Harris, 2015;). Mais
recentemente, houve a implementacdo da RT-PCR em tempo real que apresenta uma maior sensibilidade, maior rendimento,
menor risco de contaminacao e a possibilidade de quantificagdo em tempo real do cDNA amplificado em cada ciclo, frente ao
método convencional (Chao; Davis; Chang, 2007; Santiago et al., 2018).

Em aproximadamente 92% dos estudos a metodologia padréo utilizada foi a RT-PCR e suas variacfes, além da
implementacéo de outras técnicas direcionadas a andlise em biologia molecular. Em detalhes, a RT-PCR convencional foi
utilizada, exclusivamente, por 5 dos 19 estudos (cerca de 26%) e os estudos subsequentes utilizaram a mesma metodologia,
contudo utilizaram-na em associacdo com outras metodologias de biologia molecular para suporte na detec¢do e/ou para
identificacfo de possiveis variagbes genéticas, a exemplo: RT-PCR Semi-nested e multiplex (Terzian et al., 2011; Johnson et
al., 2012; Sesham et al., 2017; Suwanmanee et al.,2018; Boga et al., 2019; Cai et al., 2020; Eldigail et al., 2020).

O DENV apresenta quatro sorotipos que sdo filogeneticamente subdivididos em diferentes genétipos de acordo com
sua variedade nucleotidica e linhagens (Ratnam et al., 2013; Prajapati et al., 2020). Estes gendtipos apresentam diferengas
genéticas de aproximadamente 3% no nivel de aminoacidos e 6% ao nivel de nucleotideos e sdo de grande importancia para
desenvolvimento de viruléncia e gravidade das manifestagdes clinicas. Com base em caracterizages moleculares das regifes
dos genes M, E e NS1, foi determinada uma diversidade genética entre os DENV, sendo reconhecidos cinco gendtipos para o
DENV-1, seis genotipos para 0 DENV-2, cinco para 0 DENV-3 e quatro genétipos para 0 DENV- 4 (Rico-Hesse, 2003; Sim;
Hibberd., 2016; Fares et al., 2015).

Diversos estudos relataram que o sorotipo DENV-2 foi apontado como o0 mais prevalente em varios surtos nas
Américas e epidemiologicamente tem sido descrito como o0 mais relevante em todo o mundo. Quanto a viruléncia, o gen6tipo
Asiatico do DENV-2 destaca-se por sua grande associagdo ao desenvolvimento de manifestagbes hemorrdgicas, em
comparacao aos outros genotipos (Weaver; Vasilakis, 2009).

Em alguns trabalhos, as amostras que apresentaram resultado positivo por PCR convencional foram encaminhadas ao
método de sequenciamento de SANGER, essa metodologia de sequenciamento filogenético permite detectar o genotipo ou
linhagem viral presente na amostra, bem como possiveis mutagdes que possam favorecer o desenvolvimento de cepas mais

virulentas que podem predispor o desenvolvimento de manifestacdes graves (Mendonca et al., 2018; Queiroz et al., 2020). Um
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dos estudos identificou a circulagdo do genétipo | de DENV-3, em amostra de soro de um paciente que voltava de viagem a
Cingapura, através do sequenciamento de todo o gene da proteina de envelope (Mendonga et al., 2018).

Novas técnicas, como o sequenciamento de nova geragdo (Next Generation Sequencing — NGS) foi utilizado em 5
estudos na identificacdo de mutacg@es a nivel de nucleotideos e aminoacidos (Perry; Tai, 2018; Jerome et al., 2019; Kar et al.,
2019; Cai et al., 2020; Queiroz et al., 2020). A diferenca desta técnica para as demais baseia-se deteccdo de todas as alterac@es
existentes no DNA sequenciado, por meio de softwares de computadores, comparando com os DNAs de amostras controle.
No estudo realizado por Kar (2019) foi possivel identificar 64 isolados clinicos de DENV, principalmente DENV-2,
identificado como o mais virulento, o que corrobora com as manifestag@es clinicas graves e atipicas apresentadas pelos
pacientes positivos para o sorotipo detectado, onde os maiores titulos virais foram associados a isolados de pacientes
com dengue com sinais de alerta e casos graves de dengue. Analises filogenéticas com base no sequenciamento do genoma
completo caracterizaram as cepas circulantes de DENV-2 para o gen6tipo Cosmopolita. Com esta técnica foi possivel
identificar diferentes mutacdes a nivel de aminoécidos, assim evidenciando a biologia molecular como uma éarea relevante na
atualidade, principalmente no diagnostico satisfatorio, sensivel e especifico de DENV, como de outras doengas (Weaver;
Vasilakis, 2009).

Diante disso, com a utilizacdo da PCR em associa¢do ao sequenciamento, € possivel a detec¢do dos genomas de
DENV e subsequente identificacdo do gendtipo circulantes. Algumas pesquisas tém demonstrado uma associa¢do entre
determinados gendtipos do DENV e uma maior tendéncia ao desenvolvimento de formas graves da doencga, o que demonstra a
importancia da aquisi¢éo de técnicas que permitam a identificacdo dos sorotipos virais (Kyle; Harris, 2008).

Além disso, a co-circulagdo de multiplos sorotipos de DENV na mesma regido representa um risco para ocorréncia de
gravidade das infeccles, visto que o desenvolvimento de dengue grave estd diretamente ligado a producdo de anticorpos
neutralizantes produzidos em uma primeira infeccéo por um dos sorotipos do dengue. Ademais a infecgdes simultaneas podem
afetar os eventos de recombinagdo e levar ao surgimento de isolados mais virulentos (Castafieda., 2017; Queiroz et al., 2020;
Ahmad et al., 2020). Diante disto, o diagnostico diferencial, pelo estabelecimento de métodos mais sensiveis, especificos e que
detectem uma maior diversidade de linhagens virais circulantes, é de grande importancia para distinguir os diferentes genétipos
de DENV.

A utilizacdo de variantes da PCR, em destaque a PCR-multiplex, tem como principio a identificacdo dos quatro
sorotipos virais circulantes de DENV, bem como outros arbovirus circulantes, de maneira simultanea, também permite a
deteccdo de possiveis co-infecgdes que sdo marcadas pelo agravamento e desenvolvimento de manifestaces graves e atipicas.
Esta técnica foi utilizada por 5 (10%) estudos, nos quais foi possivel identificar pacientes coinfectados com Dengue e
Chikungunya virus, com evolucdo para manifestacfes atipicas de gravidade, tais como: encefalite, polineuropatia, alteracGes
hemorragicas, no qual uma pequena parcela dos casos evoluiram ao dbito (Sucipto et al., 2018; Suwanmanee et al.,2018; Boga
et al., 2019; Stubbs et al.,2020).

Outra metodologia atualmente implementada é a Reacdo em cadeia da polimerase-transcriptase reversa quantitativa,
com sigla qRT-PCR (do inglés quantitative Reverse Transcripitase - Polymerase Chain Reaction), que tem como objetivo
aprimorar a capacidade de deteccdo de DENV, por sua alta sensibilidade e especificidade, como também quantificar em tempo
real o cDNA viral nas amostras testadas. Para realizacdo desta técnica, podem ser utilizadas duas abordagens, definidas pela
utilizacdo de diferentes marcadores: corantes SYBR® Green e sondas TagMan®. Na primeira, o fluorocromo ndo é especifico
para uma determinada sequéncia de DNA, detectando e ligando-se a qualquer produto de cadeia dupla da PCR, sendo a
especificidade da detecgdo e quantificacdo devida a especificidade dos iniciadores. Ja a segunda requer um fluorocromo ligado
a uma sonda na extremidade 3’ do DNA e a presenca de um quencher na extremidade 5’ com especificidade para uma

sequéncia de DNA e que detecta somente esta sequéncia em todos os produtos da PCR (Mansuy et al., 2018; Wu et al., 2018).
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A gRT-PCR, também conhecida como PCR em tempo real, essa técnica permite ndo somente a identificacdo, como
também a quantificacdo da carga viral, que pode ser correlacionado com a gravidade das manifestagGes clinicas. Nos estudos
analisados, foi verificado a eficiéncia da técnica a partir de diferentes testes de padronizagdo. Os resultados demonstraram que
os valores de CT (Threshold Cycle) dos quatro modelos de sorotipo foram semelhantes em cinco instrumentos de PCR em
tempo real. Assim, este sistema fornece um método preciso para detec¢do e sorotipagem de DENV, que pode ser aplicado em
diagnéstico e vigilancia epidemiolégica (Mansuy et al., 2018; Wu et al., 2018; Mun et al., 2019). Dentre os trabalhos
analisados 6 (11,5 %) detectaram o genoma viral, assim como determinaram a carga viral, por meio da amplificacdo do
material genético, o que é de grande valia por sua correlagdo entre gravidade dos sintomas, possibilitando a prevencao e
antecipacdo de evolucdo grave. (Santiago et al., 2018; Slavov et al., 2019; Gongalves et al., 2019; Carvalho et al., 2019; Cai et
al., 2020).

Os estudos demonstraram uma alta sensibilidade da técnica, o que permitiu a deteccdo de DENV em amostras
consideradas com baixo periodo de viremia. Este resultado satisfatério confirma a importancia da aplicagdo de vérias técnicas
direcionadas ao diagnéstico molecular, aumentando a possibilidade de deteccdo de determinado sorotipo viral de DENV e
monitoramento dos pacientes de acordo com a caga viral apresentada. Além disso, estes resultados demonstram a melhoria da
sensibilidade e especificidade das novas tecnologias frente as anteriores (Pateu et al., 2013; Sesham et al., 2017; Peeling et al.,
2010).

Outros métodos moleculares mostraram-se eficientes, como a amplificacdo isotérmica de genes mediada por alca
(LAMP) descrito como um novo método de amplificacdo de material genético desenvolvido pela Eiken Chemical Company em
Téquio, Japdo. Ele tem como premissa a substituicdo da PCR devido a sua simplicidade, rapidez, especificidade e relacdo
custo-beneficio. O ensaio LAMP de transcricdo reversa (RT-LAMP) é uma ferramenta de diagnostico simples, na qual a
reacdo é realizada em um Unico tubo, misturando o tampdo, os primers, a transcriptase reversa e a DNA polimerase e
incubando a mistura a 63 °C por 30 minutos. Este método, quando comparado ao RT-PCR e ao PCR em tempo real, possui as
vantagens da simplicidade da reacdo e da sensibilidade de detecgdo. O ensaio LAMP foi desenvolvido como uma valiosa
ferramenta de amplificacdo do material genético para a detec¢do répida de doencas infecciosas e atualmente esta sendo cada
vez mais implementado por varios pesquisadores para identificagdo répida de virus emergentes, como o West Nile virus,
dengue virus, Japanese encephalitis virus, dentre outros (Lau et al., 2015; Neeraja et al., 2015).

A sensibilidade e especificidade dos resultados da RT-LAMP foram calculadas e comparadas com o qRT-PCR e
ELISA. O RT-LAMP demonstrou alta sensibilidade com o limite de deteccdo de 10 coOpias de RNA para todos o0s
sorotipos. O RNA do virus da dengue foi detectado em todas as amostras positivas usando RT-LAMP e em nenhuma das
amostras foram negativas. O ensaio RT-LAMP tem uso potencial para diagnéstico clinico precoce, sorotipagem e vigilancia da
infeccdo por DENV em paises endémicos para esta patologia (Lau et al., 2015; Neeraja et al., 2015).

Os quatro sorotipos de DENV até entdo identificados podem ser diagnosticados através de metodologias baseadas em
biologia molecular, sendo de grande importancia para o diagnostico diferencial e precoce, se tornando relevante para o correto
manejo do paciente e aplicacdo de medidas preventivas. Atualmente, as técnicas voltadas para o diagndstico molecular sao
consideradas satisfatorias, pois mostram resultados confidveis nas analises bioldgicas de diversas amostras, tais como: soro,
LCR, sangue, plasma, tecidos, saliva e urina (Barkham et al., 2006; Johnson et al., 2012; Guzman; Harris, 2015).

Os estudos objetivaram diagnosticar o dengue virus, identificar possiveis coinfeccBes, detectar a carga viral
correlacionado ao desenvolvimento de alteracdes atipicas, como também agravamento de manifestacGes graves e, subsequente
caracterizacdo da dindmica viral através de inferéncias filogenéticas. Os autores afirmaram que, novas mutagdes no genoma
viral, até entdo ndo detectadas, podem ser investigadas com o avango e refinamento das técnicas de biologia molecular, como

exemplo o sequenciamento de nova geragdo e destacam a importancia da vigilancia continua da circulagdo de dengue, através
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de técnicas moleculares, em areas endémicas, a fim de obter uma compreenséo mais clara da dindmica da DENV e possiveis

alteracBes no genoma viral.

4. Concluséao

Diante das informacGes apresentadas, a utilizacdo de técnicas voltadas a biologia molecular é de grande relevancia
para a elucidacdo da real situagdo epidemioldgica dos casos de dengue e, proporcionam um melhor monitoramento da
introducdo e possivel circulacdo dos sorotipos deste arbovirus. As técnicas moleculares por apresentarem uma boa
sensibilidade e especificidade, sdo essenciais para o diagndstico ainda nos primeiros dias de infeccdo, possibilita a intervencéo
terapéutica precoce, podendo com isso controlar uma possivel evolucéo para casos graves da doenca.

Ademais, conclui-se que a utilizacdo das técnicas variantes e complementares da RT-PCR fornecem informac6es
sobre a evolucdo e dindmica viral, 0 que permite conhecer tanto a viruléncia dos genotipos circulantes como a diversidade e
gravidade das manifestacBes clinicas de cada sorotipo. Além disso, as técnicas de biologia molecular, também fornecem
informacdes relevantes para as autoridades sanitérias, possibilitando que essas tracem estratégias preventivas e de controle,
objetivando a taxa de incidéncia e surgimento de novas epidemias. Dessa forma, este estudo constata-se a importancia de se
dispor de técnicas moleculares para o diagnéstico de dengue, até mesmo para garantir informacGes acerta dos sorotipos
circulantes e contribuir com a epidemiologia e assim poder alertar a populagéo acerca dos casos confirmados.

Desta forma, é importante considerar a realizagdo de testes moleculares, visto que algumas outras doengas se
assemelham a sinais e sintomas da dengue, como é o caso de Chikungunya e Zika-Virus. Com uma identificacdo correta é
possivel contribuir com um controle de salde publica para a populacdo em geral, além de abrir portas para mais estudos sobre
a relacdo epidemioldgica da dengue. Sendo essa perspectiva possivel apenas por conta das técnicas laboratoriais de diagndstico

molecular.
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