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Introducéo:

O virus da dengue pertence ao género Flavivirusjlita Flaviridae, e apresenta
propriedades antigénicas distintas que caractergaatro sorotipos denominados virus
dengue 1 (DENV 1), virus dengue 2 (DENV 2), viraaglue 3 (DENV 3) e virus dengue
4 (DENV 4). Sao transmitidos aos humanos por messjudo género Aedes, sendo o
Aedes aegypti 0 principal vetor. Dengue é a doenca viral, tratisiaipor vetor, mais
difundida mundialmente, com aproximadamente 39Chdesd de casos reportados
anualmente. A variabilidade genotipica dos DENV t&do associada a distribuicéo
geografica e seu potencial epidémico. O desenvelimde um ensaio para deteccado e
sorotipagem dos DENV facilita tanto no diagndstidinico como na vigilancia

epidemiolégica deste agravo.

Objetivo:
Padronizar um ensaio molecular para deteccao ardisacdo dos quatro sorotipos do

DENV na plataforma de PCR em Tempo Real.

Metodologia:

Os iniciadores e sondas utilizados na padronizdg&msaio estéo localizados em regides
conservadas, permitindo, assim, amplificar/deteasaguatro tipos de virus Dengue em
duas reacdes triplex, uma reacdo para Dengue hgube, e outra para Dengue 3 e
Dengue 4 e em toda reacdo é utilizada um contraégno (Cl) do sistema. Até o
momento, para a padronizacao da concentracao daseriniciadores, e para obtencao
das provas de conceito, foram processadas amdst@dtura desse virus de diferentes

cepas, dos tipos 1, 2, 3 e 4.



Resultado:

O processamento das amostras de cultivo dos diésreipos de Dengue demonstrou
resultados bastante significativos, apresentandobam desempenho das curvas de
amplificacéo de DEN e do Cl, em uma mesma reacivesdes de especificidade foram
realizados com amostras verdadeiramente negativasdemonstraram 100% de
concordancia. Em testes preliminares, obtivemosgDerl com fluorescéncia, FAM,
Dengue 2 VIC e CI DYE3; Dengue 3 VIC, Dengue 4 FAKZI DYE3, como as melhores
combinacdes das fluorescéncias. A extracdo dossnigcleicos das diferentes cepas de
virus foi feita em um sistema automatizado de e#tvade coluna de silica usada no

modelo atual do Kit NAT Brasileiro.

Concluséo:

Os testes realizados mostraram que as reacOesxirjpdr PCR em tempo real, para
discriminacdo dos quatro sorotipos de Dengue eoPArf satisfatorias. Entretanto, para
a validacdo do sistema ha necessidade de testés @mostras clinicas positivas dos
quatro tipos de virus dengue. Além disso, amostrgativas para DENV e positivas para
outros virus, entre outros, ZIKAV e Chikungunyarase utilizadas nos ensaios de
especificidade. Atualmente, estdo em andamentoriex@etos para avaliacdo das
caracteristicas técnicas, como os niveis de sédaile, reprodutibilidade, especificidade
entre outros. O desenvolvimento de um teste maediscriminatorio de Dengue € de

suma importancia, considerando-se a relevancizepadogica de dengue, no Brasil.
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