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RESUMO

A Dengue é uma arbovirose presente em paises tropicais e subtropicais e ha
centenas de anos ganhou grande importancia e visibilidade. Durante os ultimos
anos, cerca de 2.5 a 3.6 bilhdes de pessoas no mundo sdo consideradas
susceptiveis a infeccdo pela Dengue. O virus da Dengue pertence a familia
Flaviviridae, género Flavivirus e quatro sorotipos sdo bem conhecidos (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV1-4). Os mosquitos do género Aedes sao os principais
vetores, principalmente o Aedes aegypti. Todos 0s sorotipos estdo em co-
circulacdo em todos os subtrépicos e trépicos. A Dengue grave esta associada
a infeccdes secundarias por um sorotipo diferente. A sorotipagem fornece um
alerta precoce de epidemias de Dengue para melhorar o gerenciamento de
pacientes e surtos. Uma estratégia global tem sido amplamente defendida
destinada a aumentar a capacidade de vigilancia e resposta a surtos, mudanca
de comportamentos e reducédo de doencas, usando o gerenciamento integrado
de vetores, em conjunto com diagndsticos precoces e precisos. Desta forma,
este estudo foi desenhado para desenvolver a prova de conceito de um ensaio
molecular para sorotipagem do virus Dengue baseado na gRT-PCR. Foram
definidos conjuntos de iniciadores e sondas especificos para cada um dos
sorotipos, e foram padronizados dois sistemas para deteccao triplex: DENV-
1/DENV-2/Cl e DENV-3/DENV-4/Cl. O equipamento FLEXNAT foi escolhido
como sistema de extracdo de acido nucléico, apds a analise de critérios técnicos
de seis equipamentos distintos. Para assegurar os parametros de analise do
ensaio, foram definidos o threshold e baseline de cada um dos alvos. A avaliacéo
de especificidade foi realizada para os quatros sorotipos, e o resultado foi de
100%. Para avaliacao da sensibilidade do teste foram realizados testes de limite
de detecgdo para cada sorotipo, 0s quais apresentaram o seguinte resultado:
DENV-1, 4 95E+00 PFU/mL; DENV-2, 7,19E+00 PFU/mL; DENV-3, 1,46E+01
PFU/mL e DENV-4, 1,82E+01 PFU/mL. Adicionalmente, utilizamos a técnica de
PCR digital para quantificar culturas de virus, e os resultados demonstraram que
nosso ensaio foi capaz de detectar os quatros sorotipos de DENV em amostras
com 2 20 cp/reagéo. Seguindo recomendagdes da ANVISA, através da RDC 166
de 2017, realizamos a analise de precisdo do nosso sistema, com resultados de
CV menor que 15% para todos os alvos, como recomendado, € sem
contaminacao cruzada. O ensaio com o painel de interferentes, demonstrou que
somente amostras hemolisadas interferiram no CT das amostras. Quando
amostras de outras patologias foram testadas nenhuma delas apresentou
resultados falsos-positivo ou reacdes inespecificas. No desafio com amostras
clinicas, nosso ensaio detectou uma amostra de DENV-1 e outra de DENV-4. Os
resultados desse trabalho apresentam de forma satisfatéria a prova de conceito
de um ensaio molecular para sorotipagem do virus da Dengue, que sera uma
proposta de produto nacional, diminuindo o custo de importacdo e ainda
apresentando ganho tecnolégico para o Pais.



