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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

VIGILÂNCIA DO VÍRUS CHIKUNGUNYA NA ATUAL TRÍPLICE EPIDEMIA DE ARBOVÍRUS  

NO BRASIL: INVESTIGAÇÃO DE CASOS SUSPEITOS E GENOTIPAGEM  

DOS VÍRUS CIRCULANTES 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Thiara Manuele Alves de Souza 

 

O vírus chikungunya (CHIKV) tem sido responsável por importantes epidemias emergentes e reemergentes de 

uma doença caracterizada por poliartralgia intensa e incapacitante em diversas regiões tropicais e temperadas 

do mundo. No Brasil, os primeiros casos autóctones do genótipo Asiático deste vírus foram identificados em 

Oiapoque (AP) durante 2014 e neste mesmo período, o genótipo Leste-Centro-Sul Africano (ECSA) foi 

introduzido de forma independente em Feira de Santana (BA). Apesar da importância dos mosquitos Ae. aegypti 

na transmissão desta arbovirose, o vetor Ae. albopictus tem sido associado como um novo causador da doença 

devido a uma mutação E1-A226V que favoreceu a transmissão do CHIKV por esta espécie. Atualmente, o país 

vive uma tríplice epidemia de arbovírus (DENV, ZIKV e CHIKV) tornando o diagnóstico diferencial extremamente 

difícil para os profissionais de saúde. Desta forma, o presente estudo teve como principais objetivos investigar 

casos suspeitos de CHIKV e a possível ocorrência de co-infecções entre os três arbovírus circulantes, assim 

como realizar a genotipagem e caracterização molecular a partir do sequenciamento parcial da região E1 das 

cepas representativas de CHIKV provenientes de epidemias ocorridas no Amapá (AP) e Feira de Santana (BA) 

em 2014-2015 e em Campo Grande (MS) e Rio de Janeiro (RJ) durante 2016. No AP, os resultados demonstram 

que 107/208 (51.44%) dos casos avaliados foram confirmados para CHIKV, sendo 71.02% (76/107) da cidade de 

Oiapoque, 25.23% (27/107) de Macapá e 3.73% (4/107) de Porto Grande. Destes, foram observadas 24 co-

infecções por CHIKV e DENV, 2 por CHIKV e DENV-1 e 2 por CHIKV e DENV-4. Na BA, 24/28 (85.71%) dos 

casos suspeitos foram confirmados para este vírus e destes, 12 co-infecções por CHIKV e DENV foram 

encontradas. No MS, 7/134 (5.22%) dos casos apresentaram apenas uma evidência sorológica desta infecção, 

indicando um quadro epidêmico em crescimento nesta região. Destes, foram observadas 1 co-infecção por 

CHIKV e DENV, 2 por CHIKV e DENV-1 e 1 por CHIKV, DENV-1 e ZIKV. No RJ, 70/91 (76.92%) dos casos 

foram confirmados para CHIKV, sendo estes prevalentes na Zona Sul da cidade (32.14%), com destaque para os 

bairros do Catete, Glória e Laranjeiras. Destes, foram observadas 8 co-infecções por CHIKV e DENV e 17 por 

CHIKV e ZIKV. Adicionalmente, os dados sugerem a predominância de infecção entre indivíduos do sexo 

feminino e maiores de 15 anos no AP e no RJ. No AP, o maior número de casos foi destacado para indivíduos 

entre 16 a 20 anos e 26 a 55 anos e no RJ, a maior frequência de casos confirmados foi para indivíduos entre 26 

a 30 anos, seguido de 41 a 45 e 51 a 55 anos. Com relação às manifestações clínicas dos casos de CHIKV do 

AP, MS e RJ, houve predominância de febre, artralgia, mialgia, prostração, edema, exantema, hiperemia 

conjuntival, lombalgia, tontura, náusea, dor retro-orbitária e anorexia. Por fim, apesar de não ter sido observada 

nenhuma alteração de aminoácidos, foi demonstrado que todas as cepas de CHIKV do AP analisadas pertencem 

ao genótipo Asiático. No RJ, foi demonstrada pela primeira vez a circulação do ECSA nesta região e nenhuma 

mutação A226V foi observada. Apesar disso, foi revelada uma alteração E1-V156A em duas amostras e pela 

primeira vez na literatura a mutação E1-K211T em todas as amostras analisadas. Outros estudos serão 

necessários para esclarecer as consequências destas mudanças no fitness dos mosquitos e no sistema 

imunológico humano, sendo de fundamental importância o monitoramento dos casos suspeitos de CHIKV e da 

dispersão dos genótipos circulantes, além da identificação de possíveis mutações que facilitam a transmissão 

pelos mosquitos vetores, especialmente em regiões onde há um amplo território, alta densidade do vetor, 

presença de indivíduos suscetíveis e intenso movimento de turistas. 
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SURVEILLANCE OF CHIKUNGUNYA VIRUS IN THE CURRENT TRIPLE ARBOVIRUS EPIDEMIC 

IN BRAZIL: INVESTIGATION OF SUSPECTED CASES AND GENOTYPE OF CIRCULATING 

VIRUSES 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 

 

Thiara Manuele Alves de Souza 

 

The chikungunya virus (CHIKV) has been responsible for important emerging and reemerging epidemics of a 

disease characterized by intense and incapacitating polyarthralgia in several tropical and temperate regions of the 

world. In Brazil, the first autochthonous cases of the Asian genotype of this virus were identified in Oiapoque (AP) 

during 2014 and in this same period, the East-Central-South African (ECSA) genotype was independently 

introduced in Feira de Santana (BA). Despite the importance of Ae. Aegypti mosquitoes in the transmission of this 

arbovirus, Ae. Albopictus has been associated as a new vector for this disease due to an E1-A226V mutation that 

favored the transmission of CHIKV by this species. Currently, the country lives a triple arbovirus epidemic (DENV, 

ZIKV and CHIKV) making the differential diagnosis extremely difficult for health professionals. Thus, the main 

objective of the present study was to investigate CHIKV suspected cases and the possible occurrence of co-

infections among the three circulating arboviruses, as well as perform the genotyping and molecular 

characterization from the partial sequencing of the E1 region of CHIKV representative strains from epidemics that 

have occurred in Amapa (AP) and Feira de Santana (BA) in 2014-2015 and in Campo Grande (MS) and Rio de 

Janeiro (RJ) during 2016. In AP, the results show  that 107/208 (51.44%) of the evaluated cases were confirmed 

for CHIKV, being 71.02% (76/107) from the city of Oiapoque, 25.23% (27/107) from Macapá and 3.73% (4/107) 

from Porto Grande. Of these, 24 co-infections by CHIKV and DENV, 2 by CHIKV and DENV-1 and 2 by CHIKV 

and DENV-4 were observed. In BA, 24/28 (85.71%) of the suspected cases were confirmed for this virus and of 

these, 12 co-infections by CHIKV and DENV were found. In MS, 7/134 (5.22%) of the cases presented only 

serological evidence of this infection, indicating a growing epidemic in this region. Of these, 1 co-infection by 

CHIKV and DENV, 2 by CHIKV and DENV-1 and 1 by CHIKV, DENV-1 and ZIKV were observed. In Rio de 

Janeiro, 70/91 (76.92%) of the suspected cases were confirmed for CHIKV, being prevalent in the South zone of 

the city (32.14%), especially in the districts of Catete, Glória and Laranjeiras. Of these, 8 co-infections were 

observed by CHIKV and DENV and 17 by CHIKV and ZIKV. Additionally, the data suggest a predominance of 

infection among female subjects and those older than 15 years in the AP and RJ. In AP, the highest number of 

cases was reported for individuals aged 16 to 20 years and 26 to 55 years and in RJ, the highest frequency of 

confirmed cases was for individuals between 26 and 30 years, followed by 41 to 45 and 51 to 55 years. 

Concerning the clinical manifestations of CHIKV cases of AP, MS and RJ, fever, arthralgia, myalgia, prostration, 

edema, exanthema, conjunctival hyperemia, low back pain, dizziness, nausea, retroorbital pain and anorexia 

predominated. Finally, although no amino acid change was observed, it was shown that all the CHIKV strains 

analyzed from AP belong to the Asian genotype. In RJ, ECSA circulation was demonstrated for the first time in 

this region and no E1-A226V mutation was observed. Despite this, an E1-V156A alteration was revealed in two 

samples and for the first time in the literature the E1-K211T mutation was revealed in all analyzed samples. Other 

studies will be needed to clarify the consequences of these changes in mosquito fitness and in the human 

immune system, being of fundamental importance the monitoring of the CHIKV suspected cases and the 

dispersion of circulating genotypes, besides the identification of possible mutations that facilitate mosquito vectors 

transmission, especially in regions where there is a vast territory, high density of the vector, presence of 

susceptible individuals and intense movement of tourists. 
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1 INTRODUÇÃO 

A tríplice epidemia causada pela presença concomitante dos vírus dengue 

(DENV), vírus chikungunya (CHIKV) e mais recentemente o vírus zika (ZIKV) 

representa um grave problema de saúde pública para o Brasil, que apresenta 

condições ideais para a dispersão destes patógenos devido às suas dimensões 

continentais. Além disso, a circulação simultânea destes três arbovírus compromete 

a eficiência do diagnóstico clínico e laboratorial para os profissionais da saúde 

devido à sobreposição dos sinais clínicos e indisponibilidade de testes confiáveis 

para o diagnóstico diferencial (Brasil et al., 2016). 

O DENV é considerado o causador da doença viral transmitida por vetores 

com a propagação mais rápida (WHO, 2013b) e, nos últimos 50 anos, afetou mais 

de 100 países em todas as regiões tropicais e subtropicais do mundo (Akiner et al., 

2016). No Brasil, foram registrados 1.399.480 casos suspeitos de infecção por este 

vírus até 2016 (SVS/MS, 2016a), sendo o Rio de Janeiro destacado como a porta de 

entrada e dispersão para a maioria dos sorotipos (SVS/MS, 2014b).  

O ZIKV, por sua vez, se tornou um destaque em todo o mundo após a sua 

emergência no Pacífico e mais recentemente nas Américas (Akiner et al., 2016). Em 

2015 foi identificado pela primeira vez no Brasil e até 2016 registrou 174.003 casos 

suspeitos (SVS/MS, 2016a). Este vírus é responsável por surtos de uma doença 

branda, porém perigosa durante a gestação, devido à sua associação com doenças 

neurológicas e anomalias congênitas (Brasil et al., 2016).  

Dando destaque ao CHIKV, este é um arbovírus causador da Febre 

Chikungunya, uma doença febril aguda caracterizada por grave e debilitante artralgia  

(Simon et al., 2007). Pertence à família Togaviridae e ao gênero Alphavirus (Griffin, 

2007), sendo o genoma viral composto por uma fita simples de RNA polaridade 

positiva com aproximadamente 12 kb, que codifica quatro proteínas não estruturais 

(NSP1-4) e cinco proteínas estruturais (C, E3, E2, 6K  e E1) (Strauss & Strauss, 

1994, Khan et al., 2002). 

O homem é o único hospedeiro capaz de desenvolver as formas clínicas da 

infecção pelo CHIKV (Powers & Logue, 2007), sendo este mantido na natureza por 

um ciclo de transmissão envolvendo hospedeiros vertebrados e mosquitos 

hematófagos do gênero Aedes (Ae.) (Gilotra & Shah, 1967, Diallo et al., 1999). Os 

mosquitos da espécie Ae. aegypti são responsáveis pela transmissão desta 

arbovirose. Entretanto, o vetor Ae. albopictus tem sido repetidamente associado 
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como um novo causador da doença (Reiter et al., 2006) devido a uma mutação 

adaptativa no gene E1 (A226V) que favoreceu a replicação, disseminação e 

transmissão do vírus nesta espécie (Tsetsarkin et al., 2007, Leparc-Goffart et al., 

2014).    

Desde a sua descoberta, o CHIKV tem causado importantes surtos na Ásia e 

na África, infectando mais de 2 milhões de pessoas e, em algumas áreas, elevadas 

taxas de ataque são observadas (PAHO, 2014). No final de 2013, os primeiros casos 

autóctones foram notificados nas Américas (PAHO, 2014, Staples & Fischer, 2014) e 

diversos países reportaram casos suspeitos da doença até o início de 2016 (Figura 

1.1). No Brasil, a possibilidade de ocorrência de epidemias é elevada devido à alta 

densidade do vetor, à presença de indivíduos susceptíveis e à intensa circulação de 

pessoas em áreas endêmicas (PAHO, 2014). Até a semana epidemiológica 37 do 

ano de 2016, foram notificados no país 236.287 casos suspeitos de CHIKV 

distribuídos em aproximadamente 2.297 municípios, dos quais 116.523 casos foram 

confirmados por critérios clínicos e/ou epidemiológicos e 120 óbitos foram 

confirmados laboratorialmente (SVS/MS, 2016a). 

 

 

Figura 1.1: Países e territórios onde os casos de chikungunya foram reportados de 
forma autóctone até 22 de Abril de 2016 (CDC, 2016). 
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1.1 Histórico do CHIKV 

Apesar de erroneamente documentados como surtos de dengue, os primeiros 

relatos de uma doença epidêmica aguda assemelhando-se ao quadro clínico da 

infecção pelo CHIKV foram registrados na década de 1970 (Carey, 1971). Antes 

disso, inúmeros casos de febre, exantema e artralgia também eram observados na 

Índia em 1824 (Kucharz & Cebula-Byrska, 2012).  

No entanto, a doença foi descrita pela primeira vez apenas em 1952 nas 

Planícies Makonde, ao longo das fronteiras entre Tanzânia e Moçambique (África 

Oriental). A denominação Chikungunya provém da língua Makonde do povo Bantu e 

significa ‘‘Aquele que se curva’’, relacionando-se à postura curvada do paciente 

devido à poliartralgia intensa e incapacitante (Lumsden, 1955, Robinson, 1955). 

Em 1953, uma epidemia que ocorreu em Newala (distrito da Tanzânia) 

permitiu pela primeira vez o isolamento do vírus a partir do soro de um paciente 

febril e esclareceu também algumas questões relacionadas à patogenia viral (Ross, 

1956).  

A partir da sua descoberta, o CHIKV foi responsável por surtos emergentes e 

reemergentes em diversas regiões tropicais e temperadas do mundo (Brasil/MS, 

2014, Lo Presti et al., 2014). Entre 1960 e 1990, relatos foram constantemente 

registrados na África Central e do Sul (Sudão, Uganda, República Democrática do 

Congo, República Centro-Africana, Malawi, Zimbabwe, Quênia e África do Sul) e na 

África Ocidental (Senegal, Benin, República da Guiné, Costa do Marfim e Nigéria), 

sendo muitos desses surtos relatados em pequenas comunidades rurais destas 

regiões (Powers & Logue, 2007, Brasil/MS, 2014).  

No Sudeste Asiático, foram relatados casos na Índia, Malásia, Indonésia, 

Camboja, Vietnã, Mianmar, Paquistão e Tailândia durante o período de 1958 até 

2003. Neste contexto, destacam-se como importantes os surtos urbanos ocorridos 

em Bangkok (Tailândia) no ano de 1958, que foi considerada uma região de 

transmissão ativa da doença (Hammon et al., 1960, Lam et al., 2001, Pongsiri et al., 

2010, Lo Presti et al., 2014), além de Barshi, Calcutá e Vellore (Índia) durante as 

décadas de 60 e 70 (Shah et al., 1964, Brasil/MS, 2014).  

Os 30 anos que seguiram resultaram em poucos relatos de epidemias deste 

vírus, que se manteve restrito apenas em algumas regiões tropicais do mundo 

(Brasil/MS, 2014, Roques et al., 2015). Somente em 2004-2005, o CHIKV reemergiu 

no leste da África e se espalhou pelo Oceano Índico e sudeste da Ásia, causando 
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milhões de casos da doença até 2010. Este surto se originou na costa do Quênia e 

foi primeiramente identificado na ilha de Lamu. Posteriormente, se espalhou pelas 

Ilhas Comores, Ilha da Reunião, Mayotte, Maurícias, Seychelles e Madagascar. 

Desde então, o vírus atingiu muitas outras regiões entre 2006-2010, tais como Ilhas 

de Andaman e Nicobar, Sri Lanka, Ilhas Maldivas, Cingapura, Malásia e Indonésia 

(Paquet et al., 2006, Schuffenecker et al., 2006, Renault et al., 2012). 

É importante observar que a epidemia ocorrida em 2005-2006 na Ilha da 

Reunião revelou o mosquito Ae. albopictus como um potencial vetor para o CHIKV 

em áreas urbanas tropicais e temperadas do mundo. Este fato se deve ao 

aparecimento de uma mutação A226V no gene E1 que promove uma melhoria da 

transmissão do vírus pelo mosquito (Thiboutot et al., 2010).  

Casos importados têm sido constantemente relatados principalmente em 

países americanos e europeus. Isto se deve aos viajantes virêmicos advindos da 

África, Índia e ilhas do Oceano Índico, tais como Ilha da Reunião, Maurícias, 

Seychelles e Madagascar. Durante 2006-2011 muitos casos importados foram 

reportados em diversas regiões do mundo, tais como na Europa (Alemanha, Bélgica, 

Espanha, França, Itália, Noruega, Suíça, Reino Unido, República Tcheca e Ucrânia), 

na América do Norte (Canadá, Estados Unidos e Guadalupe), no Caribe (Martinica), 

na América do Sul (Brasil e Guiana Francesa), Oceania (Austrália e Nova Caledônia) 

e Ásia (Hong Kong, Japão, Singapura, Sri Lanka e Taiwan) (Thiboutot et al., 2010). 

A Figura 1.2 destaca alguns surtos importantes de CHIKV em países africanos e 

asiáticos que permitiram a introdução de casos importados desta infecção em novos 

países (Rougeron et al., 2015). 

Em 2006, mais de 1,25 milhões de casos de CHIKV foram relatados em 151 

distritos de 8 estados indianos (Andhra Pradesh, Andaman e Nicobar, Tamil Nadu, 

Karnataka, Maharashtra, Gujarat, Madhya Pradesh, Kerala e Delhi) (WHO, 2006b). 

Com relação aos registros de transmissão autóctone, estimativas indicam a 

ocorrência de 204.000 casos da doença na Ilha da Reunião durante do período de 

Março de 2005 a Fevereiro de 2006. Neste mesmo período foram relatados 6000 

casos suspeitos nas ilhas Maurícias, 2.833 casos em Mayotte e 8.818 em 

Seychelles, resultando em diversos casos importados na Alemanha, Itália, Noruega 

e Suíça. (WHO, 2006c, WHO, 2006a).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) reporta alguns registros importantes 

de transmissão autóctone do CHIKV na Ilha de San Martin (Caribe) no ano de 2013  

(WHO, 2013a), em Montpellier (França) em 2014 onde foram registrados 4 casos 
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(WHO, 2014), na Papua-Nova Guiné em 2012, em 2013 na Nova Caledônia e 

estado de Yap na Micronésia (Roth et al., 2014) e em 2015 no Kédougou (Senegal) 

(WHO, 2015c). Durante 2014 também havia sido registrado 1 caso suspeito em 

Gandia (Espanha) proveniente de um indivíduo sem histórico de viagem para áreas 

endêmicas do vírus, porém este foi negado após a confirmação de uma infecção por 

parvovírus B19 (WHO, 2015a, WHO, 2015b). 

Em 2016, a OMS reportou 1.030 casos suspeitos de CHIKV na Argentina e 

estes foram identificados na província de Salta, especialmente das cidades de 

Tartagal e Apolinario Saravia, além da cidade de San Pedro na província de Jujuy 

(WHO, 2016a). Nos Estados Unidos, o primeiro caso autóctone de CHIKV foi 

confirmado no estado do Texas (WHO, 2016c). Neste mesmo ano foram notificados 

1.792 casos suspeitos no Mandera (Quênia) e na Somália (WHO, 2016b). 

 

 

Figura 1.2: Distribuição geográfica dos focos de infecção pelo CHIKV em regiões 
Africanas e Asiáticas. Cada país em que surtos da doença foram reportados está 
colorido de forma diferente: verde (surtos antigos) e azul ou vermelho para surtos 
antes ou depois de 2004 (Rougeron et al., 2015). 
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1.2 Epidemiologia do CHIKV 

1.2.1 CHIKV nas Américas 

 Desde 2010, a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) tem se 

atentado e desenvolvido planos de contenção para uma possível introdução do 

CHIKV nas Américas (PAHO, 2011). Apesar disso, somente em 2013 foi reportada a 

primeira transmissão autóctone deste vírus nesta região através da confirmação de 

dois casos autóctones em San Martin, no Caribe (PAHO, 2013). A partir de então, 

muitos relatos de transmissão autóctone surgiram em 44 países do Caribe, costa 

Norte da América do Sul, América Central, Estados Unidos, México, Brasil e países 

da região Andina. Até 2015, o vírus já havia sido detectado no Paraguai e no leste 

da Bolívia (PAHO, 2015). 

 Em 2016, 319.379 casos suspeitos de transmissão autóctone de CHIKV nas 

Américas foram reportados até a semana epidemiológica 46, sendo 121.699 

confirmados por critérios clínicos e/ou epidemiológicos. Os maiores índices desta 

doença foram registrados em San Martin (n=17), Guadalupe (n=32), Republica 

Dominicana (n=112), Peru (n=116), Equador (n=280), Guiana Francesa (n=805), 

Paraguai (n=873), Venezuela (n=3.107), Costa Rica (n=3.215), Argentina (n=3.394),  

Nicarágua (n=4.675), Guatemala (n=4.859), El Salvador (n=5.950), Honduras 

(n=14.325), Colômbia (n=19.092), Bolívia (n=19.583) e Brasil (n=236.287) (PAHO, 

2016a). 

1.2.2 CHIKV no Brasil 

 No Brasil, casos importados de CHIKV têm sido reportados pelo Ministério da 

Saúde desde 2010 (Figueiredo & Figueiredo, 2014). Até a semana epidemiológica 

53 de 2014, foram notificados 93 casos importados suspeitos de CHIKV em 15 

estados do país, sendo 36 destes confirmados em 11 estados. Com relação à 

procedência dos doentes, 21 (58%) eram militares e missionários advindos do Haiti, 

enquanto 10 (28%), 2 (5,5%), 2 (5,5%) e 1 (3%) eram provenientes da República 

Dominicana, Guadalupe, Venezuela e Guiana Francesa, respectivamente (SVS/MS, 

2014b). 

 Os primeiros casos autóctones de CHIKV foram notificados em setembro de 

2014 no município de Oiapoque (AP) e posteriormente em Feira de Santana (BA) 

(Nunes et al., 2015). Em 2015, uma taxa de incidência de 18,7 casos/100 mil 
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habitantes foi demonstrada no país, sendo que 38.332 casos suspeitos de CHIKV 

distribuídos em 696 municípios foram registrados entre as semanas epidemiológicas 

1 e 52. Destes, 13.236 casos foram confirmados por critérios clínicos e/ou 

epidemiológicos e 6 óbitos de indivíduos com idade acima de 75 anos foram 

confirmados em municípios dos estados da Bahia, Pernambuco, São Paulo e 

Sergipe (SVS/MS, 2016a). 

 Em 2016, uma taxa de incidência de 115,6 casos/100 mil habitantes foi 

demonstrada, sendo que até a semana epidemiológica 37 foram registrados 236.287 

casos suspeitos de CHIKV distribuídos em 2.297 municípios (Figura 1.3). Destes, 

116.523 casos foram confirmados por critérios clínicos e/ou epidemiológicos. A 

região Nordeste demonstrou a maior taxa de incidência da doença (368,4 casos/100 

mil habitantes), com destaque para as regiões do Alagoas, Bahia, Pernambuco e Rio 

Grande do Norte. Com relação aos óbitos, 120 foram confirmados em indivíduos 

idosos (média de 71 anos), distribuídos em Piauí (n=1), São Paulo (n=1), Alagoas 

(n=2), Maranhão (n=3), Rio de Janeiro (n=4), Bahia (n=5), Ceará (n=10), Rio Grande 

do Norte (n=19), Paraíba (n=21) e Pernambuco (n=54) (SVS/MS, 2016a). 

 

Figura 1.3: Casos notificados e confirmados da febre chikungunya por município de 
notificação até a Semana Epidemiológica 37 de 2016 (SVS/MS, 2016a). 
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1.3 Dinâmica de transmissão do CHIKV 

1.3.1 Vetores 

O CHIKV é um arbovírus que pode ser transmitido de forma silvestre ou 

urbana (Figura 1.4). O ciclo enzoótico silvestre envolve espécies de vetores do 

gênero Aedes, tais como Ae. furcifer-taylori, Ae. luteocephalus, Ae. dalzieli, Ae. 

vittatus, Ae. fulgens, Ae. vigilax, Ae. camptorhynchites, Ae. neoafricanus (Jupp & 

McIntosh, 1990, Diallo et al., 1999) e Ae. africanus (Powers et al., 2000). Apesar de 

não estar envolvido diretamente na transmissão do vírus para os humanos, o ciclo 

enzoótico pode promover a infecção de indivíduos que vivem nas proximidades de 

florestas. Além disso, alguns estudos descrevem ainda Culex annulirostris e 

Mansonia africana como dois potenciais vetores causadores desta infecção (Jupp et 

al., 1981, Jupp & McIntosh, 1990, Diallo et al., 1999). 

Com relação ao ciclo urbano (endêmico ou epidêmico), os principais são os 

vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus, que são mosquitos altamente antropofílicos e 

iniciam a transmissão humano-mosquito-humano devido à necessidade das fêmeas 

de realizarem a hematofagia para maturação dos seus ovos (Brasil/MS, 2014, 

Rougeron et al., 2015). Esses vetores habitam principalmente regiões tropicais e 

temperadas do mundo e, devido à sua enorme distribuição, tornam toda a região das 

Américas suscetível à propagação do CHIKV (Brasil/MS, 2014). 

O mosquito Ae. albopictus ganhou destaque como um importante vetor 

urbano após a identificação da mutação E1-A226V durante a epidemia na Ilha da 

Reunião, que provocou o aumento da capacidade deste em transmitir o vírus 

(Thiboutot et al., 2010). 

Alguns fatores de risco podem favorecer o surgimento de epidemias de 

CHIKV, tais como o aumento da densidade do vetor devido a chuvas intensas, a 

microevolução do vírus (Schuffenecker et al., 2006), alterações climáticas (Chretien 

et al., 2007) e a ausência de imunidade ao patógeno em uma determinada 

população (Panning et al., 2009b). Além disso, a globalização, o aumento do 

comércio e o elevado número de viagens podem promover a migração de indivíduos 

infectados para regiões onde o vírus não tem sido reportado (Chretien & Linthicum, 

2007, Charrel et al., 2008). 
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Figura 1.4: Ciclos silvestre e urbano de transmissão do CHIKV demonstrando os 
distintos vetores e hospedeiros vertebrados deste vírus (Powers, 2010).  
 

1.3.2  Reservatórios 

Os humanos são os principais reservatórios do CHIKV em períodos 

epidêmicos (Rao, 1964, Jupp et al., 1981). Durante períodos interepidêmicos, 

diversos vertebrados são destacados como reservatórios em potencial para o vírus, 

tais como primatas não humanos, búfalos, roedores, pássaros e outros pequenos 

mamíferos (Kading et al., 2013). Estudos revelam que apesar de produzirem viremia, 

estes animais não apresentam manifestações físicas da doença (Binn et al., 1967, 

Jupp et al., 1981, Diallo et al., 1999). 

1.3.3 Período de Incubação 

O mosquito adquire o vírus após a picada em um hospedeiro virêmico. O 

período de incubação extrínseco dura em média 10 dias e, após este período, o 

mosquito pode infectar um hospedeiro susceptível, tais como os seres humanos. O 

período de incubação intrínseco pode durar de 1-12 dias, porém mais comumente é 

observada uma duração de 3-7 dias (Brasil/MS, 2014), Figura 1.5. 
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Figura 1.5: Períodos de incubação extrínseca e intrínseca para o CHIKV (Brasil/MS, 
2014). 

 

Na literatura, outros tipos de transmissão deste vírus já foram documentados, 

tais como a materno-fetal (Lenglet et al., 2006, Robillard et al., 2006, Staples et al., 

2009, Fritel et al., 2010, Gérardin et al., 2014, Taksande & Vilhekar, 2015, 

Laoprasopwattana et al., 2016) e através de transplante de córnea (Couderc et al., 

2012, Long & Heise, 2012, Mahendradas et al., 2013). 

 

1.4 Agente etiológico e organização genômica do CHIKV 

O CHIKV é um membro da família Togaviridae e pertence ao gênero 

Alphavirus (Schuffenecker et al., 2006, Volk  et al., 2010). Um total de 29 espécies 

de arbovírus pertencentes a este gênero são classificados em 7 complexos 

antigênicos distintos denominados como Barmah Forest, Eastern Equine 

Encephalitis, Middelburg, Ndumu, Semliki Forest, Venezuelan Equine Encephalitis e 

Western Equine Encephalitis. O CHIKV pertence ao complexo Semliki Forest, que 

envolve também outros patógenos causadores de febre, exantema e artralgia de 

importância médica, tais como os vírus O’nyong nyong (ONNV), Mayaro e Ross 

River (Solignat et al., 2009). 

O CHIKV é esférico, pequeno e envelopado, sendo composto por um 

capsídeo icosaédrico envolvido por um envelope lipídico que mede 

aproximadamente 60-70 nm de diâmetro em pH neutro (Figura 1.6). Além disso, é 
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sensível à dessecação e a temperaturas acima de 58ºC (Strauss & Strauss, 1994, 

Khan et al., 2002, Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015). 

 

Figura 1.6: Partícula viral do CHIKV (Fox et al., 2015). 

 
O genoma deste arbovírus é composto por um RNA de fita simples polaridade 

positiva medindo aproximadamente 11.8 kb de comprimento. Possui uma 

extremidade 5’-Cap, além de uma cauda poli-A na região terminal 3’. Apresenta 

também duas fases de leitura aberta (ORFs) que codificam para duas poliproteínas 

(não-estrutural e estrutural) que, ao sofrerem clivagem proteolítica, codificam para 4 

proteínas não-estruturais: nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 e 5 proteínas estruturais: C-E3-

E2-6K-E1 (Strauss & Strauss, 1994, Khan et al., 2002, Lum & Ng, 2015), Figura 1.7. 

 

 

Figura 1.7: Organização do genoma do CHIKV. 5’Cap: capacete do RNA na 
extremidade 5’; 6k: peptídeo sinal para E1; aa: aminoácidos; C: proteína do 
capsídeo ou core; E1-E2: proteínas do envelope 1 e 2; nt: nucleotídeos; NTR: região 
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não traduzida (do inglês: untranslated region); nsP1-4: proteínas não estruturais 1-4; 
ORF: Fase de leitura aberta (do inglês: open reading frame); E3: pequeno peptídeo 
do envelope; poli (A): cauda de poliadenilato na extremidade 3’ (Thiberville et al., 
2013). 
 

1.5 Proteínas do CHIKV 

A poliproteína denominada nsP123 possui 2474 aminoácidos e é a primeira a 

ser sintetizada pela ORF da extremidade 5’-Cap, que por sua vez é iniciada por um 

ATG na região 77/79 e é composta por 7424 nucleotídeos. Após clivagem 

proteolítica, essa poliproteína atua na produção das proteínas não-estruturais (nsP1-

4) e na síntese da fita negativa de RNA durante a replicação viral (Barton et al., 

1991). 

A nsP1 é composta por 535 aminoácidos, apresenta uma sequência 

consenso característica de outros Alphavirus (Q31-VTPNDHANARAFSHL-A47) 

(Wang et al., 1994) e, ao lado da nsP4, catalisa a iniciação da síntese do RNA de fita 

negativa (Mi et al., 1989). 

A nsp2 possui 798 aminoácidos e uma similaridade de 98% com o ONNV. 

Essa proteína possui importante função de helicase e proteinase, atuando na 

clivagem do precursor do polipeptídeo e consequentemente na replicação viral 

(Strauss & Strauss, 1994). 

A nsP3 é composta por 530 aminoácidos e contem 51% de conservação 

entre Alphavirus ao longo da sua região amino-terminal. Sua função consiste na 

transcrição da fita negativa (Wang et al., 1994, Pehrson & Fuji, 1998), recrutamento 

de proteínas não-estruturais (Davis et al., 1989), aumento da síntese de RNA e 

patogenicidade viral (Shirako & Strauss, 1994, Solignat et al., 2009). 

A nsP4 possui 611 aminoácidos e 91% de similaridade com a região nsP4 do 

ONNV. Além de catalisar a síntese de RNA fita negativa, também está envolvida na 

metilação e adição do Cap na fita de RNA positiva devido a sua propriedade de RNA 

polimerase RNA-dependente (Mi et al., 1989).  

A ORF que codifica as proteínas estruturais é composta por 3735 

nucleotídeos, se inicia na posição 7567 e termina na posição 11.299. Sua função é 

codificar uma poliproteína de 1244 resíduos para posterior formação das proteínas 

estruturais (C, PE2, E1 e 6k) (Solignat et al., 2009). 

A proteína do capsídeo possui 261 aminoácidos e peso molecular em torno 

de 30 kDa. Além disso, é pouco conservada, com exceção de uma pequena região 

(43-KAGQLAQLISAVNKLTMR-60) e uma região C-terminal, que possuem a função 
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de montagem do nucleocapsídeo icosaédrico do vírion maduro e autoprotease, 

respectivamente. A atividade de autoprotease envolve os aminoácidos H139, D145, 

D161 e S213 (Khan et al., 2002, Lum & Ng, 2015).  

A E1 apresenta 435 aminoácidos, peso molecular de 44 kDa e 88% de 

identidade com a região E1 do ONNV. Além disso, possui um sítio de glicosilação na 

posição 141–143 e um resíduo C-433 conservado importante para um processo de 

palmitoilação (de Curtis & Simons, 1988). 

A E2 contem 423 aminoácidos, 82% de similaridade com a região E2 do 

ONNV e peso molecular de 43 kDa (Schmidt et al., 1988, Ivanova & Schlesinger, 

1993) . Essas proteínas se associam com a E1 formando um heterodímero antes se 

serem incorporadas na superfície do vírion maduro e estão relacionadas também 

com a fixação e entrada do vírus em células alvo durante a infecção (Solignat et al., 

2009, Lum & Ng, 2015). 

A E3 apresenta 64 aminoácidos, peso molecular de 11 kDa e 50% de 

similaridade com alguns Alphavirus, tais como o ONNV (Simizu et al., 1984). Essa 

proteína atua junto com a E2 e se relaciona com o direcionamento das proteínas 

estruturais que serão montadas no retículo endoplasmático, formação das espículas 

glicoprotéicas do envelope viral, proteção de pH durante a formação do vírus e 

brotamento (Parrott et al., 2009, Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015). 

Por fim, a 6K possui 61 aminoácidos e é gerada a partir da clivagem de PE2 e 

6K. Maiores estudos serão necessários para esclarecer o seu papel, porém é 

observado que esta pequena proteína possui capacidade de afetar a permeabilidade 

da membrana, além de atuar também na montagem e brotamento viral (Strauss & 

Strauss, 1994, Lum & Ng, 2015). 

 

1.6 Evolução e adaptação do CHIKV 

Desde a sua descoberta, 4 genótipos distintos e geograficamente 

relacionados de CHIKV foram identificados como Oeste Africano, Leste-Centro-Sul 

Africano (ECSA), Asiático e Linhagem do Oceano Índico (IOL). Os genótipos do 

Oeste Africano e o ECSA estão relacionados aos surtos urbanos ocorridos em toda 

a África subsaariana, enquanto o Asiático está associado a extensas epidemias 

ocorridas no Sudeste Asiático. O IOL é uma linhagem recentemente identificada e se 

relaciona com surtos na Ásia e em ilhas do Oceano Índico durante 2005-2011 (Volk  

et al., 2010, Nunes et al., 2015). O Oeste Africano é o mais divergente (cerca de 
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100-840 anos) quando comparado aos genótipos ECSA e Asiático (50-310 anos) 

(Powers et al., 2000).  

Devido ao surgimento do IOL como um grupo monofilético descendente do 

ECSA (Volk  et al., 2010, Nunes et al., 2015), o mosquito Ae. albopictus foi 

responsável pelo surgimento de vários surtos no Oceano Índico, partes da Índia, 

Cingapura, Malásia, Tailândia, Sri-Lanka, Gabão e Itália a partir de 2006. Um estudo 

realizado com cepas provenientes da Ilha da Reunião esclareceu muitas questões a 

respeito do aumento do fitness viral neste vetor (Tsetsarkin et al., 2011).  

Os dados indicam uma mutação E1-A226V, ocasionando em uma 

substituição do aminoácido alanina para valina. Esta alteração está diretamente 

associada com o aumento da infectividade do intestino médio, disseminação para as 

glândulas salivares e transmissão do vírus pelo Ae. albopictus (Tsetsarkin et al., 

2011). Outros estudos sugerem novas mutações que também oferecem vantagens 

para a transmissão do CHIKV por este mosquito, tais como a E2-L210Q da linhagem 

IOL (Niyas et al., 2010). Com relação ao aumento do fitness em Ae. aegypti, 

mutações E1-K211E e E2-V264A foram observadas em uma epidemia ocorrida na 

Índia. (Agarwal et al., 2016).  

Além disso, o estabelecimento da evolução do vírus a partir das suas rotas de 

dispersão pelos continentes sugere que a atual pandemia do CHIKV se originou a 

partir de um surto ocorrido no Quênia durante o ano de 2004 (Kariuki Njenga et al., 

2008). O ECSA foi responsável por epidemias na Uganda em 1982 e na República 

Democrática do Congo em 2000 (Pastorino et al., 2004). Acredita-se que o genótipo 

Asiático foi identificado em surtos atuais na Malásia (2006), Cingapura (2009-2010) 

e Taiwan (2006-2009), enquanto o IOL está associado às epidemias da Ilha da 

Reunião em 2005-2006 (Brasil/MS, 2014, Lanciotti & Valadere, 2014). 

No Brasil, foram encontrados dois genótipos derivados de diferentes 

introduções do vírus: o ECSA e o genótipo Asiático, sendo a primeira vez que o 

ECSA foi reportado nas Américas. Este foi introduzido em 2014 na cidade de Feira 

de Santana (BA) e estudos confirmam a sua procedência a partir de Angola (África 

Ocidental). O genótipo asiático foi identificado também no ano de 2014 em Oiapoque 

(AP) e estudos genéticos confirmam a procedência a partir do Caribe e América do 

Sul. O primeiro caso importado de Oiapoque foi derivado da cidade de fronteira 

Guiana Francesa. É de fundamental importância o estabelecimento de uma 

vigilância epidemiológica constante para verificar possíveis mutações E1-A226V nas 

cepas brasileiras (Nunes et al., 2015).  
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1.7 Replicação do CHIKV 

Até 2009 não havia nenhuma demonstração experimental e poucos estudos 

relatam o ciclo de replicação do CHIKV, sendo este deduzido a partir de descrições 

gerais estabelecidas para Alphavirus (Solignat et al., 2009). Além disso, o vírus entra 

nas células de hospedeiros susceptíveis por endocitose mediante um receptor ainda 

desconhecido (Lum & Ng, 2015). 

Após a endocitose, o ambiente ácido do endossomo formado provoca 

modificações conformacionais no vírus que resultam na fusão da membrana viral e 

da membrana endossomal do hospedeiro, liberando o nucleocapsídeo para o 

citoplasma (Solignat et al., 2009). 

O RNA viral livre será então transcrito em uma poliproteína que, ao sofrer 

clivagem proteolítica, origina 4 proteínas não-estruturais (nsP1-4). Essas proteínas 

se associam para formar um complexo funcional de replicação viral com função de 

gerar um RNA intermediário de sentido negativo, que será utilizado como molde 

para a síntese do RNA genômico 49S e do mRNA subgenômico (Solignat et al., 

2009, Lum & Ng, 2015). 

O mRNA 26S subgenômico é traduzido para codificar a proteína do capsídeo 

(C), duas glicoproteínas do envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptídeos (E3 e 

6K). O capsídeo é então liberado para o citoplasma após sofrer processamento por 

serina endopeptidases. As proteínas estruturais restantes migram para o retículo 

endoplasmático onde sofrem modificações pós-traducionais (Solignat et al., 2009, 

Thiberville et al., 2013, Lum & Ng, 2015).  

Após o transporte para o complexo de golgi, o heterodímero formado (pE2-

E1) migra para a superfície celular e durante essa etapa a pE2 é clivada por uma 

proteinase furina ou semelhante para formar as glicoproteínas E2 e E3 (de Curtis & 

Simons, 1988).  

Posteriormente, as glicoproteínas E1 e E2 formarão um dímero e serão 

transportadas para a membrana plasmática da célula hospedeira onde serão 

incorporadas na superfície do vírion sob a forma de espículas triméricas (Ekström et 

al., 1994). Além disso, as proteínas do capsídeo irão se associar no citoplasma para 

formar um nucleocapsídeo icosaédrico que contem o RNA genômico 49S 

(Suomalainen et al., 1992). 

Durante o brotamento, o nucleocapsídeo se liga ao E2 por um processo de 

maturação e será então direcionado à membrana celular (Suomalainen et al., 1992). 
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Durante esta etapa, o vírion maduro irá adquirir uma bicamada de membrana 

proveniente da célula hospedeira (Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015), Figura 1.8. 

 

 

Figura 1.8: Ciclo de replicação do CHIKV (Adaptado Lum & Ng, 2015).  
 
 

1.8 Patogênese do CHIKV 

 A infecção por CHIKV em indivíduos susceptíveis se inicia após a picada por 

um mosquito infectado. O vírus é então inoculado no hospedeiro e atinge 

primariamente os capilares subcutâneos, infectando e se replicando em fibroblastos, 

macrófagos, células endoteliais e células epiteliais (Sourisseau et al., 2007, Salvador 

et al., 2009, Wikan et al., 2012, Lum & Ng, 2015).  

 Posteriormente, o CHIKV migra para os órgãos linfóides secundários 

(linfonodo e baço) onde se replicam antes da sua disseminação para outros tecidos 

(baço, músculo, fígado, articulações e cérebro) pelo sistema circulatório. Estudos 

demonstram que, além dos órgãos linfóides secundários, foi encontrada replicação 

ativa nos músculos e nas articulações. A viremia do hospedeiro pode durar o 

período de 2 a 10 dias após a infecção e o ciclo se renova após a picada de um 

mosquito susceptível em um hospedeiro virêmico (Lum & Ng, 2015), Figura 1.9. 
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Figura 1.9: Patogênese da infecção por CHIKV (Adaptado de Lum & Ng, 2015). 
 

Relatos de infecção persistente nas articulações, músculos, macrófagos 

esplênicos, células endoteliais do fígado, macrófagos perivasculares sinoviais e 

líquido cefalorraquidiano (LCR) foram observados (Chen et al., 2010, Labadie et al., 

2010, Messaoudi et al., 2013). Maiores estudos são necessários para esclarecer o 

neurotropismo e a neuroinvasividade viral diante do aumento de complicações 

neurológicas nos pacientes (Couderc et al., 2008, Chandak et al., 2009, 

Economopoulou et al., 2009, Kashyap et al., 2010). 

 Evidências demonstram também que o processo de apoptose aumenta a 

disseminação do vírus a partir de células infectadas apoptóticas para células 

vizinhas não infectadas. Foi demonstrado ainda que a autofagia eleva os níveis de 

replicação viral. Com relação aos eventos patológicos, alguns são considerados 

subclínicos, como os que ocorrem no fígado e nos órgãos linfóides (adenopatia), 

outros são responsáveis por intensas dores, como a infiltração mononuclear e a 

replicação do vírus nos músculos e nas articulações (Glick et al., 2010, Krejbich-

Trotot et al., 2011, Lum & Ng, 2015). 
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1.9 Resposta imune ao CHIKV 

O início da infecção pelo CHIKV é caracterizado pelo o aumento do título viral, 

que permanece em níveis muito elevados durante aproximadamente 4 dias da 

doença. Nesta fase ocorre também a ativação da resposta imune inata ao vírus 

seguida da resposta imune adaptativa após a primeira semana (Schwartz & Albert, 

2010), Figura 1.10. 

 

 

Figura 1.10: Resposta imune ao CHIKV (Adaptado de Schwartz & Albert et al., 
2010). 
 
 

Na fase aguda da infecção pelo CHIKV, a imunidade inata é ativada com o 

intuito de suprimir a propagação, replicação e disseminação viral, havendo assim 

uma elevada e rápida produção de citocinas pró-inflamatórias (IFN-α, IFN-β, IL-2, IL-

2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, L-17 e IL-18), citocinas anti-inflamatórias (IL-1Ra, IL-4 e 

IL-10), quimiocinas (Fator Estimulador de Colônias Granulócitos-Macrófagos (GM-

CSF), IP-10, MCP-1, Monoquina Induzida por Interferon Gama (MIG), Proteína 

Inflamatória de Macrófago (MIP) 1a e MIP-1b) e fatores de crescimento (Fator de 

Crescimento de Fibroblastos Básico - FGF) (Wauquier et al., 2011, Teng et al., 

2015).  
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Pesquisas demonstram que a IL-6 está relacionada com a artralgia 

persistente em pacientes crônicos, dado que o receptor de IL-6 é expresso em 

osteoblastos e conduz a perda do osso através da interrupção de RANKL/OPG no 

líquido sinovial dos pacientes. Esta via exerce fundamental importância na 

determinação da massa óssea e integridade do esqueleto (Li et al., 2008, Hoarau et 

al., 2010). Além disso, a IL-6 está relacionada com a indução da expressão de MCP-

1 que, na fase aguda, provoca a infiltração de monócitos e macrófagos no local da 

inflamação. Nesse contexto, essas células funcionam como um veículo para a 

disseminação do vírus (Gardner et al., 2010, Labadie et al., 2010, Poo et al., 2014a). 

O IFN-α e o IFN-β, estes são encontrados em concentrações muito elevadas 

desde o primeiro dia da doença e são produzidos pelos leucócitos e fibroblastos, 

respectivamente. A produção de Interferon tipo I é desencadeada por receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs), tais como os receptores Toll-like (TLRs) ou o 

gene I induzível de ácido retinóico (RIG-I), que detectam padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs). No caso do CHIKV, estão relacionados o TLR3, o 

TLR7, o TLR8 e os receptores semelhantes à RIG (RLRs). Em fibroblastos 

infectados, a produção de IFN é regulada pela proteína adaptadora CARDIF 

(Proteína de sinalização mitocondrial antiviral, também conhecida como MAVS) 

(Schwartz & Albert, 2010).  

A fase aguda da infecção por CHIKV também é caracterizada pela elevada 

produção de IL-12. Essa citocina atua ativando as células natural-killers (NK), que 

também são detectadas desde o inicio e contribuem para a eliminação do vírus  

(Orange & Biron, 1996, Petitdemange et al., 2011, Wauquier et al., 2011). Alguns 

estudos relatam que células NK ativadas expressando CD69 foram detectadas no 

fluído sinovial de pacientes com infecção aguda por CHIKV (Hoarau et al., 2010).  

Com relação às células dendríticas, poucos estudos relatam o seu 

envolvimento com a resposta imune ao vírus, mas já é observada a ativação de 

células dendríticas plasmocitóides durante a infecção aguda. Foi observado também 

que um imunoreceptor de células dendríticas (DCIR) de Lectina tipo C (CLR) 

demonstra um papel importante na proteção do hospedeiro contra o vírus (Hoarau et 

al., 2010, Long et al., 2013).  

Apesar da necessidade de maiores pesquisas com relação aos linfócitos, a 

infecção aguda é caracterizada por linfopenia, havendo diminuição da circulação de 

células B e T. Esse processo pode ser desencadeado a partir da apoptose de 

linfócitos mediado pelo IFN tipo I (Schwartz & Albert, 2010). A ação tardia dessas 
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células não desmerece a sua importância, tendo em vista que estas exercem 

importante papel na promoção da resposta de memória prolongada específica para 

o vírus  (McCance & Huether, 2013). 

Após a resolução da infecção, ocorre o repovoamento de linfócitos circulantes 

e as células B promovem a liberação de IL-4 e IL-10, iniciando uma produção de IgG 

específico para o vírus dominado pelo isotipo IgG3 (Kam et al., 2012a). Apesar da 

sua importância protetora, pode ocorrer Enhancement Dependente de Anticorpos 

(ADE), normalmente relatada nas infecções graves por dengue (Chareonsirisuthigul 

et al., 2007, Balsitis et al., 2010, Zellweger et al., 2010, Halstead, 2014). No caso do 

CHIKV, o ADE pode causar doença grave devido ao aparecimento de possíveis 

quasi-espécies com mutações que podem aumentar os níveis de anticorpos sub-

neutralizantes (Stapleford et al., 2014). Além disso, alguns anticorpos podem se 

tornar sub-neutralizantes após transmissão materna, podendo causar uma infecção 

mais grave caso a criança seja exposta ao vírus (Ng et al., 2014).  

Seguindo a ativação de respostas adaptativas, ocorre primeiramente a 

produção de células T CD8+. Posteriormente, há uma ativação das células T CD4+, 

que foram detectadas no líquido sinovial de pacientes crônicos e são as principais 

mediadoras da inflamação e inchaço nas articulações pela produção de IL-1rα e IL-

2RA (Hoarau et al., 2010, Wauquier et al., 2011, Kam et al., 2012b). Estudos 

demonstram um grande envolvimento de Th1 (Gardner et al., 2010, Nakaya et al., 

2012, Teo et al., 2013, Teo et al., 2015) e Th17 produzida pela IL-17 (Ng et al., 2009, 

Chow et al., 2011, Teng et al., 2015), sendo seu papel patogênico demonstrado na 

literatura em casos de artrite reumatóide (Kotake et al., 1999, Chabaud et al., 2000).  

Além disso, células T reguladoras (Tregs) são frequentemente estudadas por 

estarem presentes no processo de tolerância imunológica das doenças auto-imunes, 

porém, pesquisas demonstram o envolvimento destas células em infecções pelo 

CHIKV (Belkaid & Rouse, 2005, Belkaid, 2007, Fessler et al., 2013, Dhaeze et al., 

2015) onde ocorre proteção contra o vírus pela indução de células T específicas a 

um estado de anergia (Lee et al., 2015). 

Na fase crônica, a resposta inflamatória ao vírus leva a eliminação viral no 

sangue e a recuperação clínica do paciente. Em um grupo de indivíduos, a artralgia 

e mialgia podem persistir, culminando em casos de síndrome artrítica debilitante que 

pode durar até mais de 1 ano. Este fato se deve a forte resposta de Th1 durante a 

infecção aguda (Hoarau et al., 2010).  
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Pacientes com doença crônica desenvolvem uma grave inflamação sistêmica 

com altos níveis Th2, IL-4 e IL-13 e isto pode estar associado aos elevados níveis de 

TNF-α, IL-8, IL-6 e IL-12 produzidos na fase aguda. Entre essas fases, macrófagos 

são ativados para regular a inflamação e um ciclo vicioso de produção de IL-

6/RANKL pode também estar associado à persistência da doença (Dupuis-

Maguiraga et al., 2012, Noret et al., 2012, Phuklia et al., 2013), Figura 1.11.   

 

 

Figura 1.11: Imunopatologia do CHIKV (Petitdemange et al., 2015). 
 

1.10 Manifestações clínicas das infecções por CHIKV 

Após o período de incubação, o hospedeiro virêmico inicia um quadro clínico 

agudo que pode evoluir para uma fase subaguda e/ou crônica da infecção pelo 

CHIKV (Brasil/MS, 2014). 

 

 



50 

1.10.1 Fase aguda 

A fase aguda ou febril da infecção pelo CHIKV pode durar até 10 dias e é 

caracterizada por um início súbito de febre acompanhado pelos seguintes sintomas: 

1) poliartralgia intensa, afetando principalmente as articulações distais de forma 

simétrica, como os joelhos, tornozelos, mãos e pulsos; 2) edema normalmente 

associado à tenossinovite ou dor ligamentar (Figura 1.12); 3) exantema (macular ou 

maculopapular) do segundo ao quinto dia após o início da febre; 4) prurido 

generalizado ou na região palmo-plantar, que pode ocorrer em 25% dos pacientes; 

5) cefaléia; 6) fadiga e 7) mialgia leve ou moderada (Bandyopadhyay & Ghosh, 

2008, Ali Ou Alla & Combe, 2011, Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Brasil/MS, 2014).  

 

 

Figura 1.12: Edemas bilaterais nas mãos e pés de um paciente com infecção aguda 
pelo CHIKV. (A) Edema nas mãos e pulsos; (B) Edema nos pés e tornozelos (Tappe 
et al., 2010). 

 

As manifestações articulares podem resultar na incapacidade de realização 

das atividades diárias, redução da qualidade de vida, astenia, depressão e 

ansiedade (Queyriaux et al., 2008, Couturier et al., 2012, Sam et al., 2015). Além 

disso, esses sintomas são menos pronunciados e menos frequentes em crianças 

(Gérardin et al., 2008, Queyriaux et al., 2008, Sebastian et al., 2009). 

Estudos demonstram também outros sinais menos comuns, tais como 

diarréia, vômito, hemorragia (Javelle et al., 2014, Hyle & Alame, 2015), conjuntivite, 

dermatite esfoliativa, lesões vésico bolhosas, hiperpigmentação, fotossensibilidade, 

lesões simulando eritema nodoso, úlceras orais, linfoadenomegalia cervical 

(Economopoulou et al., 2009, Brasil/MS, 2014) e uveíte anterior  (Mahendradas et 

al., 2013), além de sintomas como inflamação do ouvido (Javelle et al., 2014, Hyle & 
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Alame, 2015), dor retro-ocular, dor abdominal, neurite, faringite e manifestações do 

trato gastrointestinal em crianças (Economopoulou et al., 2009, Brasil/MS, 2014). 

1.10.2 Fase subaguda e crônica 

A fase subaguda se inicia a partir do décimo dia de doença, podendo ter até 3 

meses de duração. Esta fase é caracterizada na maioria dos casos pelo 

desaparecimento da febre e persistência da poliartralgia, que é geralmente 

acompanhada de edema de intensidade variável e tenossinovite hipertrófica 

subaguda em punhos e tornozelos (Brasil/MS, 2014). 

Além disso, é nesta fase que os sintomas depressivos costumam aparecer, 

pois diante das dores incapacitantes, o paciente fica impossibilitado de realizar as 

suas atividades diárias e isto atinge gravemente o seu estado emocional, 

ocasionando em depressão e ansiedade (Schilte et al., 2013). Desta forma, é de 

fundamental importância o acompanhamento médico do paciente para tratamento 

dos sintomas emocionais e investigação sobre o possível aparecimento de sintomas 

crônicos, que devem ser combatidos de forma imediata com o auxílio de terapias 

específicas que visam evitar a persistência da artralgia e destruição da articulação 

(Couturier et al., 2012, Yaseen et al., 2014).  

Após a fase aguda, a persistência dos sintomas por um período maior que 3 

meses caracteriza a fase crônica da doença. Essa fase pode durar mais de 1 ano e 

o paciente pode apresentar persistência da poliartralgia simétrica com ou sem 

edema, limitação de movimento e deformidade, fadiga, cefaléia, prurido, alopécia, 

exantema, bursite, tenossinovite, disestesia, parestesia, dor neuropática, fenômeno 

de Raynaud, alterações cerebelares, distúrbios do sono, alterações da memória, 

déficit de atenção, alterações do humor, turvação visual e depressão. Alguns fatores 

de risco como a idade acima de 45 anos favorecem a cronificação e intensidade das 

lesões articulares (Parola et al., 2007, Brasil/MS, 2014). 

1.10.3 Manifestações atípicas 

A infecção pelo CHIKV foi considerada até recentemente como causadora de 

uma doença benigna. Apesar disso, numerosos relatos desafiaram a natureza 

branda da doença (Rajapakse et al., 2010) e por isso esta deve ser estudada com 

atenção (Sam et al., 2015).  

As manifestações atípicas abrangem complicações neurológicas 

(meningoencefalite, encefalopatia, convulsão, síndrome de Guillain-Barré, síndrome 
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cerebelar, paresias, paralisias e neuropatias), cardíacas (miocardite, pericardite, 

insuficiência cardíaca, arritmia e instabilidade hemodinâmica), renais (nefrite e 

insuficiência renal aguda), dérmica (hiperpigmentação por fotossensibilidade, 

dermatoses vesiculobolhosas e ulcerações aftosas) e ocular (neurite óptica, 

iridociclite, episclerite, retinite e uveíte). Essas complicações podem ocorrer devido a 

uma resposta incomum do hospedeiro para o vírus ou devido a variantes mutantes 

de CHIKV ainda desconhecidas (Rajapakse et al., 2010), podendo ser fatais em 

recém-nascidos e idosos portadores de co-morbidades (Mahendradas et al., 2008, 

Rajapakse et al., 2010, Sam et al., 2015).  

Apesar da necessidade de maiores pesquisas comprovando o neurotropismo, 

neuroinvasividade e neurovirulência (Arpino et al., 2009), evidências confirmam a 

ocorrência de encefalite e meningoencefalite associadas ao CHIKV, sendo este 

detectado por RT-PCR em tempo real em 8 (14%) amostras de plasma e 3 amostras 

de fluido cerebrospinal de 58 crianças com suspeita de danos no sistema nervoso 

central (Lewthwaite et al., 2009). Além disso, a síndrome de Guillain-Barré é uma 

doença desmielinizante inflamatória aguda que também pode ocorrer em dois terços 

dos pacientes infectados (Lebrun et al., 2009).  

Com relação às complicações oculares, o CHIKV pode causar conjuntivite, 

uveíte (Chanana et al., 2007, Mittal et al., 2007), coroidite macular (Chanana et al., 

2007) e neurite óptica (Mittal et al., 2007), podendo esta última ocasionar em perda 

visual (Rose et al., 2011).  

Com relação ao sistema cardiovascular, estudos realizados a partir da 

observação de pacientes com miocardite pós-CHIKV sugerem uma relação de causa 

e efeito entre esta infecção e distúrbios cardíacos, comprovando que este vírus pode 

invadir o miocárdio e danificar as fibras musculares, ocasionando em danos devido a 

uma reação de hipersensibilidade ou autoimune. Após a doença inicial, a 

cardiomiopatia surge após sintomas persistentes de cardiomegalia e alterações 

eletrocardiográficas, sendo que o estado alterado do miocárdio pode persistir muito 

tempo após a infecção inicial e tornar o órgão mais propenso a danos recorrentes 

causados por outros agentes (Obeyesekere & Hermon, 1972). Desta forma, o 

possível envolvimento do miocárdio durante a infecção pode resultar em 

complicação letal e morte súbita (Mirabel et al., 2007). 

Além disso, pode ocorrer replicação do CHIKV em tecido renal (Solanki et al., 

2007). Estudos indicam a ocorrência de insuficiência hepática, rabdomiólise, falência 

de múltiplos órgãos, anormalidades endócrinas, vasculite e hemorragias cerebrais, 
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que foi comprovada pela morte de uma criança com manifestações hemorrágicas e 

colapso circulatório (Rajapakse et al., 2010). 

O CHIKV pode estar associado também com a perda auditiva neurossensorial 

súbita (Bhavana et al., 2008). Com relação às desordens musculoesqueléticas, 

estudos revelam a ocorrência de artrite incapacitante, sendo o CHIKV considerado 

um importante fator desencadeante de artrite reumatóide e artrite psoriática (Chopra 

et al., 2008).  

1.10.4 Grupos de risco 

O CHIKV pode afetar indivíduos de qualquer idade e ambos os sexos. Apesar 

disso, a apresentação clínica da doença pode variar de acordo com tais condições 

(Brasil/MS, 2014). O sexo feminino é destacado como fator de risco para o 

agravamento e persistência das dores articulares. Estudos indicam também que a 

idade avançada é considerada um fator de risco para a gravidade da doença devido 

à presença de comorbidades e uma resposta imunológica menos eficiente, sendo 

que indivíduos acima de 65 anos apresentaram uma taxa de mortalidade 50 vezes 

maior quando comparados a indivíduos menores de 45 anos de idade (Essackjee et 

al., 2013, Brasil/MS, 2014).  

Apesar da maioria dos casos de infecção por este vírus durante a gravidez 

não resultarem em transmissão para o feto, ainda assim podem ocorrer abortos 

espontâneos e neonatos podem apresentar manifestações neurológicas graves 

(Brasil/MS, 2014).  

Com relação aos portadores de osteoartrite anterior à infecção, este parece 

ser um fator de risco independente para o desenvolvimento de reumatismo (Sissoko 

et al., 2009). Além disso, pacientes imunocomprometidos também podem sofrer 

agravamento dos sintomas e manifestações neurológicas (Kee et al., 2010). 

1.10.5 Infecção neonatal e transmissão mãe-filho 

A infecção neonatal ocorre a partir da transmissão do CHIKV da mãe para o 

filho, sendo que a doença se desenvolve somente quando não há tempo suficiente 

para a produção materna de anticorpos neutralizantes para o vírus. A infecção pode 

ocorrer por transmissão intraparto e ainda não há evidência de que o vírus seja 

transmitido através do leite materno (Brasil/MS, 2014).  

O recém-nascido se apresenta assintomático nos primeiros dias e a partir do 

quarto dia pode desenvolver sinais como febre, hiperalgesia, eritrodermia seguida de 
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descamação da pele, recusa alimentar, diarreia, edema das extremidades, 

encefalopatia com convulsões e manifestações hemorrágicas. O risco durante o 

desenvolvimento fetal pode ocorrer nos primeiros meses de gravidez e dentre as 

complicações para o feto, destacam-se a encefalopatia aguda, afasia e 

encefalomielite disseminada (Khandelwal et al., 2012, Kucharz & Cebula-Byrska, 

2012, Brasil/MS, 2014). 

 É fundamental que epidemiologistas e clínicos estejam atentos para o grande 

espectro de manifestações clínicas que podem ocorrer durante a infecção pelo 

CHIKV, pois a detecção precoce destas complicações pode reduzir a mortalidade 

em casos graves (Rajapakse et al., 2010). Um fato importante é que em 2016 foi 

relatado no Brasil o primeiro caso de encefalite em um neonato que adquiriu o vírus 

por transmissão vertical (Bandeira et al., 2016). 

1.10.6 Óbito por CHIKV 

Em surtos passados, complicações graves e mortes causadas por CHIKV 

foram raramente relatadas (Sam et al., 2010), sendo este último um evento 

extremamente raro (Bandyopadhyay & Ghosh, 2008). Além disso, a avaliação do 

aumento da mortalidade é difícil devido à falta de dados clínicos, confirmação 

virológica e exclusão de outras causas infecciosas (Farnon et al., 2008).  

Alguns estudos relatam óbitos ocorridos na Ilha da Reunião (Josseran et al., 

2006), Índia (Mavalankar et al., 2008), Ilhas Maurícias (Beesoon et al., 2008) e 

Malásia (Chua, 2010, Sam et al., 2010). Durante um surto na Ilha da Reunião foi 

concluído que a infecção por CHIKV pode levar a manifestações sistêmicas graves e 

doença fatal (Tandale et al., 2009). Na Índia, o primeiro relato de óbito foi 

documentado na Bengala Ocidental em 2007 e um estudo realizado em Port Blair 

(2006) durante a epidemia do vírus revelou um aumento da mortalidade dos 

pacientes. Na Ásia, relatos têm associado a infecção com características 

hemorrágicas leves e embora rara, a morte é registrada em até 0,4% de recém-

nascidos e idosos acometidos pelo vírus (Bandyopadhyay et al., 2009, Manimunda 

et al., 2011). 

1.10.7 Diagnóstico diferencial do CHIKV 

Diante da presença de diversas doenças exantemáticas ou que apresentam 

febre acompanhada de artralgia no Brasil, estas podem ser confundidas facilmente 

com a infecção pelo CHIKV. Desta forma, o diagnóstico diferencial apresenta 
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fundamental importância para o correto manejo clínico do paciente e é preconizado 

que este seja realizado pela exclusão de doenças como malária, dengue, 

leptospirose, infecções alfavirais, artrite pós-infecciosa e artrite reumatoide juvenil 

(Brasil/MS, 2014).  

Além disso, a co-circulação de DENV, ZIKV e CHIKV no Brasil dificulta o 

sucesso do diagnóstico diferencial, tendo em vista que ambos apresentam sinais e 

sintomas muito semelhantes. Quando comparados, o CHIKV causa mais febre, 

artralgia, erupção cutânea e linfopenia, o dengue é caracterizado por mialgia, 

discrasias hemorrágicas, leucopenia, neutropenia, hematócrito elevado e 

trombocitopenia, enquanto o zika ocasiona principalmente febre baixa, exantema e 

prurido (Brasil/MS, 2014), Figura 1.13.  

 

 

Figura 1.13: Perfil diferencial das manifestações clínicas causadas a partir de 
infecções pelos arbovírus dengue, zika ou chikungunya (SESAB, 2016). 
 

1.11  Diagnóstico laboratorial do CHIKV 

O diagnóstico de CHIKV pode ser realizado através de métodos virológicos ou 

sorológicos, que são escolhidos de acordo com a quantidade de dias de doença do 

paciente. Os métodos virológicos envolvem o isolamento viral e a reação da 

transcriptase reversa seguida de reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR), 

enquanto os métodos sorológicos são caracterizados pelo teste de neutralização por 
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redução de placas (PRNT), a imunofluorescência indireta (IFI) e o teste ELISA para 

detecção de IgM ou IgG (Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Brasil/MS, 2014). 

Os materiais biológicos a serem coletados são geralmente sangue, soro, 

líquido cérebro-espinhal (casos neurológicos) e/ou líquido sinovial. Independente da 

metodologia a ser utilizada para o diagnóstico, a coleta deve ser realizada de forma 

correta para evitar contaminação ou perda do material genético da amostra. Além 

disso, o armazenamento correto é essencial, sendo de -70ºC para os espécimes 

destinados às técnicas virológicas e -20ºC para as amostras que serão utilizadas na 

sorologia (Brasil/MS, 2014).  

Atualmente, existem muitos testes disponíveis para o diagnóstico do CHIKV 

que detectam a fase aguda ou convalescente da doença, porém muitos estudos 

serão necessários para a identificação de métodos cada vez mais sensíveis e 

específicos. Durante a fase virêmica do paciente é recomendada a amplificação de 

ácidos nucléicos, enquanto os testes sorológicos são importantes para determinar o 

estado imunológico do indivíduo em fase de convalescência ou crônico (Sam et al., 

2015). 

1.11.1 Isolamento viral 

O isolamento de CHIKV consiste em um método padrão-ouro e deve ser 

realizado em laboratórios de Biossegurança nível 3 (BSL-3) para que o risco de 

transmissão viral seja reduzido (Dash et al., 2011). Este pode ser realizado em 

amostras de sangue ou soro bem conservadas e armazenadas de pacientes com 

doença aguda (≤ 5 dias de doença) ou de mosquitos coletados no campo (Brasil/MS, 

2014).  

O isolamento pode ser realizado através de inoculação em um sistema de 

cultura celular com linhagem susceptível ao vírus ou através do uso de 

camundongos. A cultura celular pode ser feita em monocamadas de células Vero, 

BHK-21, células HeLa ou células C6/36 clonadas de mosquito Ae. albopictus 

(Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Brasil/MS, 2014).  

A confirmação do isolamento pode ser feita por imunofluorescência indireta 

(IFI) através do uso de antissoro específico para CHIKV ou através de RT-PCR do 

sobrenadante da cultura ou suspensão do cérebro de camundongo (Brasil/MS, 

2014). 
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1.11.2 Métodos moleculares para detecção do CHIKV 

Diversas metodologias de RT-PCR convencional e em tempo real que visam 

detectar o genoma do CHIKV têm sido publicadas na literatura. As ferramentas 

convencionais principais podem amplificar as regiões nsP1, nsP4, E1 ou E2 do vírus 

(Hasebe et al., 2002, Pfeffer et al., 2002, Dash et al., 2008, Sánchez-Seco et al., 

2009, Collao et al., 2010, Mishra et al., 2011, Saha et al., 2013, Soni et al., 2013), 

sendo duas dessas capazes de diferenciar DENV e CHIKV através de uma reação 

multiplex (Mishra et al., 2011, Saha et al., 2013). 

Com relação aos métodos de RT-PCR em tempo real, estes visam amplificar 

as regiões nsP1, nsP2, nsP3, nsP4 ou E1 do genoma do CHIKV (Pastorino et al., 

2005, Carletti et al., 2007, Edwards et al., 2007, Lanciotti et al., 2007, Laurent et al., 

2007, Panning et al., 2009a) Alguns protocolos utilizam o SYBR Green para a 

quantificação dos produtos amplificados (Ho et al., 2010, Ummul Haninah et al., 

2010). Outros utilizam uma metodologia multiplex para detectar DENV e CHIKV 

simultaneamente (Pongsiri et al., 2012, Cecilia et al., 2015, Chen et al., 2015).  

Estudos demonstram também novos meios para o diagnóstico do CHIKV, tais 

como a detecção de fita negativa (Plaskon et al., 2009, Chiam et al., 2013), a 

amplificação isotérmica mediada por Loop (LAMP) (Parida et al., 2007, Reddy et al., 

2012) e o lab-on-chip, que consiste em um chip microfluídico capaz de detectar 

simultaneamente 26 patógenos tropicais de importância médica, como o CHIKV e o 

DENV (Tan et al., 2014, Sam et al., 2015). 

1.11.3 Métodos sorológicos aplicados ao diagnóstico do CHIKV 

O diagnóstico sorológico deve ser realizado com espécimes de paciente 

durante a fase convalescente ou crônica da doença (≥ 7 dias após o início dos 

sintomas), que é o período em que os anticorpos da classe IgM e/ou IgG começam a 

ser detectados. Dentre as ferramentas utilizadas, é possível destacar a detecção de 

anticorpos IgM ou IgG pelo teste de imunoabsorção enzimática (ELISA), o teste de 

neutralização por redução de placas (PRNT) e a imunofluorescência indireta (IFI) 

(Brasil/MS, 2014). 

A IFI é muito importante para a confirmação do isolamento viral, enquanto o 

PRNT atua confirmando uma infecção recente devido à observação de reatividade 

cruzada para os vírus do grupo Semliki Forest (Brasil/MS, 2014).  
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O Ministério da Saúde (2014) preconiza como teste sorológico de referência 

(padrão-ouro) um protocolo in house do teste ELISA de captura de IgM anti-CHIKV. 

No entanto, diversos testes já se encontram disponíveis comercialmente, como por 

exemplo: NovaLisa® Chikungunya IgM μ-capture (NovaTec Immundiagnostica, 

Alemanha) e NovaLisa® Chikungunya IgG capture (NovaTec Immundiagnostica, 

Alemanha), Anti-CHIKV ELISA IgG/IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha), Anti-

CHIKV IgM human ELISA (Abcam, Reino Unido), SD Bioline Chikungunya IgM 

ELISA (Standard Diagnostics, Coréia do Sul), teste Rápido Chikungunya IgM OnSite 

(CTK Biotech Inc., San Diego, CA, USA), dentre outros.  

No Brasil, um total de 19 produtos para o diagnóstico laboratorial do CHIKV, 

entre testes sorológicos, testes rápidos e moleculares, encontram-se registrados 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, disponível em 

http://www7.anvisa.gov.br/datavisa/Consulta_Produto_correlato/rconsulta_produto_internet.a

sp, acesso em 15 de Novembro de 2016). 

Estudos demonstram que os testes Anti-CHIKV ELISA IgG/IgM (Euroimmun, 

Lubeck, Alemanha) apresentam uma elevada especificidade (82%) e sensibilidade 

(85%), enquanto os demais apresentam um baixo desempenho para a detecção de 

casos de CHIKV (Prat et al., 2014, Johnson et al., 2016).   

 

1.12  Tratamento  

A infecção pelo CHIKV é autolimitada e possui resolução espontânea. Não há 

nenhuma vacina atualmente disponível e o tratamento não é específico, sendo este 

realizado de forma sintomática. Durante a fase aguda, o paciente deve permanecer 

em repouso, hidratado e distante da exposição ao mosquito de modo a não 

contribuir para o ciclo de transmissão viral (Bhakat et al., 2014, Brasil/MS, 2014, Lo 

Presti et al., 2014). O uso de medicamentos é restrito ao alívio da febre 

(acetaminofeno ou paracetamol) e das dores articulares (ibuprofeno, naproxeno ou 

outro anti-inflamatórios não hormonais) (Taubitz et al., 2007, Sudeep & Parashar, 

2008, Powers, 2010). Não é recomendado o uso de aspirina, pois esta pode resultar 

em hemorragia e, em menores de 12 anos, na síndrome de Reye. Além disso, o 

fosfato de cloroquina também não deve ser utilizado por não apresentar nenhum 

benefício para a recuperação do paciente (Lamballerie et al., 2008, Brasil/MS, 2014). 

Durante as fases subaguda e crônica, é necessário o tratamento fisioterápico 

do doente acompanhado de uma terapia anti-inflamatória prolongada com o uso de 
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corticosteroides, injeções intra-articulares de corticosteróides, anti-inflamatórios não-

hormonais tópicos, morfina ou metotrexato (Jain et al., 2008, Brasil/MS, 2014, 

Foissac et al., 2015). Estudos demonstram alguns potenciais medicamentos, 

antivirais e/ou substâncias para o tratamento do CHIKV, tais como a ribavirina 

(Ravichandran & Manian, 2008), vitamina C (Gonzalez et al., 2014) e produtos 

naturais inibidores do vírus  (Bhakat & Soliman, 2015). 

 

1.13  Prevenção e controle 

Devido à existência de apenas um sorotipo viral, o desenvolvimento de uma 

vacina consiste em uma forma eficiente de proteção ao vírus. Muitos estudos se 

iniciaram desde 1967 e demonstram diferentes abordagens, tais como as vacinas 

inativadas ou de vírus vivo atenuado  (Harrison et al., 1971, Mallilankaraman et al., 

2011, Tretyakova et al., 2014) vacinas quiméricas, de DNA recombinante, de 

peptídeos, de subunidades protéicas, recombinantes com adenovírus (Azevedo et 

al., 2015), partículas semelhantes a vírus (VLPs) (Harrison et al., 1971, Azevedo et 

al., 2015) e vacinas baseadas em plantas (Salazar-González et al., 2015).  

Até o ano de 2015, algumas vacinas progrediram para a fase clínica, tais 

como a de vírus atenuado da cepa 181/clone25 criada pelo exército dos EUA em 

1980 (Levitt et al., 1986), uma vacina VLP produzida pela expressão de proteínas 

estruturais de CHIKV em células de vertebrados (Akahata et al., 2010) e outra com 

um vírus vetor do sarampo (Brandler et al., 2013).  

Apesar de todos os estudos sugerindo potenciais candidatos, nenhuma 

vacina efetiva e licenciada para a prevenção da infecção pelo CHIKV foi 

estabelecida até o momento (Brasil/MS, 2014, Azevedo et al., 2015). 

Devido à ausência de uma forma de prevenção, a redução do contato 

homem-vetor consiste na principal ferramenta disponível para o controle desta 

doença. O controle vetorial deve ser realizado a partir da supressão da população de 

Ae. aegypti e Ae. albopictus, que costumam depositar suas larvas em criadouros 

artificiais, tais como pneus e vasos de plantas. Portanto, é necessária a coleta e 

armazenamento correto de pneumáticos, resíduos sólidos e vedação de depósitos 

de armazenamento de água das residências (Brasil/MS, 2014).  

É importante também o estabelecimento de programas de controle químico 

e/ou biológico através do uso de inseticidas durante as fases larvária e adulta do 

vetor ou o uso de larvicidas biológicos, tais como a bactéria Bacillus thuringiensis. 
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Apesar disso, os inseticidas podem provocar o surgimento de vetores resistentes 

que reduzem a eficácia de um determinado produto químico (Brasil/MS, 2014).  

Desta forma, novas técnicas prometem diminuir alguns impactos na natureza 

e são baseadas em mosquitos transgênicos ou no uso da bactéria Wolbachia, sendo 

esta última capaz de bloquear a transmissão de arbovírus sem provocar o colapso 

da população de dípteros (Garcia et al., 2016). 

 

1.14  Outros arbovírus de importância médica no Brasil 

Além do CHIKV, o DENV e o ZIKV se destacam como arbovírus causadores 

de extensas epidemias no Brasil. Ambos pertencem à família Flaviviridae e ao 

gênero Flavivirus, sendo constituídos por RNA de fita simples polaridade positiva, 

medindo aproximadamente 11kb de comprimento (Lindenbach et al., 2007, Ladner 

et al., 2016). 

Nos últimos 50 anos, o DENV afetou mais de 100 países em todas as regiões 

tropicais e subtropicais do mundo (Akiner et al., 2016), sendo que a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) classificou este como causador da doença viral transmitida 

por vetores com a propagação mais rápida, possuindo enorme potencial de causar 

grandes epidemias por todo o mundo (WHO, 2013b). No Brasil, foram registrados 

1.438.624 casos suspeitos de dengue até a semana epidemiológica 37 do ano de 

2016 (SVS/MS, 2016a), sendo o Rio de Janeiro destacado como a porta de entrada 

e dispersão da maioria dos sorotipos (SVS/MS, 2014b).  

A infecção causada por um dos quatro sorotipos de DENV (DENV 1- 4) causa 

uma doença febril aguda, de amplo espectro clínico, que varia desde uma infecção 

inaparente, até formas mais graves e fatais (WHO, 2009). A imunidade desenvolvida 

após a infecção a um ou mais sorotipos é sorotipo-específica e permanente. A 

progressão para uma doença mais grave é frequentemente, mas não 

exclusivamente, associada a infecções heterólogas (secundárias) por outro sorotipo 

e pode ser afetada pela ordem na qual o indivíduo é infectado por um tipo específico 

de DENV (WHO, 2009, Sharp et al., 2013). O período da doença em que o paciente 

se encontra é importante para a decisão do método para diagnóstico mais 

apropriado para ser utilizado e para uma correta interpretação dos resultados 

obtidos, embora o tratamento não dependa do diagnóstico virológico (Kao et al., 

2005).  
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Os métodos mais utilizados de diagnóstico nas infecções por DENV incluem o 

isolamento viral em cultura de células, detecção de ácido nucléico viral pela RT-

PCR, técnicas sorológicas para pesquisa de anticorpos específicos e de antígeno 

NS1 (Cordeiro, 2012).  

O ZIKV se tornou um problema em todo o mundo após a sua emergência no 

Pacífico e nas Américas (Akiner et al., 2016). Este é um flavivírus emergente, isolado 

pela primeira vez na floresta Zika em Uganda (Dick et al., 1952) e estudos 

filogenéticos descrevem a existência de três linhagens de ZIKV: Oeste africano, 

Leste africano e Asiático (Haddow et al., 2012) e, assim como os DENV e CHIKV, 

também é transmitido por mosquitos Aedes (Faye et al., 2013, Waggoner & Pinsky, 

2016). Apesar de relatos de transmissão ocupacional, perinatal e sexual do ZIKV, 

considera-se até o momento que o principal modo de transmissão do vírus seja a 

vetorial (Foy et al., 2011, Musso et al., 2015, Zammarchi et al., 2015).  

A febre pelo ZIKV é uma doença febril aguda e autolimitada e estima-se que 

somente 18% das infecções resultem em manifestações clínicas, sendo, portanto, 

mais frequente a infecção assintomática (Ioos et al., 2014). Quando sintomática, 

causa febre baixa, exantema maculopapular, artralgia, mialgia, cefaleia, hiperemia 

conjuntival e, menos frequentemente, edema, odinofagia, tosse seca e alterações 

gastrointestinais, principalmente vômitos. Em geral, o desaparecimento dos 

sintomas ocorre entre 3 e 7 dias após seu início. Normalmente, não é associada a 

complicações graves e óbitos, além de ocasionar uma baixa taxa de hospitalização 

(Balm et al., 2012). No entanto, relatos de casos da síndrome de Guillain-Barré 

(SGB) em infecções por ZIKV, principalmente em regiões de co-circulação com os 

DENV foram descritos (Oehler et al., 2014).  

No Brasil, os primeiros casos autóctones confirmados de ZIKV ocorreram em 

Camaçari na BA (Soares et al., 2016). A autoctonia foi em seguida confirmada em 

Natal, RN (Zanluca et al., 2015). Até a semana epidemiológica 37 do ano de 2016, 

foram registrados 200.465 casos suspeitos de infecção por este vírus distribuídos 

em 2.288 municípios, sendo que 109.596 casos foram confirmados por critérios 

clínicos e/ou epidemiológicos (SVS/MS, 2016a).  

Em novembro de 2015, o Ministério da Saúde registrou os três primeiros 

óbitos por ZIKV e reconheceu a relação entre o aumento na prevalência de 

microcefalias com a infecção por esta arbovirose recém introduzida no país (Brasil et 

al., 2016). A associação do ZIKV com doenças neurológicas e anomalias congênitas 

(Brasil et al., 2016), bem como o aumento da ocorrência de casos de SGB, levou a 
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OMS a declarar um estado de emergência internacional para este vírus nas 

Américas em fevereiro de 2016, sendo este considerado uma grande ameaça à 

saúde pública em todas as partes do mundo (PAHO, 2016b). 

Devido à presença de reatividade cruzada com o DENV em reações 

sorológicas, o diagnóstico para o ZIKV ainda se restringe, principalmente às técnicas 

moleculares, sendo o protocolo de RT-PCR em tempo real descrito por Lanciotti et 

al. (2008) utilizado nos Laboratórios de Referência do país (Brasil et al., 2016).  

 

1.15 Justificativa 

 A crescente ocorrência de epidemias causadas pelo CHIKV em países 

africanos e caribenhos permitiu a introdução desta arbovirose no Brasil, que 

apresenta condições ideais para a dispersão deste vírus devido à ampla extensão 

do território, presença de vetores em todas as regiões e susceptibilidade da 

população. Além disso, a ocorrência de uma tríplice epidemia em algumas regiões 

do país devido à presença concomitante do DENV, CHIKV e mais recentemente o 

ZIKV constitui um sério problema de Saúde Pública, tendo em vista que as três 

infecções apresentam sinais e sintomas semelhantes, tornando o diagnóstico 

diferencial extremamente difícil para os médicos.  

A partir da introdução do CHIKV no Brasil em 2014, foram registrados surtos 

de transmissão autóctone no Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do país, 

resultando em 236.287 notificações até 2016 e, devido à escassa disponibilidade de 

insumos para o diagnóstico, 116.523 destes casos foram confirmados por critérios 

clínico-epidemiológicos. Em razão das limitadas opções de prevenção e controle, o 

diagnóstico laboratorial exerce um papel fundamental para o tratamento oportuno 

dos pacientes e monitoramento da doença diante da tríplice epidemia. 

Atualmente, testes sorológicos comerciais estão disponibilizados e protocolos 

moleculares mais específicos de RT-PCR convencional e em tempo real para o 

diagnóstico de arboviroses têm sido sugeridos. Desta forma, a aplicação de 

metodologias para a identificação das diferentes fases da infecção pelo CHIKV, a 

realização do diagnóstico diferencial para outros arbovírus (DENV e ZIKV) e a 

identificação de possíveis casos de co-infecções são indispensáveis para o sucesso 

da vigilância epidemiológica nos estados brasileiros. 

Além disso, dois dos três genótipos de CHIKV já foram reportados no Brasil: o 

Asiático, comumente associado aos casos ocorridos na América Latina e Caribe e o 
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ECSA, associado aos surtos na África Ocidental. Mutações adaptativas em cepas 

pertencentes ao ECSA já foram descritas e associadas a uma maior transmissão 

pelo mosquito Ae. albopictus. No entanto, estas mutações ainda não foram 

observadas nas cepas brasileiras pertencentes a este genótipo. Neste contexto, 

estudos filogenéticos e de caracterização molecular podem representar uma 

importante ferramenta para monitorar a dispersão dos genótipos do CHIKV, 

identificar mutações e contribuir para o entendimento das possíveis consequências 

de tais eventos. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Investigar casos suspeitos de CHIKV em epidemias deste arbovírus ocorridas 

no Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil e genotipar cepas 

representativas em apoio à vigilância deste agente no país.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Investigar casos suspeitos da infecção pelo CHIKV durante a introdução 

deste arbovírus no Brasil a partir das regiões Norte (Amapá - AP) e Nordeste 

(Feira de Santana - BA) no período de 2014-2015.   

 

 Investigar casos suspeitos da infecção pelo CHIKV durante as tríplices 

epidemias de arbovírus (DENV, ZIKV e CHIKV) a partir das regiões Centro-

Oeste (Campo Grande - MS) e Sudeste (Rio de Janeiro - RJ) em 2016. 

 

 Investigar possíveis casos de co-infecções entre DENV e CHIKV durante as 

epidemias ocorridas no Amapá (AP) e Feira de Santana (BA) em 2014-2015 e 

durante as tríplices epidemias (DENV, ZIKV e CHIKV) ocorridas em Campo 

Grande (MS) e Rio de Janeiro (RJ) em 2016. 

 

 Realizar a análise filogenética e caracterização molecular de cepas 

representativas de CHIKV detectadas durante as epidemias nas regiões 

Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Aspectos éticos 

As amostras utilizadas neste estudo provêm da demanda espontânea do 

Laboratório de Flavivírus (LABFLA, IOC/FIOCRUZ), Centro de Referência Regional 

para Dengue, Febre Amarela, Zika e Chikungunya (CEP 466/12) e dos Projetos 

aprovados para a investigação arbovírus no Amapá (CAAE: 30757314.1.0000.5248) 

e nos demais estados brasileiros (CAAE: 57221416.0.1001.5248).  

 

3.2 Desenho de estudo 

Este estudo é do tipo prospectivo, descritivo, observacional e transversal. 

 

3.3 Critérios de inclusão e exclusão para a investigação de casos 

suspeitos de CHIKV 

Os critérios de inclusão abrangem casos de pacientes em qualquer faixa 

etária e qualquer gênero que experimentaram uma doença febril acompanhada de 

intensa poliartralgia de acordo com o Ministério da Saúde (2014), atendidos durante 

as epidemias de arbovírus (CHIKV e/ou DENV e/ou ZIKV) ocorridas em 

estados/municípios representativos das regiões Norte (Amapá-AP) e Nordeste 

(Bahia-BA) do país em 2014 e 2015, além da Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul-

MS) e Sudeste (Rio de Janeiro-RJ) em 2016 (Tabela 3.1). Os critérios de exclusão 

englobam os pacientes que não concordaram em participar do estudo ou com 

suspeita de outros agravos.  

 

Tabela 3.1: Características geográficas e populacionais dos municípios 
selecionados para a investigação de casos suspeitos de CHIKV nos estados do 
Amapá (AP), Bahia (BA), Mato Grosso do Sul (MS) e Rio de Janeiro (RJ). 

Estado Município Latitude Longitude 
Extensão 

(km²) 
População 

(hab.) 

AP 

Oiapoque 03º49’29’’N 51º49’05’’O 22.625.018 24.263 

Aporema 01º30’21’’N 50º54’43’’O 6.711.950 15.212 

Porto Grande 00º42’46’’N 51º24’46’’O 4.401.763 16.825 

Macapá 00º02’18.84’’N 51º03’59.10’’O 6.407.123 465.495 

Santana 00º02’06’’S 51º10’30’’O 1.577.517 110.565 

Mazagão 00º06’54’’S 51º17’20’’O 13.131 19.157 

BA Feira de Santana 12º16’01’’S 38º58’01’’O 1.337.993   622.639   

MS Campo Grande 20º26’34’’S 54º38’45’’O 8.096.051 863.982 

RJ Rio de Janeiro 22º54’10’’S 43º12’28’’O 1.197.463 6.498.837 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Quil%C3%B3metro_quadrado
https://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o_residente
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3.4 Investigação de casos suspeitos de CHIKV no AP 

Os espécimes do AP (soro, plasma ou sangue total) foram classificados de 

acordo com os dias de doença para posterior realização do diagnóstico laboratorial. 

Os casos agudos (≤7 dias após o início dos sintomas) foram destinados para o 

diagnóstico molecular pelo protocolo descrito por Lanciotti et al. (2007) e pelo kit 

Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA). Alguns casos confirmados 

para CHIKV foram quantificados através do Chikungunya Non structural protein 2 

(NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) e as cepas representativas 

tiveram a região E1 do seu genoma sequenciadas de acordo com o protocolo 

descrito por Collao et al. (2010).  

Os casos convalescentes (>7 dias após o início dos sintomas) foram 

destinados ao diagnóstico sorológico através do teste “padrão-ouro” ELISA de 

captura de IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo Ministério 

da Saúde (2014) e do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha). 

Adicionalmente, como diagnóstico diferencial, todos os casos foram 

investigados para dengue por metodologias moleculares (amostras agudas) e/ou 

sorológicas (amostras convalescentes) através do kit Panbio dengue IgM Capture 

ELISA (Alere™, Brisbane, Austrália), kit Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus 

Diagnostics, California, EUA) e a detecção molecular e tipagem dos DENV de 

acordo com Lanciotti et al. (1992), Quadro 3.1. 

 

Quadro 3.1: Estratégias/metodologias utilizadas para a investigação de casos 
suspeitos de CHIKV provenientes do AP. 

Classificação do 
caso 

Estratégia Protocolos para CHIKV e DENV 

Casos agudos 
(≤ 7 dias após o 

início dos 
sintomas) 

Metodologias 
moleculares 

 

RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV de acordo 
com Lanciotti et al. (2007). 

Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA). 

Detecção molecular e tipagem dos DENV de acordo com 
Lanciotti et al. (1992). 

Casos 
convalescentes 
(>7 dias após o 

início dos 
sintomas 

Metodologias 
sorológicas 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV  (CDC e Ministério da 
Saúde, 2014). 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha). 

Kit Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, 
Austrália). 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, 
California, EUA). 

Quantificação de amostras 
representativas de CHIKV 

Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit 
(Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) 

Sequenciamento parcial (E1) do 
genoma de amostras 

representativas de CHIKV 
RT-PCR descrito por Collao et al. (2010) 
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3.5 Investigação de casos suspeitos de CHIKV na BA 

Os espécimes da BA (soro) foram classificados como casos agudos (≤7 dias 

após o início dos sintomas) e submetidos às metodologias sorológicas e moleculares 

para o diagnóstico de CHIKV através do teste “padrão-ouro” ELISA de captura de 

IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo Ministério da Saúde 

(2014), do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha) e do RT-PCR 

em tempo real para detecção de CHIKV de acordo com Lanciotti et al. (2007). 

Alguns casos confirmados para CHIKV foram quantificados através do Chikungunya 

Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) e 

as cepas representativas tiveram a região E1 do seu genoma sequenciadas de 

acordo com o protocolo descrito por Collao et al. (2010).  

Adicionalmente, como diagnóstico diferencial, todos os casos foram 

investigados para dengue por metodologias moleculares e sorológicas através do kit 

Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Austrália), kit Dengue NS1 

Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA) e a detecção molecular e 

tipagem dos DENV de acordo com Lanciotti et al. (1992), Quadro 3.2. 

 

Quadro 3.2: Estratégias e metodologias utilizadas para a investigação de casos 
agudos suspeitos de CHIKV provenientes da BA. 

Alvo Estratégia Protocolos utilizados 

CHIKV 

Metodologias 
sorológicas 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV  (Ministério da Saúde, 2014) 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha). 

Metodologias 
moleculares 

RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV de acordo com 
Lanciotti et al. (2007). 

DENV 

Metodologias 
sorológicas 

Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Austrália) 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, 
EUA). 

Metodologias 
moleculares 

Detecção molecular e tipagem dos DENV de acordo com Lanciotti 
et al. (1992). 

Quantificação de amostras 
representativas de CHIKV 

Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit 
(Genesig®, Inglaterra, Reino Unido). 

Sequenciamento parcial (E1) 
do genoma de amostras 

representativas de CHIKV 
RT-PCR descrito por Collao et al. (2010). 

 

3.6 Investigação de casos suspeitos de CHIKV no MS e no RJ 

 Os espécimes do MS e do RJ (soro ou plasma) foram classificados como 

casos agudos (≤7 dias após o início dos sintomas) ou convalescentes (>7 dias após 
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o início dos sintomas) e posteriormente foram submetidos às metodologias 

sorológicas e moleculares para o diagnóstico de CHIKV pelo teste “padrão-ouro” 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo 

Ministério da Saúde (2014), kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, 

Alemanha), RT-PCR para detecção do CHIKV descrito por Lanciotti et. al (2007) e o 

kit Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA). Alguns casos 

confirmados para CHIKV foram quantificados através do Chikungunya Non structural 

protein 2 (NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) e as cepas 

representativas tiveram a região E1 do seu genoma sequenciadas de acordo com o 

protocolo descrito por Collao et al. (2010).  

Adicionalmente, como diagnóstico diferencial, todos os casos foram 

investigados para dengue e zika. Para dengue foram utilizados o kit Panbio dengue 

IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Austrália), o Dengue Virus IgM Capture 

DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA), o ELISA Platelia™ Dengue NS1 

Ag-ELISA (BioRad Laboratories, California, EUA) e o Dengue NS1 Antigen 

DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA), sendo a detecção molecular e 

tipagem realizada de acordo com Lanciotti et al. (1992) e com o protocolo de RT-

PCR em tempo real descrito por Johnson et al. (2005). Com a indisponibilidade de 

um teste sorológico, as amostras foram testadas para ZIKV pela metodologia de RT-

PCR em tempo real descrita por Lanciotti et al. (2008), Quadro 3.3.  

 

Quadro 3.3: Estratégias/metodologias utilizadas para a investigação de casos 
suspeitos de CHIKV provenientes do MS e do RJ. 

Alvo Estratégia Protocolos utilizados 

CHIKV 

Metodologias 
sorológicas 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV  (Ministério da Saúde, 
2014) 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha). 

Metodologias 
moleculares 

RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV de acordo 
com Lanciotti et al. (2007). 

DENV 

Metodologias 
sorológicas 

Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, 
Austrália) 

Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics, 
California, EUA) 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, 
California, EUA) 

ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories, 
California, EUA) 

Metodologias 
moleculares 

Detecção molecular e tipagem dos DENV de acordo com 
Lanciotti et al. (1992). 

Quantificação de amostras 
representativas de CHIKV 

Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit 
(Genesig®, Inglaterra, Reino Unido). 

Sequenciamento parcial (E1) do 
genoma de amostras 

representativas de CHIKV 
RT-PCR descrito por Collao et al. (2010). 
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3.7 Determinação de anticorpos da classe IgM para CHIKV (MAC-

ELISA) 

A determinação de anticorpos da classe IgM para CHIKV foi realizada de 

acordo com o método in house ELISA de captura de IgM anti-CHIKV preconizado e 

descrito pelo Ministério da Saúde (2014) e pelo kit comercial Anti-CHIKV ELISA IgM 

(Euroimmun, Lubeck, Alemanha). O kit comercial Anti-CHIKV ELISA IgM 

(Sensibilidade: 98.1%; Especificidade: 98.9%) foi realizado de acordo com o 

protocolo descrito pelo fabricante.  

O método in house ELISA de captura de IgM anti-CHIKV foi realizado 

conforme a seguir: 60 poços de uma microplaca Immulon II (Dynatech Ind.) foram 

sensibilizados através da aplicação de 75 microlitros por poço de anti-IgM humano 

produzido em cabra diluído na proporção de 1:2.000 em tampão 

carbonato/bicarbonato (pH 9,6). Após esse processo, a placa foi incubada à 4º C por 

uma noite e no dia seguinte, o anticorpo de revestimento foi despejado em papel 

absorvente, seguido da aplicação de 200 µl de tampão de bloqueio (5% de leite e 

0,5% Tween 20 diluídos em 100 ml de PBS pH 7,2) por poço. Posteriormente, uma 

nova incubação foi realizada em temperatura ambiente por 30 minutos e a 

microplaca foi então lavada cinco vezes em lavadora automática com solução de 

lavagem composta por 0,5% de Tween 20 diluído em 1000 ml de PBS (pH 7,2). Em 

seguida, 50 µl do soro dos pacientes e dos controles (positivos e negativos) diluídos 

1:400 em tampão de lavagem (0,05% de Tween 20 diluído em 100 ml de PBS pH 

7,2) foram adicionados em quadruplicata na placa e esta foi incubada em câmara 

úmida durante 1 hora à 37ºC e depois lavada cinco vezes. Posteriormente, o 

antígeno viral e o antígeno normal diluídos em tampão de lavagem foram aplicados 

em fileiras alternadas da microplaca, seguido de uma nova incubação durante uma 

noite à 4º C. No dia seguinte, após lavagem por cinco vezes, foi adicionado 50 µl por 

poço do anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase diluído em tampão de 

bloqueio. A placa foi incubada em câmara úmida por 1 hora à 37ºC e após dez 

lavagens foi aplicado o substrato TMB (Gibco™) em todos os poços. Nesta etapa a 

placa foi incubada em temperatura ambiente por 10 minutos no escuro e uma 

coloração azul foi observada em poços referentes às reações positivadas. Por fim, 

foi adicionado 50µl por poço da solução STOP em toda a placa, havendo uma 

modificação da coloração azul para amarela. A leitura foi realizada em leitor de 

microplacas com o filtro de 450 nm.  
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3.8 Determinação de anticorpos da classe IgM para DENV 

A determinação de anticorpos da classe IgM para DENV foi realizada através 

dos kits comerciais Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Austrália) 

com sensibilidade de 94.7% e especificidade de 100%, e Dengue Virus IgM Capture 

DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA) com sensibilidade de 96% e 

especificidade de 97% , ambos realizados de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante.  

 

3.9 Teste de captura do antígeno NS1 de DENV  

O teste de captura do antígeno NS1 para DENV foi realizado através dos kits 

comerciais ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories, 

California, EUA) com sensibilidade de 95% e especificidade de 100%, e Dengue 

NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA) com sensibilidade 

88.2% e especificidade de 100%, ambos realizados de acordo com o protocolo 

descrito pelo fabricante.  

 

3.10   Extração do RNA viral 

O RNA total das amostras suspeitas de CHIKV foi extraído a partir do soro, 

plasma e/ou sangue total utilizando o kit comercial QIAamp Viral RNA Mini kit 

(Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as instruções do fabricante. O RNA viral 

obtido por esta metodologia foi armazenado em -70º C para posterior realização do 

diagnóstico molecular. 

 

3.11  RT-PCR em tempo real (qRT-PCR) para detecção de CHIKV  

A transcrição reversa seguida pela reação em cadeia pela polimerase em 

tempo real (qRT-PCR) para detecção do CHIKV foi realizada em microplaca óptica 

(Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por 

Lanciotti et al. (2007). Neste procedimento, 5µl de RNA foi aplicado em 20 µl de uma 

mistura contendo H2O livre de nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts, 

EUA), os reagentes provenientes do PCR SuperScript® III Platinum® One-Step 

qRT-PCR kit (Invitrogen™, California, EUA), além das sondas e primers específicos 
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para este vírus (Quadro 3.4). A reação foi realizada em termociclador LineGene 

9600 (Bioer Technology, Zhejiang, China) de acordo com os seguintes parâmetros 

de termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo de 50ºC por 30 min); ativação (1 ciclo 

de 95ºC por 2 min); desnaturação (50 ciclos de 95º C por 15 sec) e 

anelamento/extensão (50 ciclos de 60ºC por 1 min). 

 

Quadro 3.4: Oligonucleotídeos utilizados na transcrição reversa seguida pela reação 
em cadeia pela polimerase em tempo real (qRT-PCR) para detecção do CHIKV 
(Lanciotti et al. 2007). 

Primers/sonda Sequência (5’-3’) Posição no genoma 

CHIKV 874 AAAGGGCAAACTCAGCTTCAC 874–894 

CHIKV 961 GCCTGGGCTCATCGTTATTC 961–942 

CHIKV 899-FAM CGCTGTGATACAGTGGTTTCGTGTG 899–923 

 
Outros protocolos de qRT-PCR provenientes de kits comerciais foram 

utilizados de acordo com as instruções do fabricante. O Simplexa™ CHIKV (Focus 

Diagnostics, California, EUA) realizado em termociclador 3M Integrated Cycler 

(Focus Diagnostics, California, EUA) e o Chikungunya Non structural protein 2 

(NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) para quantificação dos 

casos confirmados de CHIKV através do princípio TaqMan®, realizado em 

termociclador LineGene 9600 (Bioer Technology, Zhejiang, China).  

 

3.12  RT-PCR para detecção e tipagem dos DENV 

A detecção e tipagem de amostras de DENV foi realizada a partir da 

metodologia de RT-PCR, descrita por Lanciotti et al. (1992), que utiliza uma reação 

semi-nested capaz de identificar simultaneamente os quatro sorotipos de dengue 

(D1-4) através de duas reações utilizando oligonucleotídeos iniciadores consensuais 

e específicos para cada sorotipo (Quadro 3.5).  

 

Quadro 3.5: Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na transcrição reversa seguida 
pela reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos vírus dengue 
(Lanciotti et al., 1992). 

Primers Sequência (5’-3’) 
Posição 

no 
genoma 

Tamanho do 
amplicon (pb) 

D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 134-161      511 

D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616-644 511 

TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 (D1 e TS1) 

TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119 (D1 e TS2) 

TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 (D1 e TS3) 

TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 (D1 e TS4) 
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Durante a primeira etapa, 5µl de RNA foi aplicado em 20 µl de uma mistura 

contendo H2O livre de nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts, EUA), PCR 

Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), DTT (Sigma Aldrich, Missouri, EUA), AMV-

RT (Promega, Wisconsin, EUA) e oligonucleotídeos iniciadores consensuais (D1 e 

D2) para os quatros sorotipos dos DENV. A reação foi realizada em termociclador 

GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com os 

seguintes parâmetros de termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo de 42ºC por 60 

min); desnaturação (30 ciclos de 94ºC por 30 sec); hibridização (30 ciclos de 56ºC 

por 1 min); extensão (30 ciclos de 72ºC por 2 min); extensão final  (1 ciclo de 72ºC 

por 10 min) e temperatura final (4ºC). 

Em uma segunda etapa, o procedimento semi-nested foi realizado a partir da 

diluição de 5 µl do cDNA obtido na primeira etapa em 495 µl da água destilada 

UltraPure™ DNase/RNase Free (Invitrogen™, California, EUA). Em seguida, 5 µl do 

produto diluído foi aplicado em 20 µl de uma mistura contendo H2O livre de 

nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts, EUA), PCR Master Mix (Promega, 

Wisconsin, EUA), DTT (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e os primers específicos TS1, 

TS2, TS3 e TS4 para cada sorotipo de dengue (D1-4), respectivamente. A reação foi 

realizada em termociclador GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California, 

EUA) de acordo com os seguintes parâmetros de termociclagem: desnaturação (18 

ciclos de 94ºC por 30 sec); hibridização (18 ciclos de 56ºC por 1 min); extensão (18 

ciclos de 72ºC por 2 min); extensão final (1 ciclo de 72ºC por 10 min) e temperatura 

final (4ºC). Por fim, a análise dos amplicons obtidos foi realizada por eletroforese em 

gel de agarose (1.5%). 

O outro protocolo para detecção e tipagem de dengue foi utilizado neste 

estudo e consiste em uma transcrição reversa seguida pela reação em cadeia pela 

polimerase em tempo real (qRT-PCR) para detecção dos DENV realizada em 

microplaca óptica (Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo 

descrito por Johnson et al. (2005). Neste procedimento, 5µl de RNA foi aplicado em 

20 µl de uma mistura contendo H2O livre de nucleases (Thermo Scientific™, 

Massachusetts, EUA), SuperScript® III Platinum® One-Step qRT-PCR kit 

(Invitrogen™, California, EUA), além das sondas e primers específicos para este 

vírus (Quadro 3.6). A reação foi realizada em termociclador LineGene 9600 (Bioer 

Technology, Zhejiang, China) de acordo com os seguintes parâmetros de 

termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo de 45ºC por 30 min); ativação da enzima 

(1 ciclo de 95ºC por 10 min); desnaturação (45 ciclos de 95ºC por 15 sec); 
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anelamento/extensão (45 ciclo de 57ºC por 1 min); extensão final (45 ciclo de 72ºC 

por 1 min) e temperatura final (4ºC).  

 

Quadro 3.6: Oligonucleotídeos iniciadores e sondas utilizadas na transcrição 
reversa seguida pela reação em cadeia pela polimerase em tempo real (qRT-PCR) 
para a detecção e tipagem dos DENV (Johnson et al., 2005). 

Primers/Sondas Sequência (5’-3’) Posição no genoma 

DEN-1 F CAAAAGGAAGTCGTGCAATA 8973 

DENV-1 C CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAACC 9084 

DENV-1 FAM/BHQ-1 CATGTGGTTGGGAGCACGC 8998 

DENV-2 F CAGGTTATGGCACTGTCACGAT 1605 

DENV-2 C CCATCTGCAGCAACACCATCTC 1583 

DENV-2 HEX/BHQ-1 CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA 1008 

DENV-3 F GGACTGGACACACGCACTCA 740 

DENV-3 C CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT 813 

DENV-3 TR/BHQ-2 ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG 762 

DENV-4 F TTGTCCTAATGATGCTGGTCG 904 

DENV-4 C TCCACCTGAGACTCCTTCCA 992 

DENV-4 Cy5/BHQ-3 TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG 960 

 

3.13  RT-PCR para detecção do ZIKV 

A transcrição reversa seguida pela reação em cadeia pela polimerase em 

tempo real (qRT-PCR) para detecção do ZIKV foi realizada em microplaca óptica 

(Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por 

Lanciotti et al. (2008). Neste procedimento, 5µl de RNA foi aplicado em 15 µl de uma 

mistura contendo H2O livre de nucleases (Promega, Wisconsin, EUA), GoTaq® 

Probe qPCR Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), GoScript™ Reverse 

Transcription System (Promega, Wisconsin, EUA), além dos primers e sondas 

descritos no Quadro 3.7. A reação foi realizada em termociclador LineGene 9600 

(Bioer Technology, Zhejiang, China) de acordo com os seguintes parâmetros de 

termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo de 45ºC por 15 min); ativação (1 ciclo de 

95ºC por 2 min); desnaturação (45 ciclos de 95º C por 15 sec) e 

anelamento/extensão (45 ciclos de 60ºC por 1 min). 
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Quadro 3.7: Oligonucleotídeos iniciadores e sondas utilizadas na transcrição 
reversa seguida pela reação em cadeia pela polimerase em tempo real (qRT-PCR) 
para a detecção do ZIKV (Lanciotti et al., 2008). 

Primers/Sondas Sequência (5’-3’) 
Posição no 

genoma 

ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086–1102 

ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162–1139 

ZIKV 1107-FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1107–1137 

 

3.14  RT-PCR para sequenciamento parcial (gene E1) do genoma do 

CHIKV 

O sequenciamento parcial da região E1 do genoma do CHIKV foi realizado de 

acordo com o protocolo descrito por Collao et al. (2010), que utiliza uma reação 

“semi-nested” a partir dos primers descritos no Quadro 3.8.  

 

Quadro 3.8: Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na transcrição reversa seguida 
pela reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a detecção do CHIKV 
(Collao et al., 2010). 

Primers Sequência (5’-3’) Posição no genoma (pb) 

Primer 1 (sense)  TTACCCNTTYATGTGGGG 
10246-10793 

Primer 2 (antisense) CTTACSGGGTTTGTYGC 

Primer 3 (antisense)    TRAAGCCAGATGGTGCC      10246-10714 

 

Durante a primeira etapa, 5µl de RNA foi aplicado em 20 µl de uma mistura 

contendo os reagentes do QIAGEN OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, 

Alemanha), além dos primers 1 e 2. A reação foi realizada em termociclador 

GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com os 

seguintes parâmetros de termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo de 50ºC por 60 

min); desnaturação inicial (1 ciclo de 95ºC por 15 min); desnaturação (40 ciclos de 

94ºC por 30 sec); hibridização (40 ciclos de 60ºC por 3 min); extensão (40 ciclos de 

68ºC por 30 sec); extensão final  (1 ciclo de 68ºC por 10 min) e temperatura Final 

(4ºC). 

Em uma segunda etapa, o procedimento semi-nested foi realizado a partir da 

adição de 0,5 µl do cDNA obtido na primeira etapa em 24,5 µl de uma mistura 

contendo H2O livre de nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts, EUA), PCR 

Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), DTT (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e os 

primers 1 e 3. A reação foi realizada em termociclador GeneAmp modelo 9700 

(Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com os seguintes parâmetros de 
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termociclagem: desnaturação inicial (1 ciclo de 94ºC por 2 min); desnaturação (40 

ciclos de 95ºC por 30 sec); hibridização (40 ciclos de 55ºC por 1 min); extensão (40 

ciclo de 72ºC por 30 sec); extensão final (1 ciclo de 72ºC por 5 min) e temperatura 

Final (4ºC).  

 

3.15   Purificação e quantificação dos produtos do RT-PCR para 

sequenciamento parcial (gene E1) do genoma do CHIKV 

Os produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose em 

concentração de 1% corado com brometo de etídio e visualizados através de luz 

ultravioleta. Após a observação dos fragmentos amplificados, estes foram 

purificados a partir do gel de agarose utilizando o kit comercial QIAquick Gel 

Extraction (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme instruções do fabricante. 

Posteriormente, os produtos purificados foram quantificados pelo Low DNA Mass 

Ladder (Invitrogen™, California, EUA) em gel de agarose em concentração de 2% 

corado com brometo de etídio. 

 

3.16   Reação de sequenciamento 

Os fragmentos de cDNA purificados foram sequenciados em ambas as 

direções utilizando o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 

versão 3.1 (Applied Biosystems®, California, EUA) e a reação foi realizada em 

termociclador GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California, EUA) de 

acordo com os seguintes parâmetros de termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo 

de 50ºC por 60 min); desnaturação inicial (1 ciclo de 95ºC por 15 min); desnaturação 

(40 ciclos de 94ºC por 30 sec); hibridização (40 ciclos de 60ºC por 3 min); extensão 

(40 ciclos de 68ºC por 30 sec); extensão final  (1 ciclo de 68ºC por 10 min) e 

temperatura final (4ºC). 

Posteriormente, os produtos foram enviados para a Plataforma de 

Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, onde passaram por purificação pelo 

Centri-Sep Spin Columns (Invitrogen, California, EUA) ou o DyeEx 2.0 Spin Kit 

(Qiagen, California, EUA) e foram incubados a 37°C por 24h para secagem. Em 

seguida, o DNA foi ressuspendido em 10µL de formamida e transferido para uma 

placa de 96 orifícios (MicroAmpOptical 96 Well Reaction Plate - Applied 
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Biosystems®, California, EUA). Por fim, a reação foi realizada por eletroforese 

capilar em Analisador de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems®, California, EUA). 

 

3.17   Análise das Sequências e Filogenia 

A análise do sequenciamento foi realizada pelo programa Chromas 1.45 

(http://www.technelysium.com.au/chromas14x.html) ou pelo programa BioEdit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). A identidade da sequência foi 

determinada pelo uso do BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). O 

alinhamento das sequências foi realizado pelo software CLUSTAL W 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e as árvores filogenéticas foram construídas pelo 

programa MEGA 6 (http://www.megasoftware.net/) com suporte do teste de 

bootstrap (1000 pseudo-réplicas) e utilizando o método Neighbor-joining, modelo 

Kimura-2 parâmetros (K2), obtido pelo software como melhor modelo de substituição 

baseado na Máxima Verossimilhança (MV). Sequências disponíveis no GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) foram utilizadas como referência para os 

diferentes genótipos do CHIKV (Asiático, ECSA e Oeste Africano), Quadro 3.9. 

 

Quadro 3.9: Sequências disponíveis no GenBank utilizadas como referência para os 
diferentes genótipos do CHIKV (Asiático, ECSA e Oeste Africano). 

Genótipo Localidade/Ano GenBank Referência 

Genótipo 
Asiático 

Amapá/Brasil/2014 KP164567.1 Nunes et al. (2015) 

Pernambuco/Brasil/2014 KP164571.1 Nunes et al. (2015) 

Rio de Janeiro/Brasil/2015 KU355832.1 Conteville et al. (2016) 

Rio de Janeiro/Brasil/2014 KU355833.1 Conteville et al. (2016) 

Rio de Janeiro/Brasil/2014 KU355834.1 Conteville et al. (2016) 

Rio de Janeiro/Brasil/2014 KU355835.1 Conteville et al. (2016) 

Haiti/2014 KX702402.1 White et al. (2016) 

Indonésia/2010 AB678695.1 Mulyatno et al. (2012) 

China/2012 KC488650.1 Zhou (2013) 

Malásia/2006 FN295484.2 Sam (2009) 

Tailândia/1988 HM045789.1 Volk et al. (2010) 

Índia/1963 HM045813.1 Volk et al. (2010) 

Genótipo 
ECSA* 

Angola/1962 HM045823.1 Volk et al. (2010) 

Uganda/1982 HM045812.1 Volk et al. (2010) 

República Centro-Africana/1978 HM045822.1 Volk et al. (2010) 

Bahia/2014 KP164570.1 Nunes et al. (2015) 

Genótipo 
Oeste Africano 

Nigéria/1965 HM045807.1 Volk et al. (2010) 

Senegal/2005 HM045817.1 Volk et al. (2010) 

Costa do Marfim/1993 HM045820.1 Volk et al. (2010) 

*ECSA: genótipo Leste-Centro-Sul Africano. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Investigação de casos suspeitos da infecção pelo CHIKV na 

região Norte do Brasil a partir de uma epidemia ocorrida em 

2014-2015 no Amapá (AP) 

Para a investigação de casos suspeitos da infecção por CHIKV na região 

Norte do Brasil, 538 amostras biológicas provenientes de uma epidemia ocorrida em 

2014 e 2015 no estado do Amapá (AP) foram coletadas a partir de um trabalho de 

campo realizado durante o período de 17 a 27 de maio como parte de colaboração 

estabelecida com o Laboratório Central de Saúde Pública do Amapá (LACEN/AP) e 

o Laboratório de Fronteira de Oiapoque (LAFRON/AP). Destas, um total de 208/538 

(38.66%) provenientes de algumas localidades do estado (Figura 4.1) foram 

separadas para a realização deste estudo. Os casos foram divididos em 100 

amostras agudas (≤7 dias após do inicio dos sintomas) selecionadas para o 

diagnóstico molecular e 108 amostras convalescentes (>7 dias após o inicio dos 

sintomas) destinadas ao diagnóstico sorológico.  

 

 

Figura 4.1: Procedência dos casos suspeitos da infecção pelo CHIKV (n=208) 
selecionados para a investigação desta infecção na região Norte do Brasil a partir de 
uma epidemia ocorrida em 2014 e 2015 no estado do Amapá (AP).  
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4.1.1 Aspectos clínico-epidemiológicos 

Do total de casos suspeitos agudos e convalescentes selecionados para a 

investigação de chikungunya no AP (n=208), 107/208 (51.44%) foram confirmados 

por metodologias sorológicas e/ou moleculares e, devido à disponibilidade de 

informações adicionais, estes foram caracterizados de acordo com a origem, sexo, 

faixa etária e frequência das manifestações clínicas apresentadas.  

Todos os casos confirmados de chikungunya foram procedentes das cidades 

de Oiapoque (76/107; 71.02%), Macapá (27/107; 25.23%) e Porto Grande (4/107; 

3.73%). Uma maior frequência da infecção foi observada em pacientes do sexo 

feminino (67/107; 62.61%) quando comparado ao sexo masculino (40/107; 37.38%). 

 A análise por faixa etária em 94/107 (87.85%) dos casos de chikungunya 

mostrou que os indivíduos maiores de 15 anos foram mais frequentemente 

acometidos (74/94; 78.72%) do que os menores de 15 anos (20/94; 21.27%). 

Especificamente, foi observado um maior número de casos confirmados em 

indivíduos com idade entre 16 e 20 anos (Tabela 4.1). 

 

Tabela 4.1: Frequência dos casos confirmados de chikungunya (n=94) de acordo 
com a faixa etária dos pacientes no estado do Amapá (AP). 

Faixa Etária (Anos) Casos positivos / casos analisados (%) 

0 a 5 4/94 (4.25) 

6 a 10 7/94 (7.44) 

11 a 15 9/94 (9.57) 

16 a 20 15/94 (15.95) 

21 a 25 4/94 (4.25) 

26 a 30 9/94 (9.57) 

31 a 35 8/94 (8.51) 

36 a 40 8/94 (8.51) 

41 a 45 9/94 (9.57) 

46 a 50 9/94 (9.57) 

51 a 55 5/94 (5.31) 

56 a 60 3/94 (3.19) 

61 a 65 3/94 (3.19) 

>65 1/94 (1.06) 

 

A análise de 87/107 (81.30%) dos casos de CHIKV demonstrou que todos os 

indivíduos relataram febre, que persistiu por mais de 8 dias em 14/87 (16.09%) dos 

casos. Dentre as demais manifestações clínicas apresentadas, artralgia, mialgia e 
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cefaleia foram as mais frequentemente relatadas pelos pacientes acometidos 

(Tabela 4.2).  

 

Tabela 4.2: Frequência de manifestações clínicas apresentadas pelos casos 
confirmados de chikungunya (n=87) no Amapá (AP).  

Manifestações clínicas Frequência (%) 

Febre 87/87 (100.0) 

Artralgia 79/87 (90.80) 

Cefaléia 70/87 (80.45) 

Mialgia 58/87 (66.66) 

Exantema 31/87 (35.63) 

Vômito 16/87 (18.39) 

Febre Persistente (+ 8 dias) 14/87 (16.09) 

Petéquias/Hematomas 14/87 (16.09) 

Edema 12/87 (13.79) 

Diarréia 8/87 (9.19) 

Dor retro-orbital 8/87 (9.19) 

Dor abdominal 3/87 (3.44) 

Tosse 4/87 (4.59) 

Gânglios Palpáveis 1/87 (1.14) 

Icterícia 1/87 (1.14) 

 

4.1.2 Casos agudos  

4.1.2.1 Testes laboratoriais realizados  

Um total de 100 casos agudos (≤7 dias após do início dos sintomas) 

selecionados para este estudo foram submetidos ao diagnóstico laboratorial 

molecular da infecção por CHIKV através do RT-PCR em tempo real para detecção 

de CHIKV (Lanciotti et al., 2007) e do kit comercial de RT-PCR em tempo real 

Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, USA). Destes, 53/100 (53%) 

foram confirmados por pelo menos 1 metodologia citada (Tabela 4.3). 

 

Tabela 4.3: Distribuição dos casos confirmados de CHIKV (n=53) de acordo com as 
diferentes metodologias moleculares utilizadas para o diagnóstico laboratorial deste 
vírus. 

Metodologia Positivo/Testado (%) 

RT-PCR em tempo real para detecção de 
CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 

37/53 (69.81) 

Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, 
California, USA) 

47/53 (88.67) 
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Além disso, 22/53 (41.50%) e 31/53 (58.49%) dos casos de CHIKV foram 

confirmados por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas, 

respectivamente (Tabela 4.4).    

 

Tabela 4.4: Distribuição dos casos de CHIKV (n=53) confirmados por apenas 1 
(n=22) ou simultaneamente por 2 (n=31) das metodologias moleculares utilizadas 
para o diagnóstico deste vírus. 

Nº de 
metodologias 

Especificação das metodologias Positivo/Testado (%) 

1 

RT-PCR em tempo real para detecção de 
CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 

6/53 (11.32) 

Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, 
California, USA) 

16/53 (30.18) 

2 

RT-PCR em tempo real para detecção de 
CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 

31/53 (58.49) 
Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, 

California, USA) 

 

Um total de 35/53 (66.03%) dos casos confirmados de CHIKV foram 

quantificados pelo Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit e os 

títulos virais nestas amostras variaram de 1.01 X 102 cópias de RNA/µL a 9.84 X 103 

cópias de RNA/µL. 

Excepcionalmente, 11/100 (11%) casos agudos no 6º e 7º dia de sintomas 

foram submetidos também aos testes sorológicos para detecção de IgM anti-CHIKV, 

e 4/11 (36.36%) apresentaram sorologia reagente. Destes, 2/4 (50%) já haviam sido 

confirmados pelas metodologias moleculares e 2/4 (50%) foram detectados apenas 

pela sorologia. 

De uma forma geral, os resultados analisados demonstram que um total de 

55/100 (55%) dos casos agudos (≤7 dias após do inicio dos sintomas) provenientes 

do Amapá (AP) tiveram a infecção por CHIKV confirmada por metodologias 

moleculares e/ou sorológicas.  

Como diagnóstico diferencial, todos os casos agudos suspeitos de CHIKV 

(n=100) foram submetidos à confirmação ou exclusão da infecção por DENV pela 

RT-PCR para detecção e tipagem dos DENV, que confirmou 10/100 (10%) casos, 

sendo 8/10 (80%) de DENV-1 e 2/10 (20%) de DENV-4.  

Dentre os 11 casos agudos (até 7 dias de sintomas) submetidos aos testes 

sorológicos, 2/11 (18.18%) foram confirmados pelo kit Dengue NS1 Antigen 

DxSelect™ e pelo kit Panbio dengue IgM Capture ELISA e 3/11 (27.27%) apenas 
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pelo Panbio dengue IgM Capture ELISA. Destes, 2/11 (18.18%) já haviam sido 

confirmados como DENV-1 e DENV-4 pela RT-PCR.  

Desta forma, um total de 13/100 (13%) casos agudos suspeitos de CHIKV 

foram confirmados como dengue por metodologias sorológicas e/ou moleculares 

(Tabela 4.5). 

 

Tabela 4.5: Distribuição dos casos agudos confirmados para DENV (n=13) apenas 
por sorologia (n=3), apenas por técnicas moleculares (n=8) ou simultaneamente por 
metodologias moleculares e sorológicas (n=2). 

Nº de 
metodologias 

Especificação das metodologias Positivo/Testado (%) 

1 

RT-PCR para detecção e tipagem dos 
DENV (Lanciotti et al., 1992) 

8/13 (61.53) 

Panbio dengue IgM Capture ELISA 
(Alere™, Brisbane, Austrália) 

2/13 (15.38) 

2 

 

RT-PCR para detecção e tipagem dos 
DENV (Lanciotti et al., 1992) 

1/13 (7.69) 
Panbio dengue IgM Capture ELISA 

(Alere™, Brisbane, Austrália) 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus 
Diagnostics) 

1/13 (7.69) 
Panbio dengue IgM Capture ELISA 

(Alere™, Brisbane, Austrália) 

3 

RT-PCR para detecção e tipagem dos 
DENV (Lanciotti et al., 1992) 

1/13 (7.69) 
Panbio dengue IgM Capture ELISA 

(Alere™, Brisbane, Austrália) 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus 
Diagnostics) 

 

4.1.2.2 Co-infecções 

Foi observado que 64/100 (64%) dos casos agudos foram confirmados para 

CHIKV e/ou DENV através de metodologias sorológicas e/ou moleculares. Destes, 

4/64 (6.25%) foram considerados como co-infecções pelos dois arbovírus, sendo 1 

de 4, 2 de 4 e 1 de 4 confirmadas por 2, 3 e 4 das metodologias sorológicas e/ou 

moleculares para o diagnóstico de CHIKV e DENV, respectivamente (Tabela 4.6). 

Os resultados demonstram ainda que 2 de 4 dos casos representam co-infecções 

por CHIKV e DENV-1 e 2 de 4 por CHIKV e DENV-4. 
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Tabela 4.6: Distribuição das co-infecções por CHIKV e DENV (n=4) confirmadas por 
2 (n=1), 3 (n=2) ou 4 (n=1) das metodologias utilizadas para o diagnóstico destes 
arbovírus. 

Nº de metodologias Especificação das metodologias* Positivo/Testado 

2 B e E 1/4  

3 
C, E e G 1/4  

A, B e E 1/4  

4 D, E, F e G            1/4 

* A: RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV; B: Simplexa™ CHIKV; C: 
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV; D: Anti-CHIKV ELISA IgM; E: RT-PCR para 
detecção e tipagem dos DENV; F: Dengue NS1 Antigen DxSelect™; G: Panbio 
dengue IgM Capture ELISA. 
 

4.1.3 Casos convalescentes 

4.1.3.1 Testes laboratoriais realizados 

Um total de 108 casos convalescentes (>7 dias após do início dos sintomas) 

selecionados para este estudo foram submetidos ao diagnóstico laboratorial 

sorológico para detecção de IgM anti-CHIKV através do ELISA de captura de IgM 

anti-CHIKV (Brasil/MS, 2014) (n=43) e/ou do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, 

Lubeck, Alemanha) (n=79). Dos casos testados, 52/108 (48.14%) foram reagentes 

por pelo menos 1 metodologia. 

A Tabela 4.7 demonstra que 43/52 (82.69%) e 9/52 (17.30%) dos casos de 

CHIKV foram reagentes por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias 

utilizadas para a detecção de IgM anti-CHIKV, respectivamente.    

 

Tabela 4.7: Distribuição dos casos de CHIKV (n=52) reagentes por apenas 1 (n=43) 
ou simultaneamente por 2 (n=9) das metodologias sorológicas de detecção de IgM 
anti-CHIKV utilizadas para o diagnóstico deste vírus. 

Nº de 
metodologias 

Especificação das metodologias 
Positivo/Testado 

(%) 

1 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV 
(Ministério de Saúde, 2014) 

19/52 (36.53) 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck,  
Alemanha). 

24/52 (46.15) 

2 

 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (CDC e 
Ministério de Saúde, 2014) 

9/52 (17.30) 
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck,  

Alemanha). 
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Adicionalmente, os casos convalescentes (n=108) foram submetidos ao kit 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ e ao kit Panbio dengue IgM Capture ELISA. 

Destes, um total de 44/108 (40.74%) foram reagentes para dengue, sendo 35/44 

(79.54%) e 9/44 (20.45%) reagentes por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das 

metodologias sorológicas utilizadas para o diagnóstico deste vírus, respectivamente 

(Tabela 4.8).  

 

Tabela 4.8: Distribuição dos casos convalescentes reagentes para DENV (n=44) 
apenas por 1 (n=35) ou simultaneamente por 2 (n=9) das metodologias sorológicas 
utilizadas para o diagnóstico deste vírus. 

Nº de 
metodologias 

Especificações das metodologias Positivo/Testado(%) 

1 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus 
Diagnostics) 

8/44 (18.18) 

Panbio dengue IgM Capture ELISA 
(Alere™, Brisbane, Austrália) 

27/44 (61.36) 

2 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus 
Diagnostics) 

9/44 (20.45) 
Panbio dengue IgM Capture ELISA 

(Alere™, Brisbane, Austrália) 

 

4.1.3.2 Co-infecções 

 

Nos casos convalescentes (n=108), um total de 72/108 (66.66%) foram 

reagentes para DENV e/ou CHIKV por metodologias sorológicas e destes, 24/72 

(33.33%) indicam possíveis co-infecções pelos dois arbovírus. Dentre estas, 15/24 

(62.5%), 6/24 (25%) e 3/24 (12.5%) foram reagentes por 2, 3 e 4 das metodologias 

sorológicas utilizadas para o diagnóstico de CHIKV e DENV, respectivamente 

(Tabela 4.9). 

 

Tabela 4.9: Distribuição das co-infecções por CHIKV e DENV (n=24) reagentes por 
2 (n=15), 3 (n=6) ou 4 (n=3) das metodologias utilizadas o diagnóstico destes 
arbovírus. 

Nº de metodologias Especificação das metodologias* Positivo/Testado (%) 

2 

A e C 3/24 (12.5) 

A e D 3/24 (12.5) 

B e C 1/24 (4.16) 

B e D 8/24 (33.33) 

3 

A, B e D 2/24 (8.33) 

A, C e D 3/24 (12.5) 

B, C e D 1/24 (4.16) 

4 A, B, C e D 3/24 (12.5) 
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* A: ELISA de captura de IgM anti-CHIKV; B: Anti-CHIKV ELISA IgM; C: Dengue 
NS1 Antigen DxSelect™; D: Panbio dengue IgM Capture ELISA. 
 

4.2 Investigação de casos suspeitos da infecção pelo CHIKV na 

região Nordeste do Brasil a partir de uma epidemia ocorrida em 

2014-2015 em Feira de Santana (BA) 

Para a investigação de casos da infecção por CHIKV na região Nordeste do 

Brasil, 28 casos suspeitos de fase aguda (≤7 dias após o início dos sintomas) 

provenientes de uma epidemia ocorrida em 2014 e 2015 na cidade de Feira de 

Santana (BA) foram recebidos por demanda espontânea no LABFLA 

(IOC/FIOCRUZ). Todas as amostras foram submetidas ao diagnóstico molecular e 

sorológico para este vírus (Figura 4.2).   

 

 

Figura 4.2: Procedência dos casos suspeitos da infecção pelo CHIKV (n=28) 
recebidos por demanda espontânea no LABFLA (IOC/FIOCRUZ) a partir de uma 
epidemia ocorrida em 2014 e 2015 na cidade de Feira de Santana (BA), região 
Nordeste do Brasil. 
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4.2.1 Aspectos clínico-epidemiológicos 

A avaliação de aspectos clínicos e epidemiológicos dos casos de CHIKV em 

Feira de Santana (BA) não foi possibilitada devido à ausência de informações 

adicionais nas fichas epidemiológicas dos pacientes recebidas pelo LABFLA 

(IOC/FIOCRUZ). 

4.2.2 Testes laboratoriais realizados 

Todas as amostras de fase aguda (n=28) obtidas foram submetidas ao 

diagnóstico laboratorial sorológico e molecular para a confirmação ou exclusão da 

infecção por CHIKV através do teste ELISA de captura de IgM anti-CHIKV, 

preconizado pelo Ministério de Saúde, Brasil, do kit Anti-CHIKV ELISA IgM 

(Euroimmun) e do RT-PCR em tempo real. Destes, 24/28 (85.71%) foram 

confirmados por pelo menos 1 das metodologias, Tabela 4.10. 

 

Tabela 4.10: Distribuição dos casos confirmados de CHIKV (n=24) de acordo com 
as diferentes metodologias sorológicas e moleculares utilizadas para o diagnóstico 
deste vírus.   

Metodologia Positivo/Testado (%) 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV 
(Ministério de Saúde, 2014) 

13/24 (54.16) 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, 
Lubeck, Alemanha) 

11/24 (45.83) 

RT-PCR em tempo real para detecção de 
CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 

19/24 (79.16) 

 

 

Além disso, 9/24 (37.5%), 11/24 (45.83%) e 4/24 (16.66%) dos casos de 

CHIKV foram confirmados por 1, 2 ou 3 das metodologias utilizadas para o 

diagnóstico deste vírus, respectivamente (Tabela 4.11).    

 
Tabela 4.11: Distribuição dos casos de CHIKV (n=24) confirmados por 1 (n=9), 2 
(n=11) ou 3 (n=4) das metodologias moleculares utilizadas para o diagnóstico deste 
vírus. 

Nº de metodologias Especificação das metodologias* Positivo/Testado (%) 

1 

A 5/24 (20.83) 

B 3/24 (12.5) 

C 1/24 (4.16) 

2 

A e B 5/24 (20.83) 

A e C 5/24 (20.83) 

B e C 1/24 (4.16) 

3 A, B e C 4/24 (16.66) 
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* A: RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV (Lanciotti et al., 2007); B: 
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (CDC e Ministério de Saúde, 2014); C: Anti-
CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha). 
 
 

Dentre os 19 casos de CHIKV confirmados pela RT-PCR em tempo real, 

11/19 (57.89%) foram selecionados aleatoriamente para quantificação. Os 

resultados demonstram que a quantificação variou de 8.69 x 101 cópias de RNA/µl a 

1.04 x 104 cópias de RNA/µl.  

Como diagnóstico diferencial, todos os casos suspeitos de CHIKV (n=28) 

foram submetidos a metodologias sorológicas e moleculares para a confirmação ou 

exclusão de dengue. Destes, 14/28 (50%) foram reagentes por pelo menos 1 das 

metodologias sorológicas, enquanto que o RT-PCR não confirmou nenhum caso, 

(Tabela 4.12). 

 

Tabela 4.12: Distribuição dos casos de DENV (n=14) reagentes por apenas 1 (n=13) 
ou simultaneamente por 2 (n=1) das metodologias sorológicas utilizadas para o 
diagnóstico deste vírus. 

Nº de metodologias Especificação das metodologias Reativo/Testado (%) 

1  
Panbio dengue IgM Capture ELISA 

(Alere™, Brisbane, Austrália) 
13/14 (92.85) 

2  

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ 
(Focus Diagnostics, California, EUA) 

1/14 (7.14) 
Panbio dengue IgM Capture ELISA 

(Alere™, Brisbane, Austrália) 

 

4.2.3 Co-infecções 

Os resultados demonstraram que 26/28 (92.85%) dos casos suspeitos 

analisados foram confirmados para CHIKV e/ou DENV através de metodologias 

sorológicas e/ou moleculares. Destas, 12/26 (46.15%) foram consideradas como co-

infecções pelos dois arbovírus  

Dentre as co-infecções por CHIKV e DENV (n=12), 4/12 (33.33%), 6/12 

(50%), 2/12 (16.66%) foram confirmadas por 2, 3 e 4 das metodologias utilizadas 

para o diagnóstico destes arbovírus (Tabela 4.13).    
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Tabela 4.13: Diagnóstico laboratorial diferencial para investigação dos casos de co-
infecções pelos arbovírus DENV e CHIKV coletados durante a epidemia ocorrida em 
Feira de Santana, BA, 2015. 

Nº de metodologias Especificação das metodologias* Percentual (%) 

2 

A e E 1/12 (8.33) 

B e E 2/12 (16.66) 

C e E 1/12 (8.33) 

3 
A, B e E 4/12 (33.33) 

A, C e E 2/12 (16.66) 

4 
A, B, C e E 1/12 (8.33) 

A, C, D e E 1/12 (8.33) 

* A: RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV; B: ELISA de captura de IgM 
anti-CHIKV (CDC e Ministério de Saúde, 2014); C: Anti-CHIKV ELISA IgM 
(Euroimmun); D: Dengue NS1 Antigen DxSelect™ e E: Panbio dengue IgM Capture 
ELISA. 
 

4.3 Investigação de casos suspeitos da infecção pelo CHIKV na 

região Centro-Oeste do Brasil a partir de uma tríplice epidemia 

de arboviroses ocorrida em 2016 na cidade de Campo Grande 

(MS) 

Para a investigação de casos suspeitos da infecção por DENV, ZIKV e CHIKV 

na região Centro-Oeste do Brasil, um total de 134 amostras foram coletadas em um 

trabalho de campo realizado na cidade de Campo Grande (MS) durante o período de 

16 de fevereiro a 05 de março de 2016 como parte de colaboração estabelecida com 

a Dra. Ana Rita Coimbra Motta de Castro da Universidade Federal do Mato Grosso 

do Sul (UFMS, Campo Grande, MS), com o Dr. Rivaldo Venâncio da Cunha (UFMS 

e FIOCRUZ/MS) e com a Dra. Márcia Dal Fabbro da UPA Coronel Antonino (Figura 

4.3). Destas, 119/134 (88.80%) foram classificadas como amostras agudas (≤7 dias 

após o início dos sintomas) e 15/134 (11.19%) como amostras convalescentes (>7 

dias após o início dos sintomas), sendo todas estas submetidas ao diagnóstico 

molecular e sorológico para este vírus.  
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Figura 4.3: Procedência dos casos suspeitos da infecção pelo CHIKV (n=134) a 
partir de uma tríplice epidemia de arboviroses ocorrida em 2016 na cidade de 
Campo Grande (MS), região Centro-Oeste do Brasil. 
 

4.3.1 Critérios clínico-epidemiológicos 

Todos os casos confirmados de chikungunya (n=7) provenientes de Campo 

Grande (MS) foram caracterizados de acordo com a origem, sexo, faixa etária e 

frequência das manifestações clínicas nos pacientes. Os casos foram procedentes 

dos bairros Bosque Avilan (n=1), Coronel Antonino (n=1), Jardim Maria Amélia (n=1), 

Mata do Jacinto (n=1), Monte Castelo (n=2) e Morada Verde (n=1). Dos sete casos, 

3 ocorreram em pacientes do sexo feminino e 4, do sexo masculino. 

De acordo com a faixa etária, todos os casos analisados neste estudo 

apresentavam idade acima de 15 anos, sendo que a frequência de confirmação do 

CHIKV foi igualmente distribuída entre as diferentes faixas etárias (Tabela 4.14).  
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Tabela 4.14: Frequência de casos confirmados de CHIKV (n=7) de acordo com a 
faixa etária dos pacientes na cidade de Campo Grande (MS). 

Faixa etária (Anos) Casos confirmados de CHIKV (%) 

16 a 20 2/7 (28.57) 

21 a 25 2/7 (28.57) 

46 a 50 1/7 (14.28) 

51 a 55 1/7 (14.28) 

56 a 60 1/7 (14.28) 

 

Com relação à frequência de manifestações clínicas nos casos confirmados 

de CHIKV (n=7), os resultados demonstram que artralgia, cefaléia, dor retro-

orbitária, febre, mialgia e prostração destacam-se entre os sinais ou sintomas mais 

frequentes da doença (Tabela 4.15).  

 

Tabela 4.15: Frequência das manifestações clínicas apresentadas pelos casos 
confirmados de CHIKV (n=7) na cidade de Campo Grande (MS). 

Manifestações clínicas Frequência (%) 

Dor retro-orbitária 7/7 (100) 

Artralgia 6/7 (85.71) 

Cefaléia 6/7 (85.71) 

Mialgia 6/7 (85.71) 

Prostração 6/7 (85.71) 

Febre 5/7 (71.42) 

Anorexia 4/7 (57.14) 

Lombalgia 4/7 (57.14) 

Hiperemia conjuntival 3/7 (42.85) 

Náusea 3/7 (42.85) 

Tontura/Vertigem 3/7 (42.85) 

Exantema 2/7 (28.57) 

Parestesia 2/7 (28.57) 

Prurido 2/7 (28.57) 

Tosse 2/7 (28.57) 

Astenia 1/7 (14.28) 

Dor abdominal 1/7 (14.28) 

Edema 1/7 (14.28) 
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4.3.2 Testes laboratoriais realizados 

Como diagnóstico diferencial, inicialmente, todos os casos suspeitos de 

DENV e/ou ZIKV (n=134) foram submetidos às seguintes metodologias sorológicas 

e/ou moleculares para a confirmação ou exclusão de dengue e zika: 1) ELISA 

Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA,; 2) Panbio dengue IgM Capture ELISA; 3) 

Dengue Virus IgM Capture DxSelect™; 4) RT-PCR para detecção e tipagem dos 

DENV; 5) Simplexa™ dengue; 6) RT-PCR em tempo real para detecção de DENV e 

7) RT-PCR em tempo real para detecção de ZIKV . 

Destes, 99/134 (73.88%) foram confirmados para DENV por pelo menos 1 

das metodologias sorológicas e/ou moleculares utilizadas para o diagnóstico deste 

vírus e 38/134 (28.35%) foram confirmadas para ZIKV pela metodologia de RT-PCR 

utilizada. Com relação aos casos de DENV (n=99), 37/99 (37.37%), 40/99 (40.40%), 

13/99 (13.13%), 7/99 (7.07%) e 2/99 (2.02%) foram confirmados por 1, 2, 3, 4 e 5 

das metodologias utilizadas para o diagnóstico deste vírus, respectivamente (Tabela 

4.16).  

 

Tabela 4.16: Distribuição dos casos de DENV (n=99) confirmados por 1 (n=37), 2 
(n=40), 3 (n=13), 4 (n=7) ou 5 (n=2) das metodologias moleculares e/ou sorológicas 
utilizadas para o diagnóstico deste vírus. 

Nº de metodologias Especificação das metodologias* Positivo/Testado (%) 

1 

A 1/99 (1.01) 

B 1/99 (1.01) 

C 20/99 (20.20) 

D 8/99 (8.08) 

E 7/99 (7.07) 

2 

A e D 14/99 (14.14) 

B e C 17/99 (17.17) 

C e D 5/99 (5.05) 

C e E 1/99 (1.01) 

D e E 3/99 (3.03) 

3 

B; C e E 2/99 (2.02) 

B; C e D 3/99 (3.03) 

A, D e E 4/99 (4.04) 

C; D e E 4/99 (4.04) 

4 B; C; D e E 7/99 (7.07) 

5 B; C; D; E e F 2/99 (2.02) 
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* A: RT-PCR para detecção e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992); B: PCR em 
tempo real para detecção de DENV (Johnson et al., 2005); C: Simplexa™ dengue 
(Focus Diagnostics, California, EUA); D: ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA 
(BioRad Laboratories, California, EUA); E: Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ 
(Focus Diagnostics, California, EUA); F: Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, 
Brisbane, Austrália). 
 
 

Os resultados demonstraram que dentre as 134 amostras testadas pela RT-

PCR para detecção e tipagem dos DENV, 19/134 (14.17%) foram identificadas como 

DENV-1. Utilizando o kit RT-PCR em Tempo Real Simplexa™ dengue, 112/134 

(83.58%) foram testadas e dentre os casos confirmados (n=61), 60/61 (98.36%) 

foram identificados como DENV-1 e 1/61 (1.63%) como DENV-4. A RT-PCR em 

tempo real para detecção de DENV (Johnson et al., 2005) em 59/134 (44.02%) dos 

casos, confirmou 32 casos e, 31/32 (96.87%) foram identificados como DENV-1 e 

1/32 (3.12%) como DENV-4.  

Todos os casos (n=134) foram submetidos ao diagnóstico laboratorial 

sorológico e molecular para a confirmação ou exclusão da infecção por CHIKV 

através do teste ELISA de captura de IgM anti-CHIKV, do kit Anti-CHIKV ELISA IgM 

(Euroimmun) e do RT-PCR em tempo real.  

Os resultados demonstram uma evidência sorológica da infecção por este 

vírus em 7/134 (5.22%) dos casos testados possuindo entre 3 e 6 dias de doença, 

sendo 5/7 (71.42%) reagentes pelo ELISA de captura de IgM anti-CHIKV e 6/7 

(85.71%) pelo kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun). O diagnóstico molecular não 

confirmou nenhum caso de infecção por CHIKV. 

Destes, 3/7 (42.85%) e 4/7 (57.14%) foram confirmados por apenas 1 ou 

simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas para o diagnóstico sorológico, 

respectivamente (Tabela 4.17).  

 

Tabela 4.17: Distribuição dos casos confirmados de CHIKV (n=7) por apenas 1 
(n=3) ou simultaneamente por 2 (n=4) das metodologias sorológicas utilizadas para 
o diagnóstico. 

Nº de metodologias Especificação das metodologias Reativo/Testado (%) 

1 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV 
(Ministério de Saúde, 2014) 

1/7 (14.28) 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, 
Lubeck, Alemanha) 

2/7 (28.57) 

2 

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV 
(CDC e Ministério de Saúde, 2014) 

4/7 (57.14) 
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, 

Lubeck, Alemanha) 
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4.3.3 Co-infecções 

Após análise dos resultados obtidos, foi observado que 111/134 (82.83%) dos 

casos suspeitos foram confirmados para CHIKV e/ou DENV e/ou ZIKV. Destes, 

33/111 (29.72%) foram caracterizados como co-infecções, sendo 3/33 (9.09%) entre 

CHIKV e DENV, 1/33 (3.03%) entre CHIKV, DENV e ZIKV e 29/33 (87.87%) entre 

DENV e ZIKV. 

 Dentre as co-infecções, 13/33 (39.39%), 12/33 (36.36%), 4/33 (12.12%), 1/33 

(3.03%), 2/33 (6.06%) e 1/33 (3.03%) foram confirmadas simultaneamente por 2, 3, 

4, 5, 6, e 8 das metodologias utilizadas para o diagnóstico de CHIKV, DENV e ZIKV, 

respectivamente (Tabela 4.18).  

 

Tabela 4.18: Diagnóstico laboratorial diferencial para investigação dos casos de co-
infecções (n=33) pelos arbovírus DENV, ZIKV e CHIKV coletados durante a tríplice 
epidemia em Campo Grande, MS, 2016. 

Co-Infecção (n) Metodologias confirmadas* Positivo/Testado (%) 

CHIKV e DENV 

(n=3) 

A;B e G 1/33 (3.03) 

A; B; C e F 1/33 (3.03) 

A; D; E; F e G 1/33 (3.03) 

CHIKV, DENV e ZIKV 

(n=1) 
A; B; D; E; F; G; H e I 1/33 (3.03) 

DENV e ZIKV 

(n=29) 

E e I 9/33 (27.27) 

F e I 2/33 (6.06) 

G e I 2/33 (6.06) 

D; E e I 5/33 (15.15) 

E; F e I 2/33 (6.06) 

C; F e I 4/33 (12.12) 

E; G; F e I 1/33 (3.03) 

D; E; G e I 1/33 (3.03) 

D; E; F e I 1/33 (3.03) 

D; E; F; G; H e I 2/33 (6.06) 

* A: ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (CDC e Ministério de Saúde, 2014); B: 
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha); C: RT-PCR para detecção 
e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992); D: PCR em tempo real para detecção 
de DENV (Johnson et al., 2005); E: Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics, 
California, EUA); F: ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories, 
California, EUA); G: Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics, 
California, EUA); H: Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, 
Austrália); I: RT-PCR em tempo real para detecção de ZIKV (Lanciotti et al., 2008). 
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 Dentre as co-infecções entre CHIKV e DENV, 1/3 (33.33%) foi confirmada 

como CHIKV e DENV-1 pela RT-PCR para detecção e tipagem dos DENV (Lanciotti 

et al., 1992) e 1/3 (33.33%) como CHIKV e DENV-1 pelo PCR em tempo real para 

detecção de DENV (Johnson et al., 2005) e pelo Simplexa™ dengue (Focus 

Diagnostics, California, EUA). Com relação à co-infecção entre CHIKV, DENV e 

ZIKV, o DENV-1 também foi confirmado pela PCR em tempo real para detecção de 

DENV (Johnson et al., 2005) e pelo Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics, 

California, EUA). Dentre as co-infecções entre DENV e ZIKV, 9/29 (31.03%) foram 

confirmadas como DENV-1 pelo DENV (Johnson et al., 2005) e pelo Simplexa™ 

dengue (Focus Diagnostics, California, EUA), 12/29 (41.37%) como DENV-1 pelo 

Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics, California, EUA) e 4/29 (13.79%) como 

DENV-1 pela RT-PCR para detecção e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992). 

 

4.4 Investigação de casos suspeitos da infecção pelo CHIKV na 

região Sudeste do Brasil a partir de uma tríplice epidemia de 

arboviroses ocorrida em 2016 na cidade do Rio de Janeiro (RJ) 

Para a investigação de casos da infecção por CHIKV na região Sudeste do 

Brasil, casos suspeitos (n=91) foram coletados em um trabalho de campo realizado 

na cidade do Rio de Janeiro (Figura 4.4) durante o período de 01 de abril a 15 de 

maio de 2016 e parte desta amostragem (n=74) foi obtida em colaboração 

estabelecida com o Hospital Rio Laranjeiras (HRL) e com o Dr. Paulo Damasco. 

Destes, 72/91 (79.12%) foram classificados como casos agudos (≤7 dias após o 

início dos sintomas) e 19/91 (20.87%) como casos convalescentes (>7 dias após o 

início dos sintomas). 
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Figura 4.4: Procedência dos casos suspeitos da infecção pelo CHIKV (n=91) 
selecionados para a investigação desta infecção na região Sudeste do Brasil a partir 
de uma tríplice epidemia de arboviroses ocorrida em 2016 na cidade do Rio de 
Janeiro (RJ). 
 

4.4.1 Aspectos clínico-epidemiológicos 

Foi possível estabelecer a procedência de 56/70 (80%) dos casos 

confirmados de CHIKV ocorridos na cidade do Rio de Janeiro e analisados nesta 

casuística.  

Os resultados demonstram que o maior percentual de casos foi identificado 

nos bairros do Catete, Glória e Laranjeiras, bairros próximos a um dos maiores 

pontos de coleta, Hospital Rio Laranjeiras, Tabela 4.19. 
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Tabela 4.19: Distribuição dos casos confirmados da infecção pelo CHIKV (n=56) de 
acordo com o bairro na cidade do Rio de Janeiro (RJ). 

Procedência Casos confirmados de CHIKV (%) 

Laranjeiras 5/56 (8.92) 

Catete 4/56 (7.14) 

Glória 4/56 (7.14) 

Catumbi 3/56 (5.35) 

Centro 3/56 (5.35) 

Pavuna 3/56 (5.35) 

Bangu 2/56 (3.57) 

Botafogo 2/56 (3.57) 

Flamengo 2/56 (3.57) 

Olaria 2/56 (3.57) 

Santa Tereza 2/56 (3.57) 

Santo Cristo 2/56 (3.57) 

Tijuca 2/56 (3.57) 

         Belford Roxo 1/56 (1.78) 

Bonsucesso 1/56 (1.78) 

Colégio 1/56 (1.78) 

Copacabana 1/56 (1.78) 

Duque de Caxias 1/56 (1.78) 

Estácio 1/56 (1.78) 

Inhaúma 1/56 (1.78) 

Itaboraí 1/56 (1.78) 

Maria da Graça 1/56 (1.78) 

Mesquita 1/56 (1.78) 

Nilópolis 1/56 (1.78) 

Nova Iguaçu 1/56 (1.78) 

Pilares 1/56 (1.78) 

Rio Comprido 1/56 (1.78) 

Rocha Miranda 1/56 (1.78) 

São Cristovão 1/56 (1.78) 

São João do Meriti 1/56 (1.78) 

Sepetiba 1/56 (1.78) 

Vaz Lobo 1/56 (1.78) 

Vila Norma 1/56 (1.78) 

 

Nesta casuística, pacientes do sexo feminino foram mais acometidos do que 

do sexo masculino (34/56; 60.71% e 22/56; 39.28, respectivamente). 
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Todos os casos analisados neste estudo apresentavam idade acima de 15 

anos, sendo que a frequência de confirmação do CHIKV foi elevada em indivíduos 

com idade entre 26 a 30 (23.21%), seguido de 41 a 45 (14.28%) e 51 a 55 (12.5%), 

Tabela 4.20.  

 
 

Tabela 4.20: Frequência de casos confirmados de CHIKV (n=56) de acordo com a 
faixa etária dos pacientes na cidade do Rio de Janeiro (RJ). 

Faixa Etária (Anos) Casos confirmados de CHIKV (%) 

16 a 20 2/56 (3.57) 

21 a 25 3/56 (5.35) 

26 a 30 13/56 (23.21) 

31 a 35 4/56 (7.14) 

36 a 40 3/56 (5.35) 

41 a 45 8/56 (14.28) 

46 a 50 5/56 (8.92) 

51 a 55 7/56 (12.5) 

56 a 60 5/56 (8.92) 

61 a 65 3/56 (5.35) 

>65 3/56 (5.35) 
 

 

Com relação à frequência de manifestações clínicas nos casos confirmados 

de CHIKV (n=56), os resultados demonstram que artralgia, cefaléia, febre, mialgia e 

prostração destacam-se entre os sinais ou sintomas mais frequentes da doença 

(Tabela 4.21).  
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Tabela 4.21: Frequência das manifestações clínicas apresentadas pelos casos 
confirmados de CHIKV (n=56) na cidade do Rio de Janeiro (RJ). 

Manifestações clínicas Frequência (%) 

Artralgia 52/56 (92.85) 

Febre 52/56 (92.85) 

Cefaléia 49/56 (87.50) 

Mialgia 49/56 (87.50) 

Prostração 47/56 (83.92) 

Calafrios 44/56 (78.57) 

Anorexia 38/56 (67.85) 

Lombalgia 35/56 (62.50) 

Exantema 32/56 (57.14) 

Edema 30/56 (53.57) 

Prurido 28/56 (50.00) 

Dor retro-orbitária 26/56 (46.42) 

Náusea 26/56 (46.42) 

Hiperemia conjuntival 24/56 (42.85) 

Tontura/Vertigem 18/56 (32.14) 

Dor de garganta 13/56 (23.51) 

Adenomegalia 12/56 (21.42) 

Coriza 10/56 (17.85) 

Dor abdominal 9/56 (16.07) 

Vômito 9/56 (16.07) 

Epigastralgia 3/56 (5.35) 

Tosse 3/56 (5.35) 

 

4.4.2 Testes laboratoriais realizados 

Todas as amostras biológicas coletadas (n=91) foram submetidas ao 

diagnóstico laboratorial sorológico e molecular para a confirmação ou exclusão da 

infecção por CHIKV através do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, 

Alemanha) e do RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV (Lanciotti et al., 

2007). Os resultados demonstram que 70/91 (76.92%) dos casos testados 

laboratorialmente tiveram a infecção por CHIKV confirmada por pelo menos 1 das 

metodologias utilizadas.  

A RT-PCR em tempo real confirmou 50/70 (71.42%) casos de CHIKV com até 

8 dias após o início dos sintomas e 9/70 (12.85%) casos acima de 10 dias após o 
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início dos sintomas, sendo 6/9  (66.66%) entre 10 e 15 dias de doença, 2/9 (22.22%) 

entre 20 e 25 dias e curiosamente, 1/9 (11.11%) com 71 dias de doença. O kit Anti-

CHIKV ELISA IgM confirmou apenas casos de CHIKV acima de 4 dias após o início 

dos sintomas,  

A tabela 4.22 demonstra a distribuição dos casos confirmados de CHIKV 

(n=70) de acordo com as diferentes metodologias moleculares e sorológicas 

utilizadas para o diagnóstico laboratorial.  

 

Tabela 4.22: Distribuição dos casos confirmados de CHIKV (n=70) de acordo com 
as diferentes metodologias utilizadas para o diagnóstico laboratorial. 

Metodologia Positivo/Testado (%) 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, 
Lubeck, Alemanha) 

34/70 (48.57) 

RT-PCR em tempo real para detecção de 
CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 

59/70 (84.28) 

 

Além disso, 47/70 (67.14%) e 23/70 (32.85%) dos casos de CHIKV foram 

confirmados por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas 

para o diagnóstico deste vírus, respectivamente (Tabela 4.23). 

 

Tabela 4.23: Distribuição dos casos confirmados de CHIKV (n=70) por apenas 1 ou 
simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas para o diagnóstico deste vírus. 

Nº de 
metodologias 

Especificação das metodologias Positivo/Testado (%) 

1 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, 
Lubeck, Alemanha) 

11/70 (15.71) 

RT-PCR em tempo real para detecção 
de CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 

36/70 (51.42) 

2 

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, 
Lubeck, Alemanha) 

23/70 (35.85) 
RT-PCR em tempo real para detecção 

de CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 

 

Dentre os 59 casos de CHIKV confirmados pela RT-PCR em tempo real para 

detecção de CHIKV (Lanciotti et al., 2007), 22/59 (37.28%) foram selecionados 

aleatoriamente e quantificados pelo Chikungunya Non Structural Protein 2 (NSP2) 

Standard Kit (Genesig®). A quantificação viral variou de 1.07 x 100 a 9.51 x 100 

cópias de RNA/µl.  

Como diagnóstico diferencial, todos os casos suspeitos de CHIKV (n=91) 

foram submetidos às seguintes metodologias sorológicas e/ou moleculares para 
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confirmação ou exclusão de dengue e zika: 1) Dengue NS1 Antigen DxSelect™; 2) 

Panbio dengue IgM Capture ELISA; 3) RT-PCR para detecção e tipagem dos DENV 

(Lanciotti et al., 1992); 4) Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics); 5) RT-PCR em 

tempo real (Johnson et al., 2005) e 6) RT-PCR em tempo real para detecção de 

ZIKV (Lanciotti et al., 2008).  

Destes, 17/91 (18.68%) foram confirmados para DENV por pelo menos 1 das 

metodologias sorológicas e/ou moleculares utilizadas para o diagnóstico deste vírus 

e 25/91 (27.47%) foram confirmadas para ZIKV pela metodologia de RT-PCR 

utilizada.  

Com relação aos casos de DENV (n=17), 15/17 (88.23%) e 2/17 (11.76%) 

foram confirmados por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias 

utilizadas para o diagnóstico deste vírus (Tabela 4.24). Nenhum caso foi detectado 

pela RT-PCR para detecção e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992).  

 

Tabela 4.24: Distribuição dos casos de DENV (n=17) confirmados por 1 (n=15) ou 
simultaneamente por 2 (n=2) das metodologias moleculares e/ou sorológicas 
utilizadas para o diagnóstico laboratorial.  

Nº de 
metodologias 

Especificação das metodologias* Positivo/Testado (%) 

1 

Simplexa™ dengue (Focus 
Diagnostics, California, EUA) 

3/17 (17.64) 

Panbio dengue IgM Capture ELISA 
(Alere™, Brisbane, Austrália) 

12/17 (70.58) 

2 

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ 
(Focus Diagnostics, California, EUA) 

1/17 (5.88) 
Panbio dengue IgM Capture ELISA 

(Alere™, Brisbane, Austrália) 

Simplexa™ dengue (Focus 
Diagnostics, California, EUA) 

1/17 (5.88) 
RT-PCR em tempo real para detecção 

de CHIKV (Johnson et al., 2005) 
 

 
Os casos de DENV confirmados pelo kit Simplexa™ dengue (Focus 

Diagnostics) (n=4) foram identificados como pertencentes ao sorotipo DENV-4. 

Destes, um total de 1/4 (25%) também foi detectado como DENV-4 pelo protocolo de 

RT-PCR em tempo real estabelecido por Johnson et al. (2005). 
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4.4.3 Co-infecções  

Após análise dos resultados obtidos, foi observado que 83/91 (91.20%) dos 

casos suspeitos analisados foram confirmados para CHIKV e/ou DENV e/ou ZIKV. 

Destes, 29/83 (34.93%) foram identificadas como possíveis co-infecções, sendo 8/29 

(27.58%) por CHIKV e DENV, 17/29 (58.62%) por CHIKV e ZIKV e 4/29 (13.79%) 

por DENV e ZIKV, Figura 4.5.    

 

 

Figura 4.5: Percentual de co-infecções (n=29) entre CHIKV e DENV (n=8), CHIKV e 
ZIKV (n=17) e DENV e ZIKV (n=4) provenientes da tríplice epidemia ocorrida na 
cidade do Rio de Janeiro (RJ) em 2016. 
 

  Dentre as co-infecções, 25/29 (86.20%) e 4/29 (13.79%) foram confirmadas 

simultaneamente por 2 ou 3 das metodologias utilizadas para o diagnóstico de 

CHIKV, DENV e ZIKV, respectivamente (Tabela 4.25).   

 

 

Tabela 4.25: Diagnóstico laboratorial diferencial para a investigação dos casos de 
co-infecções (n=29) pelos arbovírus DENV, ZIKV e CHIKV coletados durante a 
tríplice epidemia no Rio de Janeiro, RJ, 2016. 

Co-infecção (n) Metodologias confirmadas* Percentual (%) 

CHIKV e DENV 

(n=8) 

A, B e E 1/29 (3.44) 

A e E 2/29 (6.89) 

A e G 4/29 (13.79) 

B e G 1/29 (3.44) 

CHIKV e ZIKV 

(n=17) 

A, B e H 2/29 (6.89) 

A e H 14/29 (48.27) 

B e H 1/29 (3.44) 

DENV e ZIKV 

(n=4) 

F, G e H 1/29 (3.44) 

E e H 1/29 (3.44) 

G e H 2/29 (6.89) 
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* A: RT-PCR em tempo real para detecção de CHIKV (Lanciotti et al., 2007); B: Anti-
CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck); C: RT-PCR para detecção e tipagem dos 
DENV (Lanciotti et al., 1992); D: PCR em tempo real para detecção de DENV 
(Johnson et al., 2005); E: Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics); F: ELISA 
Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories) G: Panbio dengue IgM 
Capture ELISA (Alere™) e H: RT-PCR em tempo real para detecção de ZIKV 
(Lanciotti et al., 2008). 
 

4.5 Análise filogenética e caracterização molecular de cepas de 

CHIKV representativas do Amapá (AP) e Rio de Janeiro (RJ). 

A análise filogenética foi possibilitada através da recuperação de 372 

nucleotídeos provenientes do sequenciamento parcial do gene E1 de cepas 

representativas de CHIKV detectadas em pacientes infectados durante as epidemias 

ocorridas no RJ (n=10) em 2016 e no AP (n=17) durante 2014-2015. Foram 

utilizadas sequências de referência disponíveis no Genbank para a representação 

dos genótipos Asiático, ECSA e Oeste Africano. Após análise comparativa, os 

resultados demonstram que todas as cepas provenientes do AP se encontram 

agrupadas no ramo do genótipo Asiático, enquanto as do RJ se agrupam no ramo 

do genótipo ECSA, juntamente com a sequência de uma amostra identificada na 

Bahia em 2014 (Figura 4.6).  As sequências deste estudo foram depositadas no 

GenBank com número de acesso KX966400 a KX966409. 
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Figura 4.6: Análise filogenética baseada em 372 nucleotídeos recuperados do gene 
E1 de linhagens de CHIKV identificadas no Rio de Janeiro (n=10) durante 2016 e no 
Amapá (n=17). Método Neighbor-Joining, modelo Kimura-2-parâmetros (K2), 
bootstrap de 1.000 repetições. As sequências de CHIKV analisadas estão 
representadas com um círculo preto. As estirpes de CHIKV foram designadas da 
seguinte forma: Número de acesso do GenBank (ou nome da cepa/país/ano). ECSA: 
genótipo Leste-Centro-Sul Africano. 
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Adicionalmente, a caracterização molecular foi realizada e nenhuma diferença 

de aminoácidos foi observada nas cepas do AP. Apesar disso, a análise parcial do 

fragmento E1 das cepas do RJ não demonstrou a mutação A226V, revelando que o 

aminoácido alanina se encontra presente na posição E226. Curiosamente, uma 

substituição de aminoácidos K211T foi identificada em todas as amostras analisadas 

e uma substituição V156A foi identificada em duas amostras deste estudo. É 

importante observar que as sequências de CHIKV identificadas na BA pertencentes 

ao genótipo ECSA não mostraram esta substituição no aminoácido 211, havendo 

assim uma lisina (K), que também é observada na sequência de referência 

proveniente da Angola (1962), Quadro 4.1. 

 

Quadro 4.1: Substituições de aminoácidos* nas cepas de CHIKV provenientes de 
uma epidemia ocorrida no Rio de Janeiro (RJ) em 2016 com base na análise parcial 
do gene do envelope (E1) e comparação com cepas de referência obtidas no 
Genbank. 

Cepas** 
Posição de aminoácidos (aa) no gene E1 

156 211 226 

1.    HM045823/Angola/1962 V K A 

2.    KP164570.1/BR/BA/2014 * * * 

3.    ASR24/BR/RJ/2016 A T * 

4.    EFSG07/BR/RJ/2016 A T * 

5.    EMC18/BR/RJ/2016 * T * 

6.    GP18/BR/RJ/2016 * T * 

7.    JOM22/BR/RJ/2016 * T * 

8.    LATC25/BR/RJ/2016 * T * 

9.    LCSS29/BR/RJ/2016 * T * 

10.  MMT16/BR/RJ/2016 * T * 

11.  SHCV30/BR/RJ/2016 * T * 

12.  SMSG20/BR/RJ/2016 * T * 

 
*  Legenda dos aminoácidos: A: alanina; K: lisina; T: treonina; V: valina. 

 ** Amostra 1 (Cepa referência do genótipo ECSA – Angola/1962), 2 (Cepa 
referência do genótipo ECSA – BA/2014), 3-12 (Amostras analisadas nesse estudo 
pertencentes ao ECSA – RJ/2016). 
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5 DISCUSSÃO 

 O presente estudo realizou a investigação dos casos suspeitos de CHIKV no 

Brasil a partir da coleta de amostras de soro, plasma e/ou sangue total de fase 

aguda (≤7 dias após o início dos sintomas) ou convalescente (>7 dias após o início 

dos sintomas) provenientes de pacientes em qualquer faixa etária e qualquer sexo 

que experimentaram uma doença febril acompanhada de intensa poliartralgia de 

acordo com o Ministério da Saúde (2014) atendidos durante surtos deste vírus 

ocorridos em cidades representativas das regiões Norte (Amapá, AP) e Nordeste 

(Feira de Santana, BA) durante 2014 e 2015, além da Centro-Oeste (Campo 

Grande, MS) e Sudeste (Rio de Janeiro, RJ) do país em 2016. 

 No AP, mais da metade dos casos agudos e convalescentes (107/208; 

51.44%) analisados foram confirmados por metodologias moleculares e/ou 

sorológicas. Os 2 casos agudos entre 6 e 7 dias após o início dos sintomas 

confirmados apenas por sorologia comprovam a necessidade de uma combinação 

de testes sorológicos e moleculares no diagnóstico da fase aguda do CHIKV, tendo 

em vista que estudos anteriores demonstram que anticorpos IgM anti-CHIKV podem 

ser detectados a partir de 2 dias de doença (Pialoux et al., 2007, Mohan et al., 

2010). 

 Do total de casos de CHIKV no AP, a maioria provém da cidade de Oiapoque 

(27/107; 25.23%), o que corrobora com os dados publicados pela Secretaria de 

Vigilância em Saúde (SVS), que registrou 789 casos nesta cidade somente até a 

Semana Epidemiológica 52 de 2015 (SVS/MS, 2016b), sendo que em todo o estado 

do AP foram notificados 865 casos até 2015 (SVS/MS, 2016a). Em razão da 

situação epidemiológica apresentada e diante do quadro de co-circulação de 

arbovírus (CHIKV e DENV) no Norte durante o período estudado, o estudo das 

epidemias ocorridas nesta região representa grande importância para o 

entendimento da dispersão do CHIKV pelo Brasil, tendo em vista que os primeiros 

casos do genótipo asiático deste vírus foram registrados em Setembro de 2014 na 

cidade de Oiapoque (Honório et al., 2015, Nunes et al., 2015). 

 Na BA, grande parte dos casos (24/28; 85.71%) analisados foram 

confirmados para CHIKV por metodologias moleculares e/ou sorológicas, sendo a 

maioria destes por RT-PCR, demonstrando a necessidade desta técnica no 

diagnóstico de casos agudos de CHIKV (Brasil/MS, 2014). Além disso, a importância 

da combinação de metodologias sorológicas e moleculares durante esta fase 
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também é demonstrada nesta região pela confirmação de casos desta infecção 

(11/24; 45.83%) por detecção simultânea de IgM anti-CHIKV e RNA viral.  

 Adicionalmente, o elevado número de casos deste vírus na BA corrobora com 

os dados publicados pela SVS (SVS/MS, 2016a) que registrou neste estado 17.453 

casos de CHIKV em 2015, sendo 4.088 apenas na cidade de Feira de Santana 

(SVS/MS, 2016a). Em razão da situação epidemiológica apresentada e diante do 

quadro de co-circulação de arbovírus (CHIKV e DENV) no Nordeste durante o 

período estudado, o estudo das epidemias ocorridas nesta região representa grande 

importância para o entendimento da dispersão do CHIKV pelo Brasil, tendo em vista 

que os primeiros casos do genótipo ECSA deste vírus foram registrados em 

Setembro de 2014 na cidade de Feira de Santana (BA) (Honório et al., 2015, Nunes 

et al., 2015). 

 No MS, o presente estudo confirmou apenas por evidência sorológica um 

pequeno número de casos de CHIKV (7/134; 5.22%) entre 3 e 6 dias de doença, 

indicando um quadro epidêmico ainda em crescimento nesta região, o que corrobora 

com os dados publicados pela Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS/MS, 2016b) 

que registrou em Campo Grande 57 casos de CHIKV até a Semana Epidemiológica 

52 de 2015 e 156 casos até a semana epidemiológica 37 de 2016 (SVS/MS, 2016a).  

 Os primeiros casos de ZIKV no Brasil em 2015 provocaram o surgimento de 

um quadro de tríplice epidemia de arbovírus causada pela co-circulação de CHIKV, 

DENV e ZIKV em alguns estados do país. Esta situação representa um grave 

problema de saúde pública devido ao comprometimento da eficiência do diagnóstico 

clínico e laboratorial para os profissionais da saúde em razão da sobreposição dos 

sinais clínicos e da indisponibilidade de testes confiáveis para o diagnóstico 

diferencial dos três vírus (Brasil et al., 2016, Gautret & Simon, 2016). 

No RJ, os resultados indicam que maioria das amostras coletadas foram 

confirmadas para CHIKV (70/91; 76.92%) por metodologias moleculares e/ou 

sorológicas, sendo que a maioria detectada por RT-PCR (50/70; 71.42%) 

apresentaram até 8 dias após o início dos sintomas. Apesar disso, o RNA viral do 

CHIKV também foi detectado em 18 amostras convalescentes acima de 10 dias 

após o início dos sintomas e curiosamente, uma destas foi coletada após 71 dias de 

doença. Em humanos, a persistência do RNA viral do CHIKV em macrófagos 

perivasculares do líquido sinovial de um paciente crônico foi demonstrada por até 18 

meses após a infecção e isto pode ser justificado pela exaustão das células T devido 

à forte resposta imunológica durante a fase aguda, provocando como consequência 
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a persistência viral (Hoarau et al., 2010). Em macacos, foi relatada a persistência do 

vírus em vários tecidos no 44º dia após a infecção e o RNA viral foi detectado em 

macrófagos 90 dias e 55 dias após a infecção (Labadie et al., 2010). Outras 

pesquisas demonstram uma viremia longa em espécimes coletados a partir de 6 

dias após o início dos sintomas (Riswari et al., 2016) e persistência do RNA viral 

e/ou produtos genômicos após 17 dias de doença (Appassakij et al., 2013). Em 

camundongos, estudos relatam a persistência do RNA viral deste vírus nas 

articulações por até 16 semanas (Hawman et al., 2013). Em mosquitos Ae. aegypti, 

foi relatada a persistência do RNA viral por longos períodos, porém partículas 

infecciosas não foram detectadas (Mavale et al., 2012, Wong et al., 2016). Maiores 

estudos com humanos serão necessários para o esclarecimento de como e por 

quanto tempo o RNA viral do CHIKV persiste, além da sua relação com o sistema 

imune do paciente e a evolução clínica para artralgia crônica (Poo et al., 2014b). Até 

o momento, é demonstrado que a persistência viral está diretamente associada à 

ineficácia imunológica e ao escape viral eficiente (Hoarau et al., 2010).  

Adicionalmente, o elevado número de casos de CHIKV no RJ corrobora com 

os dados publicados durante a introdução deste vírus nesta cidade pela SVS, que 

registrou 13.571 casos no RJ até a semana epidemiológica 37 de 2016 (SVS/MS, 

2016a). O primeiro caso importado de CHIKV no RJ foi descrito por Albuquerque et 

al., (2012), que desde então atentou para uma possível introdução deste vírus no 

país devido à caracterização do território brasileiro como uma área de elevado risco 

para o surgimento de doenças causadas por arbovírus devido a alta infestação dos 

mosquitos vetores em todo o território nacional. (Albuquerque et al., 2012) 

 Com relação à região e ao bairro de origem dos pacientes confirmados para 

CHIKV, os resultados indicam uma prevalência de casos na Zona Sul (32.14%) da 

cidade do RJ, seguido do Centro (23.21%), Zona Norte (25%), Região Metropolitana 

(14.28%) e Zona Oeste (5.35%). Além disso, o maior percentual de casos se 

encontra nos bairros do Catete, Glória e Laranjeiras, o que provavelmente se 

justifica pelo hospital Rio Laranjeiras, localizado na zona Sul da cidade, que foi o 

principal local onde as coletas de amostras biológicas foram realizadas para este 

estudo nesta região. 

 Todas as amostras de fase aguda provenientes do AP, BA e RJ foram 

quantificadas por RT-PCR em tempo real e os resultados demonstraram elevados 

títulos virais, o que corrobora com a elevada viremia observada durante esta 

infecção, que pode aumentar de 109 a 1012 cópias de RNA/mL (Chow et al., 2011, 
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Simon et al., 2011). Um fato interessante é que apesar de mais elevada, não 

existem grandes diferenças entre a elevada viremia em pacientes agudos 

sintomáticos quando comparado aos assintomáticos (Appassakij et al., 2013). 

  Adicionalmente, o presente estudo realizou o diagnóstico diferencial para 

DENV no AP e na BA e para DENV e ZIKV diante das tríplices epidemias ocorridas 

no MS e no RJ. No AP, 13/100 (13%) amostras agudas foram confirmadas para 

DENV por técnicas moleculares e/ou sorológicas e, dentre as confirmadas por RT-

PCR (n=10), 8 foram identificadas como DENV-1 e 2 como DENV-4. Das amostras 

convalescentes, 44/108 (40.74%) foram confirmadas para dengue através de 

metodologias sorológicas. Na BA, 14/28 (50%) casos também foram confirmados 

para DENV por sorologia. Sendo assim, os dados demonstram que durante 2014-

2015, a epidemias de arbovírus ocorridas no AP e na BA foram predominantemente 

de CHIKV, onde poucos casos de DENV foram notificados, o que contraria os 

achados de Phommanivong et al. (2016), que identificou um maior percentual de 

casos de DENV em comparação aos de CHIKV durante uma epidemia ocorrida no 

ano de 2014 no Laos (Ásia). (Phommanivong et al., 2016) 

 No MS, 99/134 (73.88%) casos foram confirmados para DENV por 

metodologias sorológicas e/ou moleculares e 38/134 (28.35%) para ZIKV pela 

metodologia de RT-PCR utilizada. No RJ, 17/91 (18.68%) foram confirmados para 

DENV por metodologias sorológicas e/ou moleculares, sendo 4 deles identificados 

como pertencentes ao sorotipo DENV-4, e 25/91 (27.47%) foram positivos para 

ZIKV. Estes dados continuam a contrariar achados de Phommanivong et al. (2016) e 

com relação aos resultados encontrados no RJ, corrobora com Cabral-Castro et al. 

(2016), que afirma que os casos de ZIKV predominam sobre os de DENV diante de 

uma região com co-circulação de DENV, CHIKV e ZIKV. Outro estudo publicado por 

Singh et al. (2012) em Delhi (Índia) no ano de 2010 confirma a presença dominante 

de CHIKV durante surtos de DENV e CHIKV. (Singh et al., 2012, Cabral-Castro et 

al., 2016) 

Com relação às co-infecções, o presente estudo observou no AP 24 co-

infecções entre CHIKV e DENV, 2 entre CHIKV e DENV-1 e 2 entre CHIKV e DENV-

4. Na BA, 12/26 (46.15%) co-infecções entre CHIKV e DENV foram encontradas. No 

MS, 33/111 (29.72%) foram identificadas como co-infecções, sendo 1 entre CHIKV e 

DENV, 2 entre CHIKV e DENV-1, 1 entre CHIKV, DENV-1 e ZIKV, 25 entre DENV-1 

e ZIKV e 4 entre DENV e ZIKV. No RJ, 29/83 (34.93%) foram identificadas como co-

infecções, sendo 8/29 (27.58%) entre CHIKV e DENV, 17/29 (58.62%) entre CHIKV 
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e ZIKV e 4/29 (13.79%) entre DENV e ZIKV. Devido à presença de reatividade 

cruzada com o DENV em reações sorológicas, o diagnóstico para o ZIKV ainda se 

restringe, principalmente às técnicas moleculares, sendo o protocolo de RT-PCR em 

tempo real descrito por Lanciotti et al. (2008) utilizado nos Laboratórios de 

Referência do país, o que dificulta a abrangência do diagnóstico laboratorial para 

este arbovírus (Brasil et al., 2016).  

Além disso, co-circulação de arbovírus em uma determinada região pode 

dificultar a vigilância epidemiológica e o diagnóstico diferencial dos pacientes, além 

de proporcionar uma maior ocorrência de co-infectados, conforme observado 

durante um surto ocorrido no ano de 2013 em Laos (Ásia) (Phommanivong et al., 

2016) e em 1962-1964 na Tailândia (Ásia) (Halstead et al., 1969). Durante 2006, 

também foi observado em Kinta District (Ásia) que a possibilidade de co-infecções 

em áreas endêmicas para DENV e CHIKV é muito elevada, uma vez que ambos os 

vírus possuem períodos de incubação similares, o que irá permitir uma dupla viremia 

durante a fase aguda das duas doenças (Nayar et al., 2007). 

Estudos publicados na literatura relatam co-infecções entre CHIKV e DENV-2 

em Laos (Ásia) no ano de 2013 (Phommanivong et al., 2016), em Calcutá e Vellore 

(Índia) em 1967 (Myers & Carey, 1967, Taraphdar et al., 2012), no Gabão (África) 

em 2007 (Leroy et al., 2009)) e um caso importado proveniente de um viajante que 

migrou de Taiwan para Cingapura (Chang et al., 2010). Entre CHIKV e DENV-3 

houveram relatos em Laos em 2013 (Phommanivong et al., 2016) e em Delhi (Índia) 

em 2006. Entre CHIKV e DENV-4 foram relatados um caso importado proveniente 

de um paciente retornando de Luanda (Angola) em 2014 (Parreira et al., 2014) e 

outro em Delhi (India) no ano de 2006 (Chahar et al., 2009, Singh et al., 2012). O 

estudo de Chahar et al. (2009) documenta ainda co-infecções entre CHIKV, DENV-1 

e DENV-3, além de CHIKV, DENV-3 e DENV-4 em Delhi (India) em 2006. Outras 

publicações demonstram também pacientes co-infectados com CHIKV e DENV a 

partir de um caso importado na Alemanha em 2008 (Schilling et al., 2009), entre 

CHIKV e ZIKV na Bahia (Sardi et al., 2016) entre ZIKV e DENV na Nova Caledônia 

(Oceania) (Dupont-Rouzeyrol et al., 2015), entre CHIKV, DENV e ZIKV na Colômbia 

(América do Sul) (Villamil-Gómez et al., 2016) e entre CHIKV, DENV e Malária em 

um paciente que migrou na Nigéria para a Índia em 2014 (Raut et al., 2015). 

A co-circulação do CHIKV, DENV e ZIKV necessita de maiores investigações 

para a avaliação da gravidade da doença em pacientes co-infectados e para a 

aplicação de melhores estratégias de prevenção e de vigilância epidemiológica em 
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regiões endêmicas/epidêmicas para estes vírus (Hertz et al., 2012, Pessôa et al., 

2016). Estudos sugerem que a rápida propagação de arbovírus em uma população 

sem imunização pode resultar em co-infecções que favorecem a evolução da 

genética, infectividade e patogenicidade viral (Caron et al., 2012).  

 Devido à disponibilidade de informações adicionais, as amostras confirmadas 

para CHIKV provenientes do AP, MS e RJ foram caracterizadas de acordo com o 

sexo, faixa etária e frequência das manifestações clínicas nos pacientes. Os 

resultados demonstram que em todas as regiões estudas, foi observada uma maior 

frequência da doença em indivíduos do sexo feminino no AP e no RJ, o que 

corrobora com alguns estudos que indicam que, apesar do CHIKV afetar ambos os 

sexos, o sexo feminino é um fator de risco para o agravamento e persistência das 

dores articulares (Essackjee et al., 2013, Brasil/MS, 2014). 

Além disso, em todas as regiões estudadas houve predominância de idade 

acima de 15 anos para os casos confirmados de CHIKV. No AP, o maior número de 

casos foi destacado para indivíduos entre 16 a 20 anos e de 26 a 55 anos. No MS, 

houve distribuição equilibrada de casos entre as diferentes faixas etárias. No RJ, a 

maior frequência de casos confirmados para CHIKV foi para indivíduos na faixa 

etária de 26 a 30 anos, seguido de 41 a 45 e 51 a 55 anos de idade. Estes dados 

corroboram com estudos anteriores que indicam predominância de adultos na 

população afetada por CHIKV durante a epidemia da Ilha da Reunião em 2006, 

seguido de indivíduos de meia meia-idade e idosos (Borgherini et al., 2008). Outras 

publicações indicam também que a idade avançada é considerada um fator de risco 

para a gravidade da doença e persistência da artralgia devido à presença de 

comorbidades e uma resposta imunológica menos eficiente, sendo que indivíduos 

acima de 65 anos apresentaram uma taxa de mortalidade 50 vezes maior quando 

comparados a indivíduos menores de 45 anos de idade (Essackjee et al., 2013, 

Brasil/MS, 2014).  

Com relação às manifestações clínicas, em todas as regiões estudadas houve 

predominância de febre, artralgia, mialgia, prostração, edema, exantema, hiperemia 

conjuntival, lombalgia, tontura, náusea, dor retro-orbitária e anorexia. Publicações na 

literatura destacam todos os sintomas citados como muito comuns durante a 

infecção pelo CHIKV (Bandyopadhyay & Ghosh, 2008, Ali Ou Alla & Combe, 2011, 

Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Javelle et al., 2014, Brasil/MS, 2015, Hyle & Alame, 

2015). Outros estudos demonstram que o envolvimento cutâneo é elevado durante 

esta doença (Inamadar et al., 2008), podendo haver exantemas, úlceras, 
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dermatoses, eritema (Bandyopadhyay & Ghosh, 2010), erupção cutânea e lesão 

maculopapular que cedem em 3-4 dias sem seqüelas (El Sayed & Dhaybi, 2008, 

Prashant et al., 2009). 

Dando destaque à artralgia, este é o sintoma mais característico da infecção 

por este vírus, sendo esta poliarticular e persistente por até 18 meses após a fase 

aguda (Borgherini et al., 2008). A artralgia é relatada como persistente em muitas 

das epidemias de CHIKV (Malvy et al., 2009, de Andrade et al., 2010, Larrieu et al., 

2010, Ali Ou Alla & Combe, 2011, Chopra et al., 2012, Lui et al., 2012, Essackjee et 

al., 2013, Schilte et al., 2013, Anderson et al., 2014, Foissac et al., 2015, Hyle & 

Alame, 2015).  

Durante a fase crônica da doença, as dores incapacitantes podem afetar a 

realização das atividades diárias do paciente (Borgherini et al., 2008), provocando 

uma redução da qualidade de vida, astenia, depressão e ansiedade (Queyriaux et 

al., 2008, Couturier et al., 2012, Schilte et al., 2013, Sam et al., 2015). Desta forma, 

é de fundamental importância o acompanhamento médico do paciente durante esta 

fase para o tratamento dos sintomas emocionais e também para o combate da 

artralgia e destruição da articulação (Couturier et al., 2012, Yaseen et al., 2014). 

Outro fato importante é que um estudo confirmou que a prevalência de anticorpos 

IgM é ainda maior entre os pacientes que apresentaram recuperação da doença, 

descartando assim a associação entre a presença de IgM e a artralgia persistente 

(Borgherini et al., 2008). 

 Devido à indisponibilidade de dados adicionais nas fichas epidemiológicas 

dos pacientes, a avaliação dos casos de CHIKV em Feira de Santana de acordo 

com o bairro de origem, sexo, idade e manifestações clínicas foi impossibilitada. 

Entretanto, dados demonstram que nesta região ocorreu a predominância de casos 

positivos para o sexo feminino e para indivíduos com 20 a 49 anos durante 2015. 

Com relação às manifestações clinicas, houve predominância da febre, artralgia 

intensa e simétrica, edema e limitações dos movimentos (SVS/MS, 2016b). 

Por fim, este estudo realizou também a análise filogenética e caracterização 

molecular de cepas representativas de CHIKV provenientes do AP e RJ. Os estudos 

genéticos com os casos confirmados em Campo Grande (MS) foram impossibilitados 

devido ao achado de apenas evidências sorológicas da infecção por este vírus neste 

estado. No AP, apesar de não ter sido observada nenhuma alteração de 

aminoácidos, foi demonstrado que todas as cepas analisadas pertencem ao 

genótipo Asiático, corroborando com outros estudos que revelam a cidade de 
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Oiapoque (AP) como local de introdução para este genótipo no Brasil durante 2014 a 

partir de cepas originárias do Caribe e da América do Sul (Parreira et al., 2014, 

Nunes et al., 2015, Teixeira et al., 2015).  

No RJ, foi demonstrada pela primeira vez a circulação do ECSA a partir de 

um surto ocorrido em 2016 e dados anteriores indicam que este genótipo foi 

identificado pela primeira vez nas Américas na cidade de Feira de Santana (BA) no 

ano de 2014, onde foi introduzido de forma independente a partir de cepas 

originárias da Angola (África Ocidental).  Antes do presente estudo, não existia 

nenhuma publicação na literatura relatando análises filogenéticas em cepas 

autóctones deste vírus nesta região, havendo apenas uma descrição do genótipo 

asiático proveniente do Caribe, Guadalupe, República Dominicana e México 

encontrado em casos importados durante um estudo de 2014-2015 de Conteville e 

colaboradores (2016).(Conteville et al., 2016) 

  Adicionalmente, a caracterização molecular deste fragmento revelou que o 

aminoácido alanina estava presente na posição 226 do gene E1, não mostrando 

nenhuma mutação A226V nas cepas do RJ. Estudos realizados durante uma 

epidemia de 2005-2006 ocorrida na ilha da Reunião revelaram que essa mutação foi 

responsável pela geração da linhagem do Oceano Índico (IOL), responsável pelo 

aumento da transmissão de CHIKV por Ae. Albopictus (Tsetsarkin et al., 2007, 

Thiboutot et al., 2010, Tsetsarkin et al., 2011, Leparc-Goffart et al., 2014). 

 Apesar disso, este estudo revelou uma alteração de aminoácidos E1-K211T 

em todas as amostras analisadas e uma E1-V156A em duas amostras. A mudança 

do K211T ainda não foi identificada nas cepas da Bahia, que possui o aminoácido 

Lisina (K), assim como na sequência de referência proveniente da Angola (1962). 

Outros estudos serão necessários para esclarecer as conseqüências destas 

mudanças na aptidão dos mosquitos e no sistema imunológico humano, mas 

algumas publicações sugerem que novas mutações como L210Q, I211T e G60D na 

região E2 da IOL também oferecem vantagens para a transmissão do CHIKV por 

Ae. Albopictus (Tsetsarkin et al., 2007, Kariuki Njenga et al., 2008, Niyas et al., 

2010). Com relação ao aumento do fitness em Ae. Aegypti, mutações E1-K211E e 

E2-V264A foram observadas na Índia durante 2006-2010 (Sumathy & Ella, 2012, 

Agarwal et al., 2016). 

 É importante destacar que o gene E1 representa uma região alvo para esta 

análise devido à elevada variabilidade antigênica, sendo esta também necessária 

para a ligação, entrada do vírus em células alvo e replicação viral durante a infecção 
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pelo CHIKV (Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015). Sendo assim, este estudo 

fornece os primeiros dados de caracterização molecular e análise filogenética em 

casos autóctones de CHIKV provenientes de uma epidemia ocorrida no RJ em 2016.  

 O crescimento exponencial dos casos desta doença nesta cidade representa 

um grave problema de saúde pública e a co-circulação de três arbovírus (DENV, 

CHIKV e ZIKV) prejudica o diagnóstico laboratorial e clínico destas arboviroses 

(Brasil et al., 2016). Além disso, é de fundamental importância o monitoramento da 

dispersão dos genótipos do CHIKV e identificação de possíveis mutações que 

facilitam a transmissão pelos mosquitos vetores, especialmente em uma região onde 

há uma ampla área de terra, alta densidade do vetor, presença de indivíduos 

suscetíveis e intenso movimento de turistas (Tsetsarkin et al., 2007, Tsetsarkin et al., 

2011, Rodrigues Faria et al., 2016) 



113 

6 CONCLUSÕES 

 Em 2014 e 2015 houve predomínio de casos de CHIKV e co-infecções entre 

CHIKV e DENV no Amapá (AP) e Feira de Santana (BA). 

 

 Em 2016 houve predomínio de casos de DENV e ZIKV, assim como co-

infecções entre ZIKV e DENV em Campo Grande (MS), onde somente 

evidências sorológicas foram identificadas para CHIKV. 

 

 No Rio de Janeiro (RJ) houve predomínio de casos de CHIKV e de co-

infecções entre CHIKV e DENV, CHIKV e ZIKV e DENV e ZIKV na tríplice 

epidemia de 2016.  

 

 No RJ, o RNA viral do CHIKV foi detectado por qRT-PCR em 1 caso 

convalescente coletado 71 dias após o início dos sintomas.  

 

 A utilização e combinação dos métodos sorológicos e moleculares foram 

imprescindíveis para o diagnóstico diferencial das arboviroses, principalmente 

nas investigações dos casos de co-infecções. 

 

 Febre, artralgia, mialgia, prostração, edema, exantema, hiperemia conjuntival, 

lombalgia, tontura, náusea, dor retro-orbitária e anorexia foram predominantes 

nos casos de CHIKV no AP, MS e RJ.  

 

 O genótipo asiático foi encontrado em todas as cepas de CHIKV do AP, não 

havendo nenhuma diferença de aminoácidos nas sequências genômicas. 

 

 O genótipo ECSA foi identificado pela primeira vez todos os casos autóctones 

de CHIKV analisados no RJ e as cepas não apresentaram a mutação A226V. 

No entanto, uma substituição de aminoácidos K211T foi exclusiva das cepas 

do RJ deste genótipo.  

 

 A co-circulação de arbovírus em uma determinada região pode proporcionar a 

maior ocorrência de co-infecções e maiores estudos são necessários para a 
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investigação da evolução da genética, infectividade e patogenicidade viral a 

partir destes casos. 

 

 A tríplice epidemia de arbovírus (CHIKV, DENV e ZIKV) presente no Brasil 

desde 2015 e 2016 representa um grave problema de saúde pública para o 

país, tornando o diagnóstico diferencial de extrema relevância na investigação 

de casos suspeitos. 
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7 PERSPECTIVAS 

 Investigar o papel da indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) e das células T 

reguladoras (Tregs) em pacientes naturalmente infectados pelo CHIKV e comparar 

os achados com aspectos clínicos e laboratoriais.  

 

 Dosar a atividade da IDO em amostras plasmáticas dos casos confirmados de 

CHIKV apresentado diferentes formas clínicas da doença (típicas, atípicas e graves) 

e nos coinfectados com CHIKV/DENV ou CHIKV/ZIKV em comparação a indivíduos 

saudáveis;  

 

 Avaliar a frequência das células Tregs CD4+ em pacientes monoinfectados 

apresentado diferentes formas clínicas da doença (típicas, atípicas e graves) e nos 

coinfectados com CHIKV/DENV ou CHIKV/ZIKA em comparação a indivíduos 

saudáveis;  

 

 Quantificar as citocinas circulantes e mediadores inflamatórios nos diferentes 

grupos de estudo e correlacionar os níveis com a atividade da IDO;  

 

 Avaliar a expressão da IDO em monócitos de pacientes infectados pelo 

CHIKV com diferentes formas da doença (típicas, atípicas e graves) e nos 

coinfectados com CHIKV/DENV ou CHIKV/ZIKA em comparação a indivíduos 

saudáveis;  

 

 Avaliar a expressão da IDO em monócitos humanos frente à infecção pelo 

CHIKV e a secreção de citocinas nos sobrenadantes das culturas infectadas.  

 

 Realizar a análise filogenética e caracterização de subpopulações virais de 

cepas de CHIKV detectadas em pacientes monoinfectados e coinfectados e 

determinar sua potencial associação com o desfecho clínico da doença.  
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APÊNDICE A -  MANUSCRITO PUBLICADO 

 O primeiro manuscrito deste projeto intitulado “First report of the East-Central-

South African Genotype of Chikungunya Virus In Rio de Janeiro, Brazil” foi 

publicado na revista PLOS Current Outbreaks (doi: 

10.1371/currents.outbreaks.4200119978d62ccaa454599cd2735727). 
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APÊNDICE B -  TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E 
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APÊNDICE D -  COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA – 
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APÊNDICE E -  COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA – 

CEP/FIOCRUZ (CAAE: 57221416.0.1001.5248) 
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