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RESUMO

O Zika virus € um RNA virus envelopado, em sentido positivo e de fita simples.
Pertence ao género Flavivirus, assim como a Dengue e a Febre Amarela, sendo
também classificado como arbovirus devido a transmissao via mosquitos do género
Aedes. Sao conhecidas duas linhagens do virus, a linhagem africana e a linhagem
asidtica. A doenca ficou bastante conhecida depois do surto brasileiro em 2015. Até
essa data, apenas dois outros surtos eram conhecidos: em 2007 na ilha Yap e em
2013 na Polinésia Francesa. As consequéncias mais graves da infec¢do pelo Zika
virus sédo a Sindrome de Guillain-Barré e a Sindrome Congénita da Zika, que causou
varios casos de microcefalia em neonatos no surto brasileiro. A linhagem encontrada
neste surto € a asiatica e provavelmente chegou ao pais através de imigrantes
ilegais e/ou soldados em missédo de paz, ambos vindos do Haiti. O diagnéstico da
doenca é realizado pelos métodos tradicionais de laboratorio clinico, como a RT-
PCR, PCR em tempo real, os métodos sorologicos e PRTN (Teste de neutralizacao
por reducdo de placa). As reacbes cruzadas com os demais Flavivirus € bastante
comum, devido & semelhanca genética entre os virus, principalmente com o virus da
Dengue. A RT-PCR, PCR em tempo real e PRTN séo realizados durante a fase
aguda da doenca. Os testes sorologicos sdo realizados tanto na fase aguda
(anticorpos do tipo IgM) quanto na fase de convalescéncia (anticorpo do tipo IgG).
PALAVRAS-CHAVE: Diagnéstico Zika, Microcefalia, Sindrome Guillain-Barre,
Testes soroldgicos, Zika virus.

RELEVANT ASPECTS OF ZIKA VIRUS DIAGNOSIS

ABSTRACT
The Zika virus is an enveloped, positive-sense, single-stranded RNA virus. It belongs
to the genus Flavivirus, as well as Dengue and Yellow Fever, being also classified as
arbovirus due to the transmission via mosquitoes of the genus Aedes. Two lineages
of the virus are known, the African lineage and the Asian lineage. The disease
became well known after the Brazilian outbreak in 2015. Until that date, only two
other outbreaks were known: in 2007 on Yap Island and in 2013 in French Polynesia.
The most serious consequences of the Zika virus infection are Guillain-Barré
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Syndrome and Zika Congenital Syndrome, which caused several cases of
microcephaly in neonates in the Brazilian outbreak. The lineage found in this
outbreak is Asian and probably arrived in the country through illegal immigrants and /
or soldiers on a peace mission, both from Haiti. The diagnosis of the disease is
performed by traditional clinical laboratory methods, such as RT-PCR, real-time PCR,
serological methods and PRTN (Plague-reduction Neutralization Test). Cross-
reaction with other Flaviviruses are quite common, due to the genetic similarity
between viruses, especially with the Dengue virus. RT-PCR, real-time PCR and
PRTN are performed during the acute phase of the disease. Serological tests are
performed both in the acute phase (IgM type antibodies) and in the convalescent
phase (IgG type antibody).

KEYWORDS: Microcephaly, Guillain-Barre Syndrome, Serological Tests, Zika
diagnostics, Zika virus.

INTRODUCAO

A grande maioria da literatura cientifica sobre o Zika Virus é escassa sobre a
disseminacéo anterior a 2014. Ha relatos de um surto na ilha Yap na Micronésia em
2007 e outro na Polinésia Francesa entre 2013 e 2014. Apdés o aparecimento de
casos no Brasil, em 2015, seguidos de relatos de nascimento de criancas com
microcefalia em decorréncia da contaminacdo da mé&e por Zika Virus, houve um
crescimento significativo de producao cientifica a respeito desta doenca (CALVET et
al., 2016).

A epidemia de Zika se alastrou rapidamente pelo Brasil e por mais 50 paises no
continente americano. Uma doenga exantematica ndo reconhecida foi relatada em
dezembro de 2014 no Brasil, mas a confirmacéo por diagndstico laboratorial de que
se tratava do Zika Virus, ocorreu a partir de maio de 2015. O virus se espalhou por
toda a regido nordeste do pais, principalmente nos estados de Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Bahia. Outros estados também relataram ocorréncias, com
algumas excec¢des ao Sul, onde o clima ndo é favoravel ao vetor, e estados de
pouca densidade ao Norte (LOWE et al., 2018).

Neste artigo é apresentada uma revisao bibliografica sobre a infec¢do por Zika
Virus, enfatizando as particularidades do virus, a infeccdo pelo virus e as
metodologias de diagndstico. O banco de dados Pubmed foi utilizado para a
pesquisa de artigos cientificos de livre acesso, em lingua inglesa. O periodo de
publicacdo entre 2015 e 2018 foi delimitado, com o intuito de selecionar os mais
atuais e relevantes artigos sobre o tema, visto se tratar de assunto mais
disseminado a partir de 2015. DECS e MESH foram usados para encontrar 0s
descritores “Zika Virus” ou “microcephaly” ou “Guillain-Barre syndrome” ou
“serologicals tests” ou “Zika diagnostics”. As publicacdes foram selecionadas pelo
contexto como tratavam o tema, sendo excluidos os artigos que ndo traziam
informacdes sobre diagnostico. Foram incluidos artigos que tratavam das
particularidades do virus e da infeccéo.

PARTICULARIDADES DO ZIKA VIRUS
O Zika Virus foi descoberto em 1947, a partir de macacos da espécie Rhesus
provenientes da Floresta Zika, em Uganda, quando pesquisadores estudavam sobre
a Febre Amarela. Neste estudo, foi identificada a presenca do virus em mosquitos
do género Aedes, coletados na mesma floresta. O Zika Virus pertence ao género
Flavivirus assim como Dengue Virus (DENV) e Febre Amarela (YFV). Também foi
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classificado como sendo um arbovirus (arthropod-borne virus), que sdo 0s virus
transmitidos aos humanos via artrépodes hematéfagos, como o mosquito (MUSSO;
GUBLER, 2016).

Os Flavivirus sdo RNA virus envelopados, em sentido positivo, de fita simples
(FOCOSI et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016). Ao contaminar a célula hospedeira,
0 RNA viral é traduzido em um polipeptidio no citoplasma celular, sendo
posteriormente processado pelas proteases do hospedeiro em trés proteinas
estruturais - envelope, capsideo e precursor de membrana - e em sete proteinas nao
estruturais - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 — (Figura 1) (FOCOSI et
al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; RASTOGI et al., 2016; SHANKAR et al., 2017).
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FIGURA 1 — Estrutura detalhada do Zika Virus
Fonte: https://www.promega.com.br/resources/pubhub/inspiration/zika-perspectives-responses/

A proteina NS1 é responséavel pela replicacdo viral e € diretamente ligada a
inducéo do sistema imune. Algumas regides da proteina NS1 s&o idénticas entre os
Flavivirus, 0 que causa a maioria das reac¢des cruzadas nos ensaios que utilizam
essa proteina como antigeno (RASTOGI et al.,, 2016). As reacdes cruzadas sdo
entre os ZIKV, Dengue Virus, Febre Amarela, West Nilo Virus ou Virus da Encefalite
Japonesa, principalmente com o DENV, sdo devido as suas semelhancas
filogenéticas (Figura 2) (MUSSO; GUBLER, 2016).
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FIGURA 2 - Arvore Filogenética do Zika Virus
Fonte: Musso (2016)

Trés gendtipos de Zika Virus sdo conhecidos — Oeste Africano, Leste Africano
e Asiatico — derivados de duas linhagens — Africana e Asiatica (FOCOSI et al., 2016;
MUSSO; GUBLER, 2016; LEE et al.,, 2017; LOWE et al., 2018), sendo que essa
distincdo entre os trés genaotipos foi esclarecida apds a completa descricdo da regido
codificante ligado a proteina NS5 (MUSSO; GUBLER, 2016). O genoma da linhagem
africana (ZIKV MR 766) foi decifrado em 2007, contudo o genoma da linhagem
asiatica também ja esta disponivel em bancos de dados on line. Com uso de
recursos computadorizados, as duas linhagens foram comparadas e a semelhanca
entre elas é de 88,9% (MUSSO; GUBLER, 2016).

A regido proxima ao glicano Asnl54 da glicoproteina E, responsavel pela
ligacdo do virus a célula hospedeira, é a parte estrutural do ZIKV que mais se
distancia do DENV. Tal glicano € citado como sendo o responsavel pela
neuroviruléncia em cepas de virus West Nilo. Em laboratorio, ratos infectados com
cepas sem esse glicano apresentaram baixa neuroviruléncia (BOEUF et al., 2016).

A principio, trés teorias sobre a introdugcdo do Zika Virus no Brasil foram
formuladas:

a) a primeira € de que o virus foi introduzido durante a Copa do Mundo de 2014;
b) a segunda € de que ocorreu durante um evento de Canoagem em 2014 no
Rio de Janeiro, em que um atleta oriundo da Asia estivesse com a viremia;

c) a ultima hipdtese seria de que a introducdo ocorreu em 2013, nos jogos da

Copa das Confederacdes (CALVET et al., 2016).
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Um estudo filogenético realizado pela Fiocruz Pernambuco, com 4.035
amostras de genomas dos virus Zika, Dengue e Chikungunya, evidenciou que a
introducéo do Zika Virus ndo ocorreu pelas trés hipéteses acima, e sim por cepas da
América Central, especificamente do Haiti. Sendo assim, a introducéo do virus em
solo brasileiro teria ocorrido por imigrantes ilegais e por militares que atuaram em
missdes no Haiti. (CAMPOS et al., 2018).

A linhagem encontrada no surto brasileiro de 2015 é a asiatica, sendo 99%
compativel ao virus circulante na Polinésia Francesa em 2013 (MUSSO; GUBLER,
2016; SHANKAR et al., 2017; LOWE et al., 2018). Esta possui grande viruléncia e foi
responsavel pelo surto mais negativo, em relagdo as consequéncias da infec¢do. A
hipotese a esse fato é de que, pela grande incidéncia do virus nos surtos brasileiro
(acima de 1.000.000 casos) e na Polinésia Francesa (acima de 30.000 casos), a
frequéncia da Sindrome de Guillain-Barré (em ambos os surtos) e de microcefalia
(surto brasileiro) foi mais evidente (FREIRE et al., 2015; CALVET et al., 2016;
MUSSO; GUBLER, 2016; LOWE et al., 2018). Sendo assim, em surtos pequenos
como nas llhas Cook em marco de 2014, onde foram relatados 905 casos, nao se
excluiu o fato da cepa nao ser capaz de provocar as sindromes, apenas nao houve
casos em numero suficiente para uma maior manifestacdo (MUSSO; GUBLER,
2016).

N&ao hé relatos de grandes surtos com a linhagem africana, sendo os nimeros
de casos na Africa inferiores ao restante do planeta e sem relatos de agravamento
da doenga, como o ocorrido no Brasil (FREIRE et al., 2015; MUSSO; GUBLER,
2016). Outra hipotese sobre a viruléncia distinta entre as cepas de ZIKV é de que a
viremia em humanos € menor quando infectados pela linhagem africana, em
decorréncia do pouco sucesso desta linhagem nos mosquitos A. aegypti (FREIRE et
al., 2015).

INFECGCAO PELO ZIKA VIRUS

Inicialmente, a contaminacdo pelo virus pode ndo ter sido notada pelos
sintomas serem bastante semelhantes aos causados pela Dengue. O surto de Zika
Virus chamou a atencdo das autoridades sanitarias quando houve a associagdo
entre a infeccdo pelo virus e os casos de microcefalia em neonatos (Sindrome
Congénita da Zika) e as desordens neuroldgicas (Sindrome de Guillain-Barre)
(CALVET et al., 2016).

Os principais sintomas clinicos da doenca sdo: erupcdo macular ou
maculopapular com presenca de prurido, dor de cabeca, artralgia, mialgia,
prostracdo, conjuntivite ndo-purulenta, e pode ou nao estar associada a febre baixa.
Os casos assintomaticos contabilizam 80%, o que dificulta um levantamento
epidemioldgico satisfatorio em relagdo a doenca. Os relatos de morte em
decorréncia da Zika sdo escassos, sendo trés casos relatados até maio de 2016 no
Brasil (CALVET et al., 2016). As duas condi¢cdes severas em decorréncia da
infeccéo pelo ZIKV envolvem danos neurologicos:

a) Sindrome de Guillain-Barré (GBS) - os nervos periféricos do paciente séo
atacados pelo seu sistema imune;

b) Sindrome Congénita do Zika (CSZ) - vérios espectros de ma formacao
neurologica durante o desenvolvimento fetal, ainda em avaliacdo das varias
consequéncias e sequelas ao longo do tempo. Primeira evidéncia do surto foi
a microcefalia, caracterizada pela diminuicdo do perimetro cefalico (LOWE et
al., 2018).
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Os sintomas clinicos e os achados laboratoriais mais simples, trombocitopenia
e leucopenia no hemograma ou alteragdes nas transaminases hepaticas, sao tipicos
de varias outras doencas causadas por arbovirus, principalmente Dengue (DENV) e
Chikungunya (CHIKV). Atualmente, nove doencas com essas caracteristicas sao
circulantes no Brasil: Dengue, Chikungunya, Febre Amarela, Virus da Encefalite
Saint Louis, Mayaro, Oropouche, Virus West Nilo, sendo essa ultima rarissima com
apenas um caso relatado no pais (MUSSO; GUBLER, 2016; FELIX et al., 2017). De
todas essas doencas, Febre Amarela, DENV e CHIKV sdo as mais relevantes
quanto ao diagnostico, pelo grande niamero de casos das trés doencas em territorio
brasileiro, sendo todas, incluindo o ZIKV, co-circulantes e transmitidas pelo mesmo
vetor, 0s mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (MUSSO; GUBLER, 2016;
MAGALHAES et al., 2017; LOWE et al., 2018).

Uma pesquisa realizada em Recife, entre 2015 e 2016, logo apds a epidemia
de Zika na regido, identificou que 60% dos pacientes que apresentavam sintomas
semelhantes a Dengue estavam, na verdade, com infeccdes de Zika ou
Chikungunya (MAGALHAES et al., 2017). Apesar de que um grande ndmero de
casos de Dengue foi notificado nessa area em 2015, os ensaios moleculares e
sorolégicos realizados comprovaram que a incidéncia dessa doenga caiu com o
surgimento dos casos de Zika e Chikungunya no mesmo periodo. Com a diminui¢ao
dos casos de Zika em setembro de 2015, o niumero de casos de Chikungunya
comecou a subir. Tal conclusao indica que o diagnéstico de arboviroses utilizando a
clinica do paciente nem sempre reflete a real causa da infecc¢ao, visto que ao menos
trés doencas estdo circulantes na mesma regido. Ao diagnosticar a doenca com
auxilio dos ensaios laboratoriais, pode-se inferir em reacdes cruzadas entre 0s
Flavivirus (MAGALHAES et al., 2017).

N&o ha um consenso sobre a quantidade de pessoas contaminadas pelo ZIKV.
A Organizagdo Mundial de Saude diz que o padrdo-ouro para estimar a incidéncia
cumulativa de soroprevaléncia numa populacdo, € o desenvolvimento de um estudo
longitudinal das amostras de individuos em fase aguda e convalescéncia da
infeccdo, o que durante um surto € muito dificil de acompanhar, principalmente em
estagios iniciais. Com isso 0 numero exato de pessoas contaminadas pelo Zika
Virus é desconhecido. Outro método € um estudo transversal de pacientes antes do
surto e depois do surto e prever a incidéncia cumulativa. Esse tipo de estudo foi
usado no caso do surto de HIN1 (WHO, 2016).

Dentre as arboviroses, somente a Zika tem a transmissdo também via sexual e
vertical, de mae para o feto (LOWE et al., 2018). A transmissao vertical foi verificada
através da barreira placentaria, durante o parto com o contato do bebé e os fluidos
maternos, e durante a amamentacao, visto que o virus foi encontrado no leite
materno (SHANKAR et al., 2017). Apoés a descoberta da via sexual da transmisséo
viral, houve grande disseminacdo de casais que passaram a evitar a concepc¢ao
neste periodo, receosos de serem atingidos pela infec¢cdo. Assim, o CDC (Centre of
Disease Control and Prevention — Agéncia de Saude Norte Americana) declarou que
0s casais que haviam sofrido com uma infeccdo de Zika virus, deveriam esperar ao
menos 180 dias para a concepc¢ao, ja que foi encontrado material genético do virus
em sémen depois de 188 dias de infecgédo e em secrecao vaginal apos oito semanas
(LOWE et al., 2018).

Pesquisadores encontraram indicios de que a mutacdo sofrida pelo ZIKV na
natureza contribuiu para o aumento da patogenicidade do virus, tornando-o apto a
uma disseminacdo explosiva. As proteinas NS1, NS3 e NS5 sdo prioritariamente
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mais ligadas ao reconhecimento dos Flavivirus apds a infeccdo. Porém, apds uma
infeccdo por DENV, a proteina NS5 promove uma maior ativagdo das células T no
hospedeiro. Tal fato comprova uma grande reacdo cruzada entre o virus da Dengue
e o0 da Zika (DELGADO et al., 2018).

Ha relatos sobre a imunidade cruzada entre o ZIKV e outras infec¢des por
Flavivirus, principalmente o DENV. A rapida disseminacao do ZIKV geograficamente
em alguns meses, em contraponto ao longo tempo que o DENV levou para a mesma
disseminacgédo, provavelmente é devido a esse fato (LOWE et al., 2018). As proteinas
NS1 dos virus, responsaveis pela invasao dos virus nos linfocitos T CD4 e CDS,
além de serem geneticamente semelhantes, induzem o reconhecimento dos
mesmos epitopos nas células B. Tal fato explicaria o agravamento de uma infecgcao
secundaria por ZIKV em pessoas previamente infectadas por DENV (FREIRE et al.,
2015; DELGADO et al., 2018). O aprimoramento dependente de anticorpos (ADE —
antibody-dependent enhancement) do ZIKV como infeccdo secundaria, seria
semelhante ao que acontece nas infec¢cbes pelos diversos sorotipos de DENV
(DELGADO et al., 2018). A infeccdo prévia por DENV influencia na qualidade dos
anticorpos produzidos ao ZIKV. Os anticorpos policlonais do ZIKV como infecc¢éo
priméria sdo altamente especificos, o que causa baixa rea¢do cruzada com outros
Flavivirus (ROTH et al., 2018).

A qualidade de anticorpos anti-DENV, secundérios a uma infeccdo prévia por
ZIKV, nao é reciproco. Esse fato foi evidenciado apds o surto de ZIKV em 2015, em
gue os numeros de infectados por DENV sofreram uma queda. Em um estudo
realizado entre 2009 e 2017, a proporcao de soropositividade em amostras testadas
para DENV caiu de 37% para 8% (RIBEIRO et al., 2018). Em camundongos
imunodeficientes, a prévia imunizacéo pelo ZIKV fez com que a infec¢cdo por DENV
fosse ainda mais severa, indicando que muito ainda deve ser avaliado para o
desenvolvimento de uma vacina contra o ZIKV (ROTH et al., 2018).

A prevencdo a doenca é feita como as demais arboviroses, que ndo possuem
vacina. A principal medida é o controle do mosquito vetor (MUSSO; GUBLER, 2016).
A maioria das medidas preventivas sdo também medidas de saneamento basico. A
aplicacéo de inseticidas e larvicidas nao tém se mostrado eficaz. Uma outra medida,
gue se mostra promissora, mas ainda sem resultados visiveis, s80 0s mosquitos
geneticamente alterados. Alguns sdo infectados por uma bactéria (Wolbachia) e se
tornam estéreis (LOWE et al., 2018).

A vacina contra o ZIKV esta em desenvolvimento. S&o varias linhas de estudo
em andamento ao mesmo tempo, a maioria focando a proteina do envelope do
virus. Recentemente, alguns pesquisadores focaram o desenvolvimento da vacina
através da proteina NS1 e outros tentam desenvolver uma semelhante a vacina da
febre amarela, com o virus atenuado (KWEK et al., 2018).

DIAGNOSTICOS DO ZIKA VIRUS

Devido aos sintomas da doenca causados pelo ZIKV serem inespecificos,
facilmente confundidos com os de outras arboviroses, o diagndstico clinico
diferenciando das doencas é dificil. Com isso, o diagndstico laboratorial diferencial €
necessario, principalmente em &reas endémicas ou de circulagdo de varios
arbovirus ao mesmo tempo (SHANKAR et al., 2017). A presenca do virus em varias
matrizes amostrais, como soro, plasma, urina, saliva, fluido amnidtico, leite materno,
sémen e secrecdo vaginal, facilita o desempenho de exames laboratoriais (CALVET
et al., 2016).
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O diagnoéstico laboratorial da Zika é feito com as metodologias usadas e ja
usuais para outras arboviroses. O genoma viral é detectado por metodologias
moleculares e os anticorpos, tanto na fase aguda (IgM) quanto na convalescéncia
(IgG), por métodos soroldgicos (CALVET et al., 2016; WAGGONER; PINSKY, 2016;
SHANKAR et al., 2017).

O diagnéstico molecular é feito pela deteccdo do RNA viral nas amostras
humanas, utilizando a técnica de PCR-RT (reacdo de cadeia polimerase -
transcriptase reversa) em duas etapas: i) transcrigcao reversa do RNA em DNA de fita
simples (cDNA); ii) conversdo em DNA de fita dupla e sua amplificacdo (MUSSO;
GUBLER, 2016). Comercialmente, varios kits foram desenvolvidos com essa
metodologia, focando a regido codificante da proteina NS5 no gene dos Flavivirus,
ou as regides codificantes da proteina E do envelope viral e da proteina NS3
(FOCOSI et al., 2016).

A PCR em tempo real, uma variagdo do RT-PCR, aprimorou a técnica ao ser
realizado em apenas uma etapa e incluiu uma sonda fluorescente. Além disso, ha
uma variacdo da PCR em tempo real em que é possivel quantificar o genoma viral
nos fluidos orgéanicos. Essa variagdo metodoldgica de amplificacdo de acidos
nucléicos € chamada de gRT-PCR (MUSSO; GUBLER, 2016). Varios estudos
realizados com a PCR em tempo real demonstraram que essa técnica é mais
sensivel e especifica que a RT-PCR e produz menor quantidade de falsos-positivos
(SINGH et al., 2018).

Ambas as técnicas se mostraram bem sucedidas na detec¢do do genoma viral
do ZIKV quando realizadas em amostras da fase aguda da doenca. Apesar de ser
uma forma definitiva de diagndstico, as técnicas moleculares se limitam a primeira
semana de sintomas da doenca (CALVET et al., 2016). No sangue, o RNA viral se
mostra presente por um breve periodo de tempo — de trés a cinco dias apds o inicio
dos sintomas clinicos. Na urina, o RNA viral permanece por mais de 10 dias e no
sémen por mais de dois meses (FOCOSI et al., 2016).

A técnica molecular é bastante sensivel, porém pouco especifica, ja que os
primers utilizados sdo os mesmos para os diversos Flavivirus circulantes, e iSso
causa a ocorréncia de resultados falso-negativos (MUSSO; GUBLER, 2016). Baixa
viremia também pode causar a ocorréncia de falso-negativos, o que pode acontecer
com frequéncia devido ao curto periodo de presenca do virus no sangue. Outro
ponto negativo ao uso desta técnica sdo os altos custos com equipamentos,
reagentes, pessoal especializado e o tempo consumido para o ensaio, o que dificulta
a disseminacéao em varios laboratorios (CALVET et al., 2016).

O diagnostico sorolégico tem o diferencial em relagdo ao diagndstico molecular
por ser possivel a deteccdo da doenca também no periodo de convalescéncia. O
marcador de infeccdo aguda (IgM) pode ser encontrado no sangue contaminado
entre trés a cinco dias apos o inicio dos sintomas, se estendendo por até dois
meses. A soroconversdo € a etapa mais confiavel de deteccdo dos anticorpos e se
inicia apos o sétimo dia apos inicio dos sintomas (CALVET et al., 2016). O marcador
de infeccdo 1gG é detectado a partir da soroconversdo e é classificado como uma
imunidade definitiva, pois sua producdo pelo organismo € de longa duracdo. A
producdo dos anticorpos IgG é mantida em niveis detectaveis por pelo menos trés
meses. Em casos em que a investigacdo € feita apdés o fim da fase aguda da
infeccdo, apenas os anticorpos do tipo IgG serdo encontrados (NICOLINI et al.,
2017). A Figura 3 demonstra, ao longo da infeccdo por ZIKV, as oportunidades de
diagnostico molecular e sorolégico.
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O problema relacionado aos testes sorologicos € o alto indice de reagbes cruzadas
com as doencas causadas por outras arboviroses, principalmente pelo DENV. A reacdo
cruzada é ainda mais intensa nas areas endémicas. Os resultados dos testes sorologicos
devem ser avaliados com muito cuidado, com intuito de evitar os resultados falso-positivos.
Mesmo em pacientes que ndo tiveram contato com infeccfes por arbovirus, mas foram
vacinados contra febre amarela, a reacdo cruzada nos testes soroldgicos pode acontecer
(CALVET et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016).

Aparecimento dos
sinais e sintomas
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FIGURA 3 — Oportunidade de deteccao do Zika virus, segundo a metodologia laboratorial.

Fonte: SAUDE (2016) http://combateaedes.saude.gov.br/images/sala-de-
situacao/Microcefalia-Protocolo-de-vigilancia-e-resposta-10mar2016-18h.pdf, acesso em
21/09/2018.

O aparecimento de anticorpos IgG em infec¢cdes secundarias por Flavivirus é
mais rapido do que em infeccbes primarias. Tais anticorpos surgem guase que
imediatamente ao surgimento dos anticorpos IgM. Esse fato acontece principalmente
quando a infeccdo primaria foi por DENV e a secundaria € por ZIKV (NICOLINI et al.,
2017). Com isso, as agéncias de saude dos paises envolvidos nos surtos de ZIKV
e/ou DENV, criaram algoritmos para o diagnéstico dessas doencas, nos casos em
que haja a infeccdo secundaria. Apenas o diagnostico sorolégico pode ndo ser
suficiente para a identificacdo do patdgeno, indicando a necessidade de realizacao
de testes em outra metodologia para a diferenciacdo (CALVET et al., 2016;
WAGGONER; PINSKY, 2016). A Figura 4 demonstra o algoritmo usado pelo
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FIGURA 4 - Algoritmo laboratorial para amostras suspeitas de microcefalia relacionada ao Zika Virus
— Rede Publica de Saude
Fonte: SAUDE (2016) http://combateaedes.saude.gov.br/images/sala-de-situacao/Microcefalia-
Protocolo-de-vigilancia-e-resposta-10mar2016-18h.pdf, acesso em 21/09/2018.
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A técnica PRTN (Teste de neutralizacao por reducéo de placa) é o padrao-ouro
para a diferenciagéo da reacdo cruzada entre os anticorpos produzidos em infec¢des
por Flavivirus (CALVET et al.,, 2016; MUSSO; GUBLER, 2016). Esse teste é
geralmente usado como secundario ao diagnéstico molecular e testes de ELISA
(sorologico) e testa a capacidade dos anticorpos da amostra em neutralizar o virus
suspeito da infeccdo. A amostra é testada em diluicbes seriadas em conjunto com
uma suspensao do virus (ZIKV ou DENV ou febre amarela, por exemplo) e a mistura
é adicionada a uma cultura de células. Apés um periodo de sete dias de incubacéo,
sdo contadas as unidades formadoras de placas (PFU) e a titulacdo é determinada
pela diluicdo realizada (NICOLINI et al., 2017).

Apesar de ser um método muito sensivel e muito especifico, mais do que a
metodologia ELISA, a realizacdo € demorada, requer pessoal e dependéncias fisicas
especializadas, de alto custo. Com isso, a realizacdo destes testes é restrita
(CALVET et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; NICOLINI et al., 2017). A SBPC/ML
(Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial) desenvolveu um
algoritmo a ser usado pelos laboratérios da rede particular, a fim de auxiliar o
diagnéstico laboratorial para o ZIKV. A Figura 5 demostra esse algoritmo (SBPC/ML,
2016).
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Teste de anticorpos
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(2 )
RT-PCR/NS1 qrPcr @ qPCR ? IgM lgM IgM
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peny & anticorpos CHIKY (4] anticorpos 2k
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' RT-PCR: Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
';j; gPCR: PCR em Tempo Real (Real Time PCR)

' DENV: virus Dengue

' CHIKV: virus Chikungunya

¥ ZIKV: Zika virus

Fonte: CDC

FIGURA 5 - Algoritmo de testes para deteccéo de arbovirus em casos de suspeita de Zika,
Chikungunya ou Dengue — Rede Particular de Saude.
Fonte: SBPC/ML (2016)

A deteccdo de anticorpos IgG é muito importante nos casos de mulheres
gravidas com suspeita de infeccéo pelo ZIKV ou em momentos de surto. Mesmo em
casos assintomaticos ou em que o RNA viral ndo foi encontrado, a presenca destes
anticorpos no sangue materno pode indicar uma infeccdo congénita e,
possivelmente casos de microcefalia (SINGH et al., 2018). Além disso, devido a
baixa viremia em varios casos da infeccao, inviabilizando o diagnostico molecular, a
sorologia € a melhor opgdo ao diagndstico. A sorologia € um método barato,
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confiavel e robusto, além de permitir a vigilancia epidemiologica e ser de facil
manuseio durante surtos (CALVET et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; SINGH et
al., 2018). A tabela 1 resume as vantagens e desvantagens das metodologias para
diagnéstico do ZIKV.

QUADRO 1 - Vantagens e Desvantagens das Metodologias de Diagndstico para
Zika virus

METODOLOGIA VANTAGENS DESVANTAGENS
Facil desempenho
Custo acessivel dos kits Reacdes cruzadas
Ensaios sorolégicos Automacéao acessivel Poucos kits disponiveis
Baixo tempo para execugéo Falsos-positivo

Alta sensibilidade

Reacdes cruzadas
Falsos-negativos
Alto custo kits
Alto custo automacao
Restrito a 12 semana

Alta especificidade

RT-PCR Alta precisdo

Alta especificidade
Alta precisédo
PCR em tempo real Quantificagao viral
Rapidez na execucéo
Menos falsos-negativo

Reacdes cruzadas
Alto custo kits
Alto custo automacao
Restrito a 12 semana

Alto custo
Pessoal especializado
Infraestrutura
especializada
Longo tempo execucao

Alta especificidade
Alta sensibilidade
Diferenciacdo entre Flavivirus

PRTN

Fonte: LICINIO (2018)

A maioria dos produtos para diagnéstico sorologico disponiveis no mercado
mundial usam antigenos NS1 (non-structure protein 1), NS5 e proteina E do virus
Zika, em busca de aumentar a especificidade dos kits. Com isso, o indice de falso-
positivos seria diminuido (NICOLINI et al., 2017). Destes, as proteinas do envelope
viral sdo as que mais causam reacao cruzada, principalmente com o DENV, o que
torna o produto muito sensivel, porém pouco especifico. Os que utilizam a proteina
NS1 como antigeno possuem a sensibilidade e especificidade adequadas, com
baixo indice de reagéo cruzada (LUSTIG et al., 2017).

A proteina NS1 é encontrada circulante no sangue independente se € uma
infecc@o primaria ou secundaria (RASTOGI et al., 2016). Os testes sorologicos que
usam a proteina NS1 recombinante possuem menor indice de reacdes cruzadas,
principalmente com o DENV (SINGH et al., 2018).

A proteina NS1 € encontrada circulante no sangue desde o primeiro dia de
infeccdo e dura até o inicio da soroconversdo IgM para 1gG. A identificacdo de
fragmentos ndo comuns aos demais Flavivirus é uma forma de diminuir a reacdo
cruzada entre os demais virus, vez que identificard de forma especifica os
anticorpos produzidos pelo organismo apoés a infeccao pelo Zika Virus, e de forma
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precoce, ja que a proteina se expressa no inicio da infeccdo (FERREIRA et al.,
2016).

A identificacdo de epitopos ndo comuns aos demais Flavivirus € uma forma de
diminuir a reacdo cruzada entre os demais virus. Varios pesquisadores estdo em
esforcos para alcancar tais epitopos, e concentram-se na proteina E para esse fim
(NICOLINI et al., 2017). Testes de metodologia MIA (ensaios multiplex de
microesferas) estdo sendo desenvolvidos, com a inclusdo dos antigenos da proteina
E, NS1 e NS5. Isso aumenta a sensibilidade e a especificidade do teste (SINGH et
al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

Ha varios impactos sociais e econdmicos em decorréncia do surto de Zika virus
de 2015 no Brasil. O primeiro deles € a grande quantidade de criancas com
microcefalia ou outros problemas de nascimento, devido a Sindrome Congénita da
Zika, trazendo impactos ao desenvolvimento da crianca, envolvendo a sua familia e
toda a comunidade ao seu redor, uma vez que as limitagdes sao diversas. O surto
de ZIKV ja ndo € mais uma emergéncia em saude publica no Brasil. Porém, as
sequelas deste primeiro evento ainda ressoardo por um longo periodo, devido aos
impactos na sociedade e nas familias atingidas pelas formas mais severas de
consequéncias a infeccao.

O controle da doenca ainda passa pelo controle do vetor, 0 que tem se
mostrado ineficiente, jA que o mesmo vetor transmite a DENV, que ano apos ano
ressurge na estacdo chuvosa no pais. Isto pode estar intimamente atrelado ao fato
de que a grande maioria dos diagndsticos serem feitos baseando-se apenas na
clinica do infectado, ndo havendo um diagndstico diferencial efetivo. Isso dificulta as
autoridades sanitarias a instituir programas de prevencdo mais eficientes, de
previsdo de ressurgimento de novos surtos e epidemias.

O diagnastico da infeccdo pelo ZIKV é demasiadamente importante, mesmo em
momentos em que h& controle de surtos e menos casos de infeccdo detectados.
Isso se deve ao grande impacto soOcio-econdmico causado pelos casos de
microcefalia em neonatos, além da suma necessidade de diferenciacdo entre as
demais arbovirores. As reacOes cruzadas entre as arboviroses ainda é um
empecilho ao diagnostico preciso. Mesmo os testes de PCR-RT podem causar
resultados falsos, devido a semelhanca genética entre os virus. Os ensaios
sorolégicos, que custam menos, possuem técnica mais simplificada e usam
equipamentos mais baratos, sdo 0s testes mais acessiveis. Apesar de que existem
epitopos sendo usados para minimizar a reacdo cruzada, ela ainda ndo é
completamente descartada nessa metodologia. Nao ha vacina contra o Zika virus e
o controle da infec¢do é ainda uma questdo de medidas de saneamento basico.
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