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RESUMO

Introducdo: Desde 2014, trés arboviroses, Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika
(ZIKV), co-circulam no Brasil causando grandes surtos sazonais. A apresentagdo clinica das
infeccOes por ZIKV, DENV e CHIKV na fase aguda s&o similares, incluindo febre, mialgia,
erupcdo maculopapular, prurido, artralgia e artrite. No entanto, o curso clinico e o risco de
complicacdes sdo bastante distintos, por isso o diagnoéstico diferencial é essencial para o melhor
tratamento e controle das doencas. Objetivos: Criar um biorrepositorio e aperfeicoar o
diagndstico dos casos de infec¢do aguda por CHIKV no estado da Bahia. Material e Métodos:
Estudo de coorte realizado com 230 individuos de duas cidades no estado da Bahia e uma do
Ceara com quadro clinico suspeito de infeccdo por arbovirus em 2016 e 2017. Dados clinicos
e epidemioldgicos foram coletados através de questionario e avaliacdo clinica em postos de
salde locais, foi aplicado o escore de predicdo SHERA durante a avaliacdo clinica. Foram
coletadas amostras de saliva, sangue e urina, todas as amostras foram testadas em RT-gPCR
para confirmacdo de infeccdo, e o plasma foi testado com ELISA IgM. Todos o0s pacientes
mono-infectados com tempo de doenga <10 dias foram mantidos no estudo e reavaliados ap6s
12 meses. Resultados: Observamos dentro da coorte que 50% dos pacientes evoluiram para
artralgia crénica na avaliacdo ap0s 12 meses da infeccdo, os sintomas mais presentes foram
artralgia, mialgia e dor de cabeca, aproximadamente 34% dos individuos apresentaram lesdes
orais decorrentes da infeccdo. Na avaliagdo molecular 35,87% foram positivos para CHIK,
0,45% para DENV, 3,14% para ZIKV, na analise soroldgica 54,42% foram positivos para
CHIKV, 7,55% para ZIKV e 4,19% para DENV. A amostra com melhor desempenho para
deteccdo molecular foi o plasma. Ndo houve diferenca significante entre os kits de PCR
utilizados. O melhor momento de detec¢do molecular observado foi até o 5 dia de doenga, e
para sorologia a partir do 4 dia. Ndo houve correlacdo significativa entre a carga viral e indice
IgM e a evolucdo para artralgia cronica. Conclusdes: Este trabalho demonstrou o melhor
momento de testagem, qual método tem melhor desempenho e a amostra ideal a ser utilizada
para deteccdo de CHIKV em pacientes com suspeita de infeccao por arbovirus. A evolugéo para
quadros cronicos foi observada em metade dos individuos testados, demonstrando a

necessidade do diagndstico diferencial e monitoramento pelo sistema de saude.

Palavras-chave: 1. Chikungunya virus; 2. Diagnostico; 3. Arbovirus; 4. RT-gPCR em tempo
real; 5. Artralgia; 6. Zika; 7. Dengue.
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1. OBJETIVOS

PRINCIPAL

Otimizar as estratégias de diagndstico dos casos de infeccdo aguda por CHIKV no estado da

Bahia.

SECUNDARIOS

1. Coletar e armazenar amostras biologicas de pacientes com quadro agudo sugestivo de

arboviroses, seguido de confirmacédo diagndstica por RT-gPCR e sorologia para IgM;

2. Determinar através de RT-qPCR a prevaléncia do CHIKV entre as amostras bioldgica

coletadas (plasma, urina e saliva);

3. Avaliar se os niveis de carga viral (Cts) e IgM (indice) sdo associados a artralgia cronica

causada pela infeccdo por CHIKV.
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I11. INTRODUCAO

Os virus Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV), desde 2014 co-
circulam no Brasil causando grandes surtos sazonais. Essas arboviroses sdo transmitidas
principalmente por fémeas do mosquito vetor Aedes spp., altamente disseminado pelo pais
(CAMPOS, BANDEIRA, SARDI, 2015; FARIA et al., 2016; SALVADOR, FUJITA, 2016).

O DENV é membro da familia Flaviviridae, género Flavivirus, possui quatro sorotipos
distintos (DENV-1 a DENV-4). A primeira confirmacdo de epidemia de DENV ocorreu em
Boa Vista, no estado de Roraima, em 1981. Outro virus do mesmo género o ZIKV, possui dois
genotipos diferentes, o Asiatico e Africano, ele foi detectado pela primeira vez no Brasil em
marcgo de 2015 (ZANLUCA et al., 2015). Porém, datagdes moleculares indicam que o virus
entrou no pais em 2013 (NUNES et al., 2015).

O CHIKYV pertence ao género Alphavirus da familia Togaviridae, possui quatro
gendtipos diferentes: Asiatico, Leste-Centro-Sul Africano (ECSA), Oeste Africano, Linhagem
Oceano indico (I0L) (PETERSEN, et al., 2016; NUNES et al., 2015). Em setembro de 2014,
foram confirmados os primeiros relatos autoctones quase que simultaneamente no Oiapoque,
AP (gendtipo Asiatico) e em Feira de Santana, BA (gendtipo ECSA) (FARIA et al., 2016).

A apresentacdo clinica das infecgbes por ZIKV, DENV e CHIKV na fase aguda sdo
similares, os sintomas incluem febre, mialgia, erupcdo maculopapular, prurido, artralgia e
artrite. No entanto, o curso clinico e o risco de complica¢des sdo bastante distintos (MOTA et
al., 2016; MUSSO et al., 2014; PATTERSON, SAMMON, GARG, 2016; PETERSEN et al.,
2016).

A infeccdo pelo ZIKV esta associada a um maior risco de desenvolvimento de lesdes
neurologicas em bebés (COSTA et al., 2016; SARNO et al., 2016) e adultos (VINHAES et al.,
2016), como a Sindrome Congénita do Zika (DE PAULA FREITAS et al., 2017; PAPLOSKI
et al., 2016) e a Sindrome de Guillain-Barré (ARAUJO, FERREIRA, NASCIMENTO, 2016;
CAO-LORMEAU et al., 2016; PAPLOSKI et al., 2016). O DENV pode causar quadros
hemorragicos potencialmente letais, principalmente em individuos em uso de anti-inflamatdrios
(POTTS, ROTHMAN, 2008). O CHIKV é comumente caracterizado por artralgia grave e
persistente na fase cronica da doenca que pode durar anos (SCHWARTZ et al.,2010).
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Assim, é necessario um manejo clinico adequado e especifico para tratar as diferentes
complicacBes associadas a essas trés arboviroses, reduzindo os impactos socioecondémicos

destas doencas no pais.

Considerando a impossibilidade de distingdo destas infec¢Oes durante a fase aguda
apenas com base no quadro clinico, é fundamental que o sistema de salde possa se apoiar em
um diagnostico laboratorial preciso, capaz de identificar precocemente a infeccdo por estes
arbovirus. Assim, avaliamos através de uma coorte, a deteccéo de infecgdo por CHIKV através
de técnicas moleculares e soroldgicas, para estimar a janela de viremia, e producdo de
anticorpos IgM, em diferentes amostras biologicas de individuos infectados com CHIKYV nos
primeiros 10 dias de sintomas. Ademais, avaliamos se esses titulos virais e de anticorpos na

fase aguda podem predizer artralgia crénica provocada pelo CHIKV.
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IV. REVISAO DA LITERATURA

IV.1. ARBOVIRUS

Arbovirus é uma contracdo do termo derivado da expressdo inglesa Mosquito-borne
viruses, utilizado para classificar virus que tem como caracteristica comum a necessidade de
dois organismos para se manter na natureza: um artropode hematofago que pode ser mosquito
ou carrapato e um animal vertebrado de diferentes géneros e espécies (MUSSO, GUBLER,
2016).

Os arbovirus constituem o maior grupo conhecido de virus, sendo registrados 537 tipos
diferentes, distribuidos por quase todos os continentes (HIGGS, 2001). Estdo distribuidos em
sete familias, as quais seis delas possuem agentes que tem como material genético o RNA
(Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e Orthomyxoviridae) e
apenas uma familia composta por virus de DNA (Asfarviridae) (HOLLIDGE et al., 2010). A
estrutura gendmica dos arbovirus do tipo RNA pode ser de cadeia simples ou dupla, segmentada
ou ndo (SCHNETTLER, 2013).

Diante das constantes mudancas ambientais antropogénicas e climaticas, somadas as
adaptacOes genéticas de virus a hospedeiros, vetores e novos ambientes, a circulagcdo de
arbovirus tem sido uma ameaca a satde humana ha séculos (WEAVER, 2010; DONALISIO,
FREITAS & VON ZUBEN, 2017).

IV.2. EPIDEMIOLOGIA DO CHIKY NO MUNDO E NO BRASIL

O nome Chikungunya deriva de uma palavra em Makonde que significa “aqueles que
se dobram”, descrevendo a aparéncia encurvada de pessoas que sofrem com a artralgia
caracteristica da doenca (MORRISON, 2014). O primeiro surto foi relatado em 1952 no
planalto Makonde, ao longo da fronteira entre a Tanzania e Mogambique, na Africa
(SOLIGNAT et al., 2009). Entre as décadas de 1960 e 1990, o CHIKYV foi responsavel por
surtos na Africa Oriental, Ocidental e Central (WEINBREN, 1958).

ApOls um grande surto que aconteceu na costa do Quénia em 2004, 0 virus comecgou a

se espalhar para as ilhas do Oceano Indico, india e sudeste da Asia, com mais de 6 milhdes de
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casos suspeitos reportados (POWERS et al., 2000; SERGON et al., 2007, 2008; STAPLES et
al., 2009; THIBERVILLE et al., 2013). Em 2005, um surto de CHIKV foi relatado nas
Comores, que causou a infeccdo em aproximadamente 215.000 pessoas (SERGON et al., 2007).
Entre marco de 2005 e abril de 2006, cerca de 255.000 pessoas foram infectadas nas Ilha da
Reunido (GERARDIN et al, 2008; JOSSERAN et al., 2006).

Em outubro de 2013, foi relatado pela primeira vez nas Américas, na ilha de Saint
Martin no Caribe (LEPARC-GOFFART et al., 2014). O primeiro caso autdctone de transmissao
de CHIKYV no Brasil foi relatado em setembro de 2014 no Amap4, cujo gendtipo identificado
foi o Asiatico, no mesmo ano na Bahia ocorreu outro surto, dessa vez causado pela linhagem
ECSA (NNUES et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016). De setembro de 2014 e até o final de
dezembro de 2015, quase 1 milhdo de casos foram notificados nas Américas, resultando em 71
mortes, com transmissdo autoctone relatada em mais de 50 territdrios (FARIA et al., 2016)

(Figura I).

@ Transmissao local atual ou anterior de CHIKV -

Figura | Paises e territorios onde foram relatados casos de Chikungunya até 30 de outubro de 2020. (Adaptado de
CDC, 2020).

Em 2015, o Ministério da Satde do Brasil notificou um total de 20.661 casos suspeitos
de CHIKV, sendo que, 38% destes tiveram confirmacédo clinica e 35% tiveram confirmacao
laboratorial. E provéavel que esses nlimeros representem apenas uma fragdo dos individuos
infectados, isto devido aos casos de CHIKV serem baseados no diagnostico clinico, sendo

confundidos com infec¢Ges por outras arboviroses como DENV ou ZIKV (FARIA et al., 2016).
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Cunha e colaboradores (2017), descreveram através de um estudo soro epidemioldgico,
realizado na Bahia apds a primeira onda epidémica, onde foi possivel observar que durante o
surto avaliado, para cada caso notificado de CHIKV, outros 1,94 casos ndo eram notificados ao
sistema de vigilancia em saude. Em 2017 foram registrados 185.593 casos provaveis de CHIKV

no Brasil.

De acordo com o Boletim Epidemiol6gico da Secretaria de Vigilancia em Saude, houve
no Brasil aproximadamente 176 mil casos suspeitos de CHIKV, o qual se refere as notificacdes
ocorridas em 2020 e 2021, a regido Nordeste apresentou as maiores taxas de incidéncia e com
maior nimero de casos registrados (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2021). A
infeccdo por CHIKV €, portanto, um sério problema de saude publica que pode afetar

significativamente a economia e o sistema de saude do pais (CUNHA et al., 2017).
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Figura Il Perfil morbi-mortalidade por Chikungunya no Brasil, para cada 100 mil habitantes, entre 2017 e 2021.
Onde, B: taxa de incidéncia nas grandes regides. (Adaptado de COUCEIRO et al., 2022).

IV.3. VIRUS CHIKUNGUNYA

O CHIKV é um virus membro da familia Togaviridae, género Alphavirus que possui
RNA de cadeia positiva de aproximadamente 12kb. O genoma do CHIKYV ¢ responsavel por
codificar quatro proteinas ndo-estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), e cinco proteinas
estruturais (C, E3, E2, 6K e E1), expressas a partir de RNA subgenémico sintetizado nas células
hospedeiras (RUPP, 2015). Além disto, 0 CHIKV possui um curto fragmento na regido 5’ ndo
traduzido e uma regido nao traduzida mais longa com estruturas tronco-loop e repeti¢des diretas
que se acredita estar associada & adaptagdo do virus ao mosquito (BURT et al., 2017; CHEN et
al., 2013).
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O genoma viral possui dois frames de leitura aberta (ORFs) (ARIAS-GOETA et al.,
2014; DE FIGUEIREDO et.al., 2014). A ORF que ocupa a extremidade 5’ do genoma, ¢é
diretamente traduzida do RNA subgendmico para uma poli proteina que dara origem as quatro
proteinas ndo estruturais (RUPP et al., 2015; DE FIGUEIREDO, 2014; STRAUSS, 1994),
enquanto a outra ORF na extremidade 3°, é diretamente traduzida do RNA subgendmico 26S e
codifica uma segunda poliproteina que apds clivagem, é responsavel por gerar as proteinas
estruturais (KHAN et al., 2002; CARRASCO et al., 2018) (Figura Il1A).

O virus apresenta um envelope lipidico, com a mesma composi¢do da bicamada lipidica
da membrana da célula hospedeira, na qual estdo ancoradas as glicoproteinas virais E1 e E2
(STRAUSS, 1994), e um nucleo capsideo de simetria icosaédrica constituido pela proteina do
capsideo (Proteina C), que envolve e protege o genoma viral (KHAN et al., 2002; RUPP et al.,
2015; STRAUSS, 1994) (Figura I1IB).

A Cp Poli (A)
nsP1 nsP2 nsP3 [EEAN cP|E3 [E2 | 6K [ E1 —f-
5'NTR 3’NTR
5’ ORF 3’ ORF
Capsideo
B Proteico(CP) Membrana

Trimeros (E1-E2)

Figura I11 Organizacdo molecular do virus da Chikungunya. A) Estrutura do genoma do CHIKV; B) Estrutura da
particula do virus CHIKV. (Adaptado de AN et al., 2017).
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As proteinas ndo estruturais sdo enzimas ou fatores de transcricdo que séo codificadas e
traduzidas somente durante a replicacdo viral (SREEJITH et al., 2012). A nsP1 esta envolvida
no encapsulamento do RNA, funcionando como uma ancora da membrana do complexo de
replicacdo (FROS; PIJLMAN, 2016; SCHWARTZ et al., 2010), ela é importante para instrucdo
da direcdo de leitura e para o nivelamento do RNA viral (RUPP et al., 2015). A nsP2 esta
envolvida com o processamento auto catalitico das poli proteinas ndo estruturais P1234
apresentando trés funcdes: helicase, trifosfatase e protease (VOSS et al., 2010; SOLIGNAT et
al., 2009; LANCIOTTI et al., 2007).

A funcdo da proteina nsP3 na replicagdo viral ainda ndo é bem elucidada, e compreende-
se que é uma proteina altamente fosforilada, essencial no complexo de replicacdo viral
(TSETSARKIN et al., 2011; RUPP et al., 2015). A nsP4, por sua vez, ¢ uma RNA polimerase
RNA-dependente, parte integrante do complexo de replicacdo dos Alphavirus (KUMAR et al.,
2014). A proteina do capsideo (C) envolve o RNA sintetizado, reconhecendo sinais de
encapsulamento especificos. As glicoproteinas E1 e E2 interagem entre si para formar
heterodimeros (MCPHERSON et. al., 2017).

Funcionalmente a glicoproteina E2 estabelece uma ligagdo entre a particula viral e 0s
receptores da célula hospedeira. Enquanto a glicoproteina E1 é encarregada de promover a
fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo a fim de liberar o nucleocapsideo no
citosol da célula. O peptideo 6k é responsavel por atuar como uma sequéncia sinal para a
translocacdo de E1, essencial para a montagem das particulas virais (SOLIGNAT et al., 2009)
(Figura 1V).

Analises filogenéticas permitiram a classificacdo do CHIKV em 4 linhagens que foram
nomeadas de acordo com sua localiza¢do geogréfica do isolamento das primeiras amostras, que
sdo: A linhagem Leste-Central-Africa do Sul (ECSA), a linhagem Asiéatica, a linhagem Africa
Ocidental (WA) (POWERS et al., 2000; VOLK et al., 2010) e a linhagem do Oceano indico
(IOL) (NUNES et al., 2015; TSETSARKIN et al., 2007).
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Figura IV Replicacdo do CHIKV. (1) A glicoproteina E2 viral liga-se aos receptores na superficie celular. (2)
Entrada nas células por endocitose mediada por clatrina ou independente de clatrina. (3). Em ambiente 4cido no
endossomo, o heterodimero E2-E3 se dissocia e a conformacédo de E1 muda, permitindo que a membrana da célula
hospedeira e o envelope do virus se fundam. (4) O nucleocapsideo é liberado no citoplasma e depois desmontado,
permitindo a liberagio do RNA gendmico. (5) Proteinas nio estruturais sio traduzidas. (6) A poliproteina cliva
autoproteoliticamente em nsP123 e nsP4. (7) nsP4 forma a RNA replicase com nsP123 e algumas proteinas da
célula hospedeira. A seguir, o0 RNA de fita negativa é sintetizado. O RNA negativo é usado como molde para
a sintese do RNA positivo e do RNA subgendmico. (9). As proteinas estruturais sdo geradas. 10). Clivado
autoproteoliticamente para separar a proteina do capsideo da poliproteina pE2-6k-E1. (11). As poliproteinas pE2-
6K-E1 sdo inseridas no reticulo endoplasmético para continuar o processo. 12). Ap6s transportada de ER para
Golgi e da dltima para PM, a poliproteina sofre o processamento pds-tradugdo, permitindo a formacdo do
heterodimero E2-E1 maduro. 13). As proteinas do capsideo interagem com o RNA gendémico e formam os
nucleocapsideos. (14) Nuleocapsideos sdo transportados para PM e enxertados com a membrana do hospedeiro para
formar o virus maduro (Adaptado de AN et al., 2017).

IV.4. CICLO DE TRANSMISSAO DO CHIKV

A transmissao se da através da picada de fémeas dos mosquitos Aedes (Ae.) aegypti e
Ae. albopictus infectadas pelo CHIKV (BRASIL., 2017). O virus geralmente circula em um
ciclo silvestre entre primatas ndo humanos ou hospedeiros mamiferos reservatdrios e mosquitos
do género Aedes. Durante epidemias urbanas, 0 CHIKV pode ser transmitido para hospedeiros
humanos através de picadas de mosquitos Aedes spp. infectados.
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Ciclo Selvagem Ciclo Urbano

AP

Figura V Infogréfico mostrando os ciclos de transmissdo do CHIKV. O virus é mantido em dois ciclos: ciclo
silvestre que ocorre principalmente na Africa e o virus é mantido entre primatas ndo humanos, morcegos, roedores
e outros vertebrados. No ciclo urbano que ocorre principalmente na Asia, onde o virus transmitido circula
diretamente no hospedeiro humano através do ciclo de transmissdo humano-mosquito-humano (KUMAR et al,
2020).

IVV.5. FASES DA DOENCA CAUSADO PELO CHIKV

Apds a picada do mosquito, o virus entra na pele e na corrente sanguinea. Apos a
replicacdo inicial nos fibroblastos dérmicos, 0 CHIKV se espalha pela corrente sanguinea,
podendo atingir o figado, masculos, articulagdes, baco, nédulos linféaticos e cérebro (WHO,
2021).

O inicio da doenca geralmente ocorre apos um periodo de incubacao de 4 a 8 dias ap6s
picada e é caracterizada por um inicio abrupto com febre alta (>39°C), frequentemente
acompanhada de dor nas articulacbes e mialgia, além de erupcdo cutdnea maculopapular
eritematosa, que pode variar de leve e localizada a uma erupcao cutanea extensa envolvendo
mais de 90% da pele (BURT et al., 2017). A dor nas articulagdes costuma ser muito debilitante
e geralmente dura alguns dias, mas pode se prolongar por semanas, meses ou até anos. Outros
sinais e sintomas comuns incluem, inchago nas articulagGes, dor de cabeca, nduseas e fadiga
(BRASIL, 2021).
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Figura VI Patogénese da infeccdo por CHIKV: disseminacgéo viral e impacto na resposta imune do hospedeiro.
(1) A infeccdo por CHIKYV ocorre através da picada de um mosquito infectado, resultando em uma (2) fase de
infeccdo dérmica. Os fibroblastos da pele sdo infectados, permitindo o inicio da replicacdo viral. (3) Inoculacéo
direta do virus na circulagdo também pode ocorrer através da picada do mosquito. (4) O virus se dissemina para
os ganglios linfaticos, onde se replica ainda mais antes de ser (5) liberado na circulacéo. (6) Em seguida, dissemina-
se para Orgdos periféricos, como o baco, figado e os musculos, onde continua a se replicar, chegando ao cérebro
pela corrente sanguinea (Adaptado de LUM et al., 2015).

A infeccdo pode evoluir em trés fases: febril ou aguda, pos-aguda e cronica. A fase
aguda tem duracéo de 5 a 14 dias. A fase pds-aguda tem um curso de até 3 meses. Se 0s sintomas
persistirem por mais de 3 meses apos o inicio da doenca, considera-se instalada a fase crénica
(SILVA, 2017). Em mais de 50% dos casos, a artralgia torna-se cronica, podendo persistir por
anos, existem casos raros associados a desfecho de morte, contudo, infeccdes graves podem se
manifestar com encefalite e encefalopatia, miocardite, hepatite e falha maultipla de 6rgaos
(CUNHAR et al., 2017). E cerca de 85% dos individuos ndo previamente expostos ao CHIKV
estdo sob o risco de adquiri-lo e desenvolver a doenca, considerando que cerca de 15% dos
individuos infectados sdo assintomaticos (BURT et al., 2017).

IVV.5.1. Fase aguda ou febril

A fase aguda ou febril da doenca é caracterizada principalmente por febre de inicio
subito e surgimento de intensa poliartralgia, geralmente acompanhada de dores nas costas,
cefaleia e fadiga, com duracdo média de sete dias. A poliartralgia tem sido descrita em mais de
90% dos pacientes com CHIKV na fase aguda. A dor articular normalmente é poliarticular,
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simétrica, mas pode haver assimetria. Acomete grandes e pequenas articula¢fes e abrange com
maior frequéncia as regides mais distais (Figura VII). Pode haver edema, e este, quando
presente, normalmente esta associado a tenossinovite. Outros sinais e sintomas descritos na fase
aguda da infeccdo causada por CHIKV séo dor retro orbital, calafrios, conjuntivite faringite,

nausea, vomitos, diarreia, dor abdominal, neurite e linfoadenomegalia cervical associada. As

manifestacdes do trato gastrointestinal sdo mais presentes nas criancas (BRASIL, 2017).

=0

FigUré VII Principais sinais da apresentagdo clinica da infeccéo por CHIKV. A) Paciente com rash cutneo na
palma da mao; B) pacientes com acometimento articular em diversas regides do corpo. (BRASIL, 2017).

IVV.5.2. Fase subaguda

Durante esta fase a febre normalmente desaparece, podendo haver persisténcia ou
agravamento da artralgia, incluindo poliartrite distal, exacerbacdo da dor articular nas regides
previamente acometidas na primeira fase e tenossinovite hipertréfica subaguda em punhos e
tornozelos. O comprometimento articular costuma ser acompanhado por edema de intensidade
variavel. Ha relatos de recorréncia da febre. Podem estar presentes também nesta fase astenia,
prurido generalizado e exantema maculopapular, além do surgimento de lesbes purpduricas,
vesiculares e bolhosas (BRASIL, 2017).
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Figura V111 Outros sinais da apresentacéo clinica da infecgéo por CHIKV. A) Paciente com lesdes orais, sintoma
atipico de CHIKV; B) paciente com rash cutaneo; C) pacientes com acometimento edema articular. (BRASIL,
2017).

V.5.3. Fase crbonica

Apbs a fase subaguda, alguns pacientes poderdo ter persisténcia dos sintomas,
principalmente dor articular e musculoesquelética. As manifestacbes tém comportamento
flutuante. A prevaléncia desta fase é muito variavel entre os estudos, podendo atingir mais da
metade dos pacientes. O sintoma mais comum nesta fase cronica € o acometimento articular
persistente ou recidivante nas mesmas articulagdes atingidas durante a fase aguda, caracterizado
por dor com ou sem edema, limitacdo de movimento, deformidade e auséncia de eritema. De
acordo com um trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa (anexo), foi possivel determinar
principais fatores presentes na fase aguda que estdo associados a artralgia cronica: sexo
feminino, hipertensdo, edema, dor retro orbital e idade acima dos 26 anos. Com isso, Nn0sso
grupo descreveu um escore chamado SHERA, o qual pode ser aplicado para avaliar a
progressao para fase cronica (DE MORAES et al., 2020).

IV.6. MANEJO CLINICO E TRATAMENTO DA ARTRALGIA CRONICA CAUSADA
PELA INFECCAO POR CHIKV

O manejo do paciente com suspeita de CHIKV ¢é diferenciado de acordo com a fase da
doenca: aguda, subaguda ou crénica. Atualmente ndo ha vacinas disponiveis para CHIKYV,
esforgos estdo sendo realizados para o desenvolvimento de uma vacina, como as vacinas virais
inativadas (ECKLES; HARRISON; HETRICK, 1970) ou de virus atenuados (WANG et al.,
2008) entretanto, mais estudos ainda sdo necessarios para a obtencdo de uma vacina. Logo o
Unico tratamento disponivel para CHIKV é o suporte sintomatico, hidratacdo e repouso, e em
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casos mais graves 0 acompanhamento médico especializado (BRASIL, 2017).
Sistemas de acolhimento com classificacdo de risco devem ser implantados nos diferentes
niveis de atencdo para facilitar o fluxo adequado dos pacientes durante um surto. A triagem
deve estar atenta para a identificagdo da presenca dos sinais de gravidade, dos critérios de
internacéo e grupos de risco (BRASIL, 2017).

Caso suspeito - fase aguda - paciente com febre por até sete dias
acompanhada de artralgia(s) intensa de inicio subito.

Pode estar associado a cefaleia, a mialgias e a exantema.
Considerar histéria de deslocamento nos ultimos 15 dias para areas com transmissao de chikungunya.

Sinais de gravidade e critérios
de internagao:

+ Acometimento neurolégico.

Grupos de risco: Avaliar sinais de * Sinais de choque: extremidades frias, danose,

. o tontura, hipotensdo, enchimento capilar lent
5 S gravidade, critérios oubtitidedehamodobicn, |
* Maiores de 65 anos. de internacao S Biprdia
* Menores de 2 anos (neonatos considerar

: 2 e grupos de risco « Dor tordcica.
CHo Ca lunachol * Vomitos persistentes.
* Neonatos.
+ Descompensacdo de doenca de base.
* Sangramentos de mucosas.

* Pacientes com comorbidades.

v v
Pacientes sem sinais de gravidade, sem Pacientes do grupo de risco Pacientes com sinais de gravidade e/ou
critério de internagao e/ou condices em observacio critério de internacao
de risco l 7
I ‘ ‘ — | Acompa::\:l:;\e!::ggulatwial Acompanhamento em internagio

Fonte: SVS/MS

Figura IX Classificacdo de risco dos pacientes com suspeita de infec¢do por CHIKV(Adaptado: Chikungunya:
manejo clinico, 2017).

Em areas com circulacdo de Chikungunya, podem ocorrer casos com manifestacdes atipicas
que ndo apresentam febre e dor articular; nestes casos o paciente sera classificado como forma
atipica da doenca caso apresente alguma das seguintes manifestacdes:

» Meningoencefalite, encefalopatia, convulsdo, sindrome de Guillain-Barré, sindrome
cerebelar, paresias, paralisias e neuropatias;

= Neurite Optica, iridociclite, episclerite, retinite e uveite;

= Miocardite, pericardite, insuficiéncia cardiaca, arritmia, instabilidade hemodinémica;

= Hiperpigmentacdo por fotossensibilidade, dermatoses vesiculobolhosas, ulceragfes aftosa-
like. Nefrite e insuficiéncia renal aguda;

= Discrasia sanguinea, pneumonia, insuficiéncia respiratoria, hepatite, pancreatite, sindrome

da secrecdo inapropriada do hormdnio antidiurético, insuficiéncia adrenal.
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Gestantes podem transmitir o virus a recém-nascidos por via transplacentéria; a taxa de
transmissdo, pode chegar a 50%; e destes, cerca de 90% podem evoluir para formas graves,
porém nado esta relacionada a efeitos teratogénicos, mas ha raros relatos de abortamento
espontaneo, ndo ha transmissdo pelo aleitamento materno. Também deve estar atento ao
diagnéstico diferencial de dengue e de malaria e na presenca de sinais de gravidade dessas
doencas. Se presentes, seguir 0s protocolos especificos para dengue e maléria, e se necessario
encaminhar as unidades de referéncia apos a triagem e identificacdo da fase da doenca. O
individuo com suspeita de infeccdo por CHIKV devera ser submetido a exames laboratoriais e
avaliacdo clinica. Na fase aguda da febre Chikungunya, a maioria dos casos pode ser
acompanhada ambulatoriamente. As unidades de Atencdo Basica possuem papel primordial

para avaliagdo e monitoramento desses casos (BRASIL, 2017).

2 - Inespecifico: Hemograma com contagem

de plaquetas (auxiliar diagnéstico diferencial).
3 - Bioquimica: funcdo hepitica, transaminase
e eletrélitos.

}

Conduta Clinica na Unidade:

1 - Avaliar intensidade da dor (EVA) aplicar
questionario de dor neuropatica (DN4) e seguir
fluxogramas de dor.

O uso de aspirina e anti-inflamatdrios sido
contraindicados na fase aguda.

2 - Hidratagdo oral: conforme recomendado
no guia de manejo da dengue.

3 - Avaliar hemograma no

e
4 - Notificar.

5 - Encaminhar para unidade de referéncia a
partir de surgimento de sinais de gravidade.
6 - Orientar retorno didrio até o
desaparecimento da febre.

Figura X Conduta para pacientes com suspeita de infeccdo por CHIKV. (Adaptado: Chikungunya: manejo clinico,
2017).
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IV.7. DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR CHIKV

Nas areas endémicas, o diagnéstico de CHIKV geralmente é feito, majoritariamente,
com base na histdria clinica e no exame fisico do paciente. Contudo, o diagnostico laboratorial
é necessario para diferenciar outras doencas febris agudas associadas a artralgia. O clinico deve
estar atento para outras causas potencialmente fatais e que exijam uma conduta medicamentosa
especifica imediata, como febre hemorragica por DENV. Assim, todo caso suspeito de CHIKV
deve ser notificado imediatamente ao servi¢o de vigilancia epidemioldgica, conforme fluxo

estabelecido em cada municipio e as amostras encaminhadas para o diagndstico laboratorial.
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Figura XI Sintomas da fase aguda de infec¢do por DENV, ZIKV e CHIKV.

Segundo o Ministério da Saude (2017) o diagndstico laboratorial especifico da infec¢céo
pelo CHIKV pode ser feito de duas formas: a forma direta ou indireta, o diagnostico direto
consiste na deteccdo da particula viral e pode ser realizado por meio de técnicas moleculares
(PCR) e isolamento viral, e a deteccdo indireta acontece atraves de testes soroldgicos como o
ELISA para deteccdo de anticorpos (IgG, IgM), entretanto € necessario considerar o tempo de
evolucdo da doenca para realizagdo de cada metodo, pois realizar a detec¢do por um método no
momento errado pode gerar resultados falsos-positivos ou falsos-negativos. Amostras coletadas

do primeiro ao sétimo dia de inicio de sintomas podem ser encaminhadas para as provas
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moleculares e soroldgicas. A partir do oitavo dia de inicio de sintomas, devem-se encaminhar

as amostras somente para testes soroldgicos (Figura XII).

Viremia
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Figura X1 Janela de Diagnostico laboratorial para CHIKV.

O RNA do virus é encontrado nas amostras entre 2 e 4 dias desde o inicio da febre, essa
fase corresponde ao periodo de incubacao, seguida por um inicio abrupto de febre acompanhada
de varios sintomas, no estagio inicial da infeccdo o virus se replica de forma acelerada,
aumentando sua circulacdo no organismo, essa fase é chamada viremia, e normalmente dura de
4 a 6 dias apds o inicio dos sintomas. Durante a fase viremica, os virus podem ser isolados de
soros ou plasma com diferentes culturas celulares (células Vero ou C6/36). O isolamento do
virus raramente é usado em diagndstico de infeccdo por CHIKV, embora seja aplicado
principalmente para estudos epidemioldgicos. O diagnostico da infec¢do pelo CHIKV na fase
aguda da infeccdo € tipicamente realizado pela deteccdo de RNA viral por PCR/ RT-gPCR
(KAUCHARZ ,2014; GAIBANI et al., 2016).

Os testes soroldgicos sdo os métodos mais comuns utilizados para o diagnostico
laboratorial da infeccdo por CHIKYV, por serem mais faceis de executar e mais baratos em
relacdo aos testes moleculares, para eles sdo utilizados tanto em soros agudos quanto em
convalescentes. Anticorpos contra o CHIKV aparecem poucos dias depois do inicio dos
sintomas, e pode persistir por varios meses ou anos. Os primeiros anticorpos detectados em
pacientes infectados pelo CHIKV durante a fase aguda sdo imunoglobulina M (IgM), que
geralmente aparece 4-6 dias ap0s o inicio dos sintomas, apds 7 dias desde o aparecimento de
sintomas, o0s anticorpos IgG tornam-se detectaveis em soros e 0 RNA viral tendem a

desaparecer rapidamente, devido ao fim da fase de viremia (WEAVER, 2015).



31

O diagndstico soroldgico é baseado na deteccdo de anticorpos IgM e 1gG, que s&o
rapidos e faceis de usar, seguidos por um teste sorologico de segunda linha para confirmar os
resultados (KAUCHARZ ,2014;). Diversos testes soroldgicos foram desenvolvidos e a grande
maioria mostra alta confiabilidade e especificidade. As técnicas sorolégicas frequentemente
utilizadas para o diagnostico do CHIKV s&o os ensaios de imunoabsorgéo enzimética (ELISA) e a
imunofluorescéncia indireta (IFA) (GAIBANI et al., 2016).

Figura X111 Algoritmo para o diagnéstico da infec¢do aguda pelo virus Chikungunya (Adaptado de GAIBANI et
al., 2016).
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V. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1. POPULACAO DE ESTUDO

Foram convidados a participar do estudo um total de 230 pacientes com quadro agudo
de arbovirose admitidos em Unidades de Emergéncia dos municipios de Campo Formoso-BA,
Senhor do Bonfim-BA, Itabuna-BA e Maranguape-CE, durante os anos de 2016 e 2017.

Entre os pacientes com suspeita de arboviroses foram recrutados individuos de qualquer
idade, com exantema maculopapular e/ou febre associado a um dos seguintes sinais e sintomas:
prurido cutaneo, artrite, artralgia, cefaleia, mialgia e dor retro ocular, de inicio <10 dias da data

da coleta das amostras.

Os pacientes foram avaliados por médico da equipe e foi preenchido questionario
especifico contendo informacBes sobre presenca e duracdo dos sinais e sintomas das
arboviroses. A infeccdo por ZIKV, DENV e/ou CHIKV foi confirmada pela positividade em
teste molecular e/ou soroldgico para IgM, em pelo menos uma das amostras de plasma, urina

ou saliva.

Como critérios de exclusdo foram considerados casos com diagnéstico prévio de
imunodeficiéncia ou em uso cronico de imunossupressor; presenca de um ou mais sintomas de
infeccdo de vias aéreas superiores, como coriza, esternuto, rinorreia e obstrucéo nasal de inicio

concomitante com o quadro de febre e/ou exantema.

V.2. ETICA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Medicina, Universidade Federal da Bahia, sob CAAE: 56910516.3.0000.5577 e
nimero de aprovacdo: 1.657.324, 01 de agosto de 2016 (Anexo 1), todos os participantes

assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

Este trabalho foi desenvolvido sob os critérios da Regulamentacao da Bioética no Brasil,

Resolucdo 466/12, resolucdes complementares do Conselho Nacional de Saude, que determina
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diretrizes em pesquisas que envolvam seres humanos, atendendo desta forma as exigéncias

éticas e cientifica fundamentais e em conformidade com a Declaragdo de Helsinque.

V.3. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Ap0s avaliacdo clinica e preenchimento do questionario, foram coletados 5 mL de
sangue periférico em tubo com EDTA, os quais foram acondicionados em caixas térmicas com
temperatura entre 20-25°C, e conduzidas ao laboratorio para promover a separagdo do plasma
em até 24 horas. Também foram solicitados aos individuos incluidos no estudo, a coleta de
amostras de saliva utilizando swab oral e amostras de urina, sendo ambas as amostras
acondicionadas em gelo seco até o transporte ao laboratdrio e armazenadas a -80 °C até sua

utilizagéo.

V.4. ISOLAMENTO DO RNA VIRAL

O RNA viral foi isolado utilizando os kits QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN,
Alemanha) ou Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Promega, Estados Unidos
da América— EUA). Foram utilizadas 200uL de amostras de plasma, urina e saliva proveniente
de swab oral. Para extracdo do swab oral, uma etapa anterior ao inicio do procedimento foi
incluida: incubagdo em 220puL de agua livre de nucleases, vortex por 1 minuto, seguido de

centrifugacdo por 1 minuto a 11.300rcf.

V.5. DIAGNOSTICO MOLECULAR PARA DETECCAO DO RNA VIRAL DE CHIKYV,
ZIKV E DENV

O RNA viral foi amplificado utilizando os kits multiplex Trioplex Real-time RT-PCR
Assay (CDC, EUA) — com a aplicagédo da enzima SuperScript I11 Platinum One-Step RT-PCR
Kit (ThermoFisher Scientific, EUA) ou ZDC Biomol Kit (IBMP, Brasil). Todos os kits foram

utilizados de acordo com as instrucdes dos fabricantes.
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V.6. DIAGNOSTICO SOROLOGICO PARA DETECCAO DE IgM CONTRA CHIKYV,
ZIKV E DENV

Foram utilizados os kits para deteccdo de imunoglobulina IgM anti-Chikungunya
(Euroimmun, Alemanha), IgM anti-Zika (Euroimmun, Alemanha) e anti-Dengue (Panbio,

EUA). Todos os kits foram utilizados de acordo com as instrugdes dos fabricantes.

V.7. CLASSIFICACAO DE ARTRALGIA CRONICA

Para determinar a evolugdo da artralgia cronica pés-infecgdo por CHIKV, os pacientes
foram submetidos a exame clinico por um ou dois médicos apds 12 meses do inicio dos
sintomas clinicos. Os individuos com infeccéo confirmada por CHIKYV foram classificados com
artralgia cronica pos-infeccdo por CHIKV quando relatassem episédios continuos ou semanais
de nova dor musculoesquelética ou agravamento de dor artritica prévia (no caso de
comorbidade relatada). Todos os portadores de artralgia cronica pos-infec¢do por CHIKV
apresentavam, pela histéria e exame fisico, um dos seguintes sintomas: artrite persistente,
tenossinovite e edema. O tratamento sintomatico dos sintomas agudos e cronicos foi realizado,

com foco no alivio da dor.

V.8. ESCORE SHERA

O escore SHERA (www.sheracalculator.com/shera) € um sistema de pontuacdo

projetado para prever o risco de artralgia crénica em pacientes com infec¢do pelo virus
Chikungunya baseado em cinco caracteristicas demograficas e clinicas, coletadas durante a fase
aguda da infeccdo por CHIKV, incluindo Sexo (feminino), Hipertensdo, Edema, Dor retro
orbital e Idade (> 26 anos). O escore SHERA pode prever corretamente 8 em cada 10 individuos
infectados por Chikungunya que irdo persistir com sintomas de dor articular pelo menos um

ano apos o inicio da doenca.


http://www.sheracalculator.com/shera
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V.9. ANALISE ESTATISTICA

Testes paramétricos e ndo paramétricos foram usados de acordo com o teste de
Kolmogorov-Smirnov para normalidade: teste de Mann Whitney, teste de Kruskal-Wallis com
pos-teste de comparacdo multipla de Dunn, teste de qui-quadrado, correlacdo de Spearman,
correlacdo de Pearson. Todos foram bicaudais com nivel de significancia de 5% (software
GraphPad Prism 9.0).
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VI. RESULTADOS

VI.1. CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO

Durante os anos de 2016 e 2017, foram recrutados 230 pacientes com sintomas
caracteristicos de infeccdo por arbovirus que foram atendidos em unidades bésica de saude dos
municipios de Campo Formoso e Itabuna (Bahia) e Maranguape (Ceara). Entre individuos
inicialmente triados por conveniéncia, 96 pacientes foram excluidos: por dificuldade na coleta
de amostra (n=4), resultado negativo na PCR para CHIKV (n=51), coinfeccdo com outros
arbovirus (n=16) e tempos de doenca maior do que 10 dias (n=25), resultando em 134 pacientes
infectados exclusivamente com CHIKV com quadro agudo.

O tempo de doenca médio dos pacientes recrutados foi de 5 dias, com idade média de
34 anos e composto por uma proporcdo maior de mulheres (65,22%). Os pacientes recrutados
na cidade de Itabuna apresentaram tempo de doenca estatisticamente menor (2 dias). A cidade
de Campo Formoso teve uma proporcdo significativamente menor de testes positivos para
CHIKV por RT-gPCR e maior para deteccao de IgM para CHIKV e DENV (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e laboratoriais dos pacientes com sintomas de infecgéo por

arbovirus.

Campo Itabuna Maranguape ¥ ou Total
Formoso (n=42) (n=64) Kruskal (n=230)
(n=124) Wallis
Estado Bahia Bahia Ceara
Ano de 2016 2016 2017
recrutamento
Tempo de 6 (2-8) 2 (1-5) 6 (2-8) 0,0022 5 (2-8)
doenca (dias) (n=124) (n=42) (n=63) (n=229)
Idade (anos) 37 (20-53) 33 (22- 33(21-54) 0,4001 34 (22-51)
(n=121) 40) (n=60) (n=223)
(n=142)
Sexo 67,74% 54,76%  67,19% 0,2891 65,22%
(feminino) (84/124) (23/42) (43/64) (150/230)
RT-gPCR
CHIKV 28,23% 47,62%  43,86% 0,0266 35,87%
(35/124) (20/42) (25/57) (80/223)
DENV 0,81% (1/124)  0,00% 0,00% (0/57)  0,6697 0,45%
(0/42) (1/223)
ZIKV 5,65% (7/124)  0,00% 0,00% (0/57)  0,0559 3,14%
(0/42) (7/223)
IgM
CHIKV 64,41% 26,83%  53,57% 0,0002 54,42%
(76/118) (12/41) (30/56) (117/215)
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DENV 1,69% (2/118) 0,00%  12,50% (7/56) 0,0013 4,19%
(0/41) (9/215)

ZIKV 9,32% 244%  0,00% (0/0) - 7,55%
(11/118) (1/41) (12/159

Os dados sdo expressos como valores medianos com intervalos interquartis ou proporgao (%) com o nimero de
pacientes entre parénteses. As diferencas estatisticas entre as localidades foram testadas usando o teste de Kruskal-
Wallis ou qui-quadrado. Os testes estatisticos foram considerados significativos para valor de p <0,05. N = nimero
de pacientes. NS: ndo significativo.

Destes 134 pacientes, 55,38% dos casos de CHIKV testaram positivo por RT-gPCR
(n=72), tendo o plasma apresentado a maior positividade (n=67) no teste molecular para
deteccdo do CHIKYV entre as amostras bioldgicas coletadas (Figura XIVA). Para sorologia, 0s
individuos testaram positivo em 56,92% das amostras avaliadas (n=74). Apenas 12,3% foram

positivos para ambos 0os métodos (n=16) (Figura XIVB).

A ‘Saliva

Figura XIV Testagem de RT-gPCR e IgM para CHIKV. A) Diagrama de Venn que ilustra a sobreposicdo na
deteccdo do CHIKV por RT-gPCR em diferentes amostras bioldgicas (plasma, saliva e urina testados). B)
Diagrama de VVenn que ilustra a sobreposicdo na detecgdo de infeccdo por CHIKV por RT-gPCR versus deteccéo
de IgM anti-CHIKYV por ELISA em amostras de plasma.

Os sinais e sintomas mais prevalentes incluiram artralgia em todos os pacientes, seguido
de febre (96,15%), cefaleia (89,23%), mialgia (87,69%), edema (70%), vomito (68,46%),
tontura (68%), dor retro orbital (63,08%), exantema maculopapular (59,23%), prurido
(54,62%), leséo oral (33,98%), além da presenca de hipertensdo (17,69%). Os pacientes da
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cidade Maranguape apresentaram uma proporc¢éo significativamente menor de manifestacéo de

tonturas entre os pacientes (Tabela 2).

Importante mencionar que os dados demogréficos e clinicos foram similares em todos
os locais de recrutamento. Um total de 107 pacientes foram reavaliados apos 12 meses, pois 27
pacientes (20%) ndo estavam disponiveis para acompanhamento. Artralgia persistente foi
detectada em 50% dos individuos acompanhados, e 60% dos individuos apresentaram escore

SHERA maior que 5, também indicativo de cronicidade (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas sociodemograficas e clinica dos pacientes diagnosticados com CHIKV.

Campo Itabuna Maranguape 2 ou Total
Formoso (n=24) (n=31) Kruskal (n=130)
(n=75) Wallis
Estado Bahia Bahia Ceara
Ano de recrutamento 2016 2016 2017
Tempo de doenga (dias) 5 (2-6) 2 (1-3) 5(2-8) 0,0006 4 (2-6)
(n=75) (n=24) (n=31) (n=130)
Idade (anos) 42 (28-54) 31 (22- 52 (28-67) 0,1173 40 (28-55)
(n=74) 42) (n=30) (n=128)
(n=24)
Sexo (feminino) 64,00% 41,67% 64,52% 0,1272 60,00%
(48/75) (10/24) (20/31) (78/130)
Sintomas
Artralgia 100,00%  100,00%  100,00% - 100,00%
(75/75) (24/24) (31/31) (130/130)
Febre 96,00% 100,00%  93,55% 0,4644 96,15%
(72175) (24/24) (29/31) (125/130)
Dor de cabeca 90,67% 95,83% 80,65% 0,1630 89,23%
(68/75) (23/24) (25/31) (116/130)
Mialgia 89,33% 83,33% 87,10% 0,7335 87,69%
(67/75) (20/24) (27/31) (114/130)
Edema 69,33% 54,17% 83,87% 0,0572 70,00%
(52/75) (13/24) (26/31) (91/130)
Vémito 66,67% 62,50% 77,42% 0,4363 68,46%
(50/75) (15/24) (24/31) (89/130)
Tontura 81,33% 58,33% 38,46% 0,0002 68,00%
(61/75) (14/24) (10/26) (85/125)
Dor retro orbital 65,33% 70,83% 51,61% 0,2818 63,08%
(49/75) (17/24) (16/31) (82/130)
Exantema 57,33% 50,00% 70,97% 0,2557 59,23%
maculopapular (43/75) (12/24) (22/31) (77/130)
Prurido 57,33% 41,67% 58,06% 0,3687 54,62%
(43/75) (10/24) (18/31) (71/130)
Lesdo oral 37,93% 28,57% 29,03% 0,6299 33,98%
(22/58) (4/14) (9/31) (35/103)
Hipertenséo 18,67% 8,34% 22,58% 0.3677 17,69%
(14/75) (2/24) (7/31) (23/130)
SHERA (=5) 64,00% 45,84% 61,29% 0.2825 60,00%

48/75)  (11/24)  (19/31) (78/130)
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Persisténciade artralgia  56,14% 26,32% 53,85% 0,0715 50,00%
por mais de 12 meses (32/57) (5/19) (14/26) (51/102)

Os dados sdo expressos como valores medianos com intervalos interquartis ou proporgao (%) com o nimero de
pacientes entre parénteses. As diferencas estatisticas entre as localidades foram testadas usando o teste de Kruskal-
Wallis ou qui-quadrado. Os testes estatisticos foram considerados significativos para valor de p <0,05. N = nimero
de pacientes. NS: ndo significativo.

VI1.2. COMPARACAO ENTRE RT-PCR E SOROLOGIA PARA DETECCAO DE
CHIKV AO LONGO DO TEMPO

Primeiramente, avaliamos se os diferentes materiais biol6gicos apresentavam diferencas
de desempenho na detec¢do molecular ao longo do tempo, observamos que as amostras de
plasma apresentam melhor deteccdo do virus CHIKV em relacdo as amostras de saliva e urina
com uma deteccdo positiva até o quarto dia, superior a 60% das amostras testadas. Entre o
terceiro e quinto dia, aproximadamente 20,8% das amostras avaliadas foram positivas tanto na

PCR quanto na avalicédo sorologica (Figura XV).
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Figura XV Comparagdo entre diagndstico molecular e soroldgico para CHIKV. A) Mapa de calor mostrando o
painel de diagnéstico molecular e sorolégico de pacientes infectados exclusivamente com CHIKV, em relacdo ao
tempo de doenca. Vermelho positivo. Cinza negativo. Branco ndo analisado. B) Grafico de linhas conectadas,
demonstrando a prevaléncia de amostras positivas na RT-qPCR e IgM ao longo dos 10 primeiros dias apés o
surgimento dos sintomas.
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VI1.3. ASSOCIACAO ENTRE INTENSIDADE CLINICA OU ARTRALGIA CRONICA
VERSUS CARGA VIRAL (Ct) OU PRODUCAO DE IgM (indice)

Devido a infeccdo por CHIKV evoluir para um quadro de artralgia crbnica e
incapacitante, resolvemos comparar os resultados quantitativos obtidos realizando os ensaios
moleculares (Cts = carga viral) e sorologicos (indice = resposta humoral) com os resultados
obtidos com o escore SHERA (intensidade de sintomas na fase aguda) e o diagndstico de
artralgia cronica apds 12 meses. Nem a carga viral (Cts), nem a resposta humoral (indice)
apresentaram associacao estatistica com o escore SHERA ou com artralgia cronica (Figura
XVI).
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Figura XVI Auséncia de associacao entre intensidade clinica ou artralgia cronica versus carga viral ou producao
de IgM. A-B) Gréfico de correlagdo entre o escore de intensidade clinica versus os niveis de carga viral (Ct) (A)
ou producdo de IgM (indice) (B) na fase aguda de infeccdo por CHIKV. C-D) Gréfico topo violino apresentando
os niveis de carga viral (Ct) (C) ou a producdo de IgM (indice) na fase aguda da infeccdo por CHIKV entre os
individuos que desenvolveram ou nao artralgia crénica ao longo de um ano de acompanhamento.
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VII. DISCUSSAO

A disseminag8o de arbovirus nas américas estabelece uma dificuldade em diferenciar
apenas com diagnostico clinico de cada uma das infec¢Bes, em locais onde héa circulagéo de
mais de um tipo de arbovirose, ja que elas apresentam sintomatologia muito similares
(RODRIGUEZ-MORALES, 2016). Atualmente o Brasil é endémico para DENV, ZIKV e
CHIKYV, bem como outros arbovirus, sendo os trés que circulam com maior prevaléncia de
casos distribuidos em todo pais. Estas infec¢cdes que apresentam similaridade dos sintomas na
fase aguda, possuem evolucdes clinicas distintas e muito graves, podendo levar a morte.
Portanto, o diagndstico diferencial é essencial para uma atuacdo correta no tratamento das
doencas.

Por exemplo, o tratamento com corticoide, droga preferencial para tratar artralgia
cronica em pacientes infectados com CHIKYV, caso seja direcionada a pacientes infectados por
DENV, pode aumentar significativamente a chance de dengue hemorragica e 6bito (BRASIL,
2017). Assim, o diagndstico laboratorial diferencial é imprescindivel para o melhor tratamento

dos individuos infectados, visto que as complicacdes dessas infec¢des sdo diferentes entre si.

De tal modo, considerando essa importancia no diagnostico diferencial de arboviroses,
este estudo demonstrou eficiéncia dos testes moleculares e sorolégicos disponiveis para o
diagnostico de infeccdo por CHIKV, também definiu qual a melhor amostra bioldgica para
realizar o teste molecular e estabeleceu a janela ideal para cada tipo de teste realizado. Ademais,
demonstrou que o nivel de carga viral ou resposta imune humoral ndo tem associacdo com a
intensidade dos sintomas na fase aguda ou com o quadro crdnico de artralgia desenvolvido pos-

infeccao.

Primeiramente, confirmamos que os pacientes infectados com CHIKYV deste estudo
apresentaram manifestagdes tipicas da fase aguda em consonancia com os primeiros relatos da
doenca descritos por ROSS (1956) e com os relatos mais amplos da sintomatologia clinica e do
curso da doenca descritos na literatura por CUNHA (2017), PAIXAO (2018), GALATE et al.,
(2016); HOCHEDEZ et al., (2006); HORCADA; DIAZ-CALDERON; GARRIDO, (2014);
SAUDE BRASIL, (2015); TAUBITZ et al., (2007). Além das manifestacdes tipicas, alguns

pacientes do nosso estudo também apresentaram manifestacdes atipicas da infeccdo por



42

CHIKV, como manifestacdes muco cutaneas e lesdes orais, achados que estdo em consonancia

com o estudo de DEEBA (2019), no qual 38% dos pacientes desenvolveram ulcera oral.

Relatamos em nossa coorte 50% de artralgia crénica por mais de 1 ano. Segundo
ANDRADE (2010), SIMON (2011), MORO (2012), RAHIM (2016) e HUITS (2018) a
infeccdo por CHIKV pode progredir para uma fase crbnica entre 50-70% dos pacientes
infectados causando dores musculares e artralgias persistentes por periodos que variam de
meses a anos. Finalmente, a nossa aplicagdo do SHERA, score desenvolvido por nosso grupo,
neste estudo, foi possivel identificar 60% dos pacientes que possuiam alta chance de
desenvolver artralgia crénica, concordante com os 50% dos individuos com persisténcia

confirmada de artralgia por mais de 12 meses.

Em seguida, avaliamos quando seria o tempo ideal e o melhor tipo de amostra para
aplicar cada teste diagnostico, comparando estratégias de diagnostico direta (RT-qPCR) vs.
indireta (sorologia para IgM). Nossos ensaios de biologia molecular apresentaram um melhor
desempenho em amostras de plasma até o dia 4 de sintomas. N&o ha na literatura até o momento,
estudo que compare diferentes tipos de amostras bioldgicas e seu desempenho na deteccdo
molecular do CHIKYV, nosso estudo conseguiu avaliar o desempenho dos diferentes tipos de
materiais bioldgicos coletados e seu desempenho na analise molecular. Em relacéo aos ensaios
soroldgicos, o melhor desempenho foi a partir do dia 4 ap6s infecgdo, com valores crescentes
de deteccdo a partir do 10 dia até o terceiro més.

Esses achados sdo similares aos descritos por YAP (2010), que observou 70% de
deteccdo de IgM em amostras a partir do dia 4 de inicio dos sintomas. J&4 JOHNSON (2016)
observou a deteccdo de IgM anti-CHIKYV a partir do dia 6 apds o inicio dos sintomas. Em geral,
foi observado que as amostras coletadas durante a primeira semana de sintomas sdo mais
adequadas para o teste molecular, assim como o soro em fase convalescente continua sendo

indicado para o diagndstico sorologico.

Por fim, observamos que a quantificagdo de IgM e o nivel de carga viral (Ct), ndo estdo
relacionados a intensidade de sintomas na fase aguda, (SHERA) nem a evolugéo da infeccéo
para artralgia crénica. Alguns estudos buscaram avaliar se havia alguma associagdo entre 0s
niveis de IgM e a progresséo da infecgdo, mas até o momento néo foi encontrado associagao
significativa, corroborando com o0s nossos achados. Ja GRIVARD (2007) demonstrou a
presenca de RNA de CHIKV em diferentes tipos teciduais de pacientes com artralgia cronica
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previamente infectados por CHIKV, mas o estudo n&o foi capaz de definir se a presenca de

RNA viral no tecido esta associada a progressdo da doenca.

Diante do exposto, o uso de ferramentas de diagndstico clinico e laboratorial de
arboviroses é chave para 0 manejo e acompanhamento mais adequado dos pacientes. Aqui
demostramos quando, em dias de infeccdo, e qual o melhor tipo de amostras para o diagnostico
molecular e imunologico do CHIKV. Porém, a alta taxa de pessoas que desenvolvem a forma
cronica de CHIKV realga a importancia de estudos de ferramentas, como a SHERA, que
aplicadas na fase aguda da infecgéo, sejam capazes de prever o desenvolvimento da forma

cronica.
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VII1. CONCLUSOES

Esse estudo demonstrou a eficiéncia dos testes de diagndstico molecular e soroldgico
disponiveis para deteccdo de CHIKV, definindo o melhor tipo de amostra, a janela de detecgdo
ideal, e 0 melhor método de acordo com tempo de doenga, informacgBes necessérias para um
diagnostico eficiente e rapido. Também demonstrou a importancia de ferramentas como o
SHERA, para a predicédo de individuos que podem cornificar apds infeccéo por CIKV.

O monitoramento continuo da disseminacdo das arboviroses no Brasil e no estado da
Bahia em especial é necessario, visto que a infeccdo pode causar doengas mais graves e 0
desenvolvimento de quadros crénicos de comprometimento motor, impedindo a realizacdo das
atividades laborais e piorando a qualidade de vida dos individuos infectados.

Mais estudos devem ser realizados a fim de acompanhar a disseminagdo de CHIKV é
importante para manter o controle da infeccdo no territério, com a entrada de novos outros
Alphavirus, como por exemplo o virus Mayaro, é necessario manter atencdo aos métodos de

diagndstico utilizado para avaliar seus desempenhos em relagdo a especificidade.
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SUMMARY

Introduction: Since 2014, three arboviruses, Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) and Zika
(ZIKV), co-circulate in Brazil causing large seasonal outbreaks. The clinical presentation of
ZIKV, DENV, and CHIKYV infections in the acute phase is similar, including fever, myalgia,
maculopapular rash, pruritus, arthralgia, and arthritis. However, the clinical course and the
risk of complications are quite different, so the differential diagnosis is essential for the best
treatment and control of the diseases. Objectives: Create a biorepository and improve the
diagnosis of cases of acute CHIKYV infection in the state of Bahia. Material and Methods:
Cohort study carried out with 230 individuals from two cities in the state of Bahia and one in
Ceara with a clinical condition suspected of arbovirus infection in 2016 and 2017. Clinical and
epidemiological data were collected through a questionnaire and clinical evaluation at local
health posts, the SHERA prediction score was applied during the clinical evaluation. Saliva,
blood and urine samples were collected, all samples were tested in RT-gPCR for confirmation
of infection, and plasma was tested with IgM ELISA. All monoinfected patients with disease
duration <10 days were kept in the study and reevaluated after 12 months. Results: We
observed within the cohort that 50% of the patients evolved to chronic arthralgia in the
evaluation after 12 months of infection, the most present symptoms were arthralgia, myalgia
and headache, approximately 34% of the individuals had oral lesions resulting from the
infection. In the molecular evaluation 35.87% were positive for CHIK, 0.45% for DENV, 3.14%
for ZIKV, in the serological analysis 54.42% were positive for CHIKV, 7.55% for ZIKV and
4.19% for DENV. The sample with the best performance for molecular detection was plasma.
There was no significant difference between the PCR kits used. The best time for molecular
detection observed was up to the 5th day of disease, and for serology from the 4th day onwards.
There was no significant correlation between viral load and IgM index and progression to
chronic arthralgia. Conclusions: This work demonstrated the best time for testing, which
method has the best performance and the ideal sample to be used for the detection of CHIKV
in patients with suspected arbovirus infection. The evolution to chronic conditions was
observed in half of the individuals tested, demonstrating the need for differential diagnosis and

monitoring by the health system.

Keywords: 1. Chikungunya virus; 2. Diagnosis; 3. Arbovirus; 4. Real-time RT-gPCR; 5.
Arthralgia; 6. Zika; 7. Dengue.
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classica da infecgdo pelo ZIKY inclui febre, rash maculopapular, cefaléia, artralgia, atrite e mialgia. Esses
sintomas séo facilmente confundidos com os da infecgédo pelo DENV e CHIKY. Ademais, o ZIKV pertence a
mesma familia do DENV e do virus da Febre Amarela, apresentando uma alta similaridade genotipica e
fenotipica entre eles, dificultando o desenvolvimento de testes moleculares e imunolégicos especificos com
baixa reagéo cruzada entre flavivirus. Ha a hipétese que existe uma assinatura biol6gica capaz de distinguir
casos de DENV, CHIKV e ZIKV. Apesar de possuirem formas clinicas aguda muito similares essas trés
arboviroses apresentam fases crénicas distintas. O virus CHIKY esté fortemente associado a inflamag&es
nas articulacgdes, o virus Zika esté associado a doengas neuroldgicas e ¢ virus da dengue esta associado
doengas hemorragicas. Estes desfechos indicam a capacidade de infectar grupos celulares especificos e
mecanismos patogénicos diferentes, justificando a investigacéo de assinaturas moleculares particulares a
cada arbovirose.

Trata-se de um estudo de corte transversal observacional onde de 300 participantes com quadro

Endereco: Largo do Terreiro de Jesus, s/in

Bairro: PELOURINHO CEP: 40.026-010
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-5564 Fax: (71)3283-5567 E-mail: cepfmb@u fba.br

Pagina 01 de 06

53



= UFBA - FACULDADE DE
_%_ MEDICINA DA BAHIA (FMB) DA gm“"l‘"
Lo UNIVERSIDADE FEDERAL DA

Continuagéo do Parecer: 1.657.324

agudo de arbovirose admitidos em Unidades de salide de Campo Formoso, Senhor do Bonfim, Itabuna e
Vitoria da Conquista e 50 individuos participantes sadios provenientes dessas regites sem historia de
doenca exantematica ou febre nos dltimos 6 meses serdo obtidos dados clinico-epidemiolégicos e amostras
de urina, sangue e saliva. Serao coletados 18 ml de sangue total em heparina e 2ml em EDTA, amostra de
urina e saliva por swab oral. As amostras de sangue serdo acondicionadas em gelo seco e armazenadas em
freezers a -80C até a extragdo do RNA. Apds a separagéio em gradiente de ficol, as células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) serdo congeladas em nitrogénio liquido até utilizagé&o nos ensaios de
microarranjo, citometria de fluxo e nanostring. Aliquotas de plasma serdo armazenadas para analise de
marcadores soroldgicos solUveis. Extracdo do RNA e PCR em tempo Real - Serdo coletadas amostras de
plasmas em tubos de EDTA para o diagndstico molecular na Fiocruz- Bahia.

Objetivo da Pesquisa:

PRIMARIO

Caracterizar e predizer o valor diagnostico da assinatura transcriptdmica nas células do sangue periférico de
pacientes infectados com ZIKV durante a fase aguda de infecgéo.

SECUNDARIO:
1. Realizar ensaios de microarranjos de ¢élulas mononucleares de sangue periférico de pacientes infectados
com ZIKY, CHIKY ou DENY com diagndstico clinico e laboratorial;

2. Descrever o perfil fenotipico de células mononucleares de sangue periférico de pacientes infectados com
ZIKY, CHIKY ou DENY com diagnéstico clinico e laboratorial;

3. Identificar biomarcadores plasmaticos solliveis de pacientes infectados com ZIKV, CHIKV ou DENV com
diagnéstico clinico e laboratorial;

4. Desenvolver um kit de diagnéstico para arboviroses combinando a detecgdo do material genético viral e
de moléculas humanas expressas especificas para cada arbovirose.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
RISCOS
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“Ha possibilidade de quebra de confidencialidade na reviséo de prontuarios. Para evitar esse risco, a
identidade dos individuos sera preservada através de codificagdo em banco de dados para identificagéo de
cada sujeito da pesquisa. Adicionalmente, os dados seréo manipulados apenas pela equipe de pesquisa, a
qual se compromete a utiliza-los exclusivamente para a pesquisa sem divulgar nomes ou quaisquer dados
que identifique o participante. Ha risco também da formagéo de pequeno hematoma no local da pungao
venosa para coleta das amostras de sangue. Para evitar acidentes de pungao venosa, o procedimento sera
realizado por profissionais capacitados e experientes em sua execugao.”

BENEFICIOS

“Os individuos ndo receberdo qualquer tipo de beneficio para participar do estudo. Os

resultados do estudo podem contribuir, entretanto, para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas e preventivas para o controle da infec¢do pelo virus Zika.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo observacional que tem como objetivo identificar as diferentes assinaturas
moleculares e de resposta a agresséo viral para as diversas arboviroses prevalentes na Bahia. Bem
argumentado. ETICO.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
TCLE: contém justificativa, objetivos, procedimentos, desconfortos e riscos, manutengéo do sigilo e da

privacidade plena liberdade de recusar-se a participar, beneficios esperados, enderego do cep para dlvidas.

ADEQUADO.

ORCAMENTO: R$ 705.000,00. FINEO —ADEQUADO.

Cronograma: ADEQUADQ.

Carta de confidencialidade dos participantes: anexada do assistente Vitor Rigaud. Um projeto desta
envergadura parece estar carente de mais colaboradores. ADEQUADA.

Contrapartida da instituigdo: parcamente anotada. ADEQUADA.

Cartas de anuéncias: anexadas anuéncias das instituicdes (Senhor do Bonfim, Vitéria da Congquista,
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Itabuna e Campo Formoso - ADEQUADAS) que participar&o coletando as amostras. A instituicéo onde os
procedimentos de laboratério (FioCruz-Salvador) serdo realizados. ADEQUADA.

Recomendacdes:

O TCLE contém o LOGO da FioCruz, o investigador principal, porém apesar de ser da FioCruz submete e
aprova projeto pela Faculdade de Medicina da Bahia, sugere-se adequar.

O TCLE esta em 2 paginas: sugere-se que transforme em uma pagina somente para que fique clara a
assinatura do compromisso completo; ou frente e verso.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o ha pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

-0 participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 466/12 CNS/MS)
e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.

-0 pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds andélise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. 466/12
CNS/MS), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa gue requeiram agao
imediata. No cronograma, observar que o inicio do estudo somente podera ser realizado ap6s aprovagéo
pelo CEP, conforme compromisso do pesquisador com a resolugéo 466/12 CNS/MS.

-O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicionamento.

-Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
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-Relatorios PARCIAIS devem ser apresentados ac CEP SEMESTRALMENTE e FINAL na conclusdo do
projeto.

-Assegurar aos participantes da pesquisa os beneficios resultantes do projeto, seja em termos de retorno
social, acesso aos procedimentos, produtos ou agentes da pesquisa (466/12 CNS/MS).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 707927 pdf 13:11:47
Qutros carta_anuencia_assinado.pdf 31/07/2016 |Victor Nébrega Aceito
13:04:40 | Rigaud de Qliveira

Qutros termo_confidencialidade_assinado.pdf 31/07/2016 |Victor Nébrega Aceito
13:03:15 | Rigaud de Oliveira

TCLE / Termos de  |tcle_zikama_v3.doc 31/07/2016 |Victor Nébrega Aceito

Assentimento / 13:01:59 |Rigaud de Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Qutros anuencia_itabuna.pdf 09/06/2016 | Victor Nébrega Aceito
22:06:25 | Rigaud de Qliveira

Qutros anuencia_conquista.pdf 09/06/2016 |Victor Nébrega Aceito
22:05:25 |Rigaud de Oliveira

Qutros anuencia_campoformoso.pdf 09/06/2016 | Victor Nébrega Aceito
22:04:48 |Rigaud de Oliveira

Qutros anuencia_bonfim.pdf 09/06/2016 |Victor Nébrega Aceito
22:04:11 Rigaud de Oliveira

QOutros TCUD_zika_assinado.docx 09/06/2016 | Victor Nébrega Aceito
22:03:02 | Rigaud de Qliveira

TCLE / Termos de |ta_zikama.doc 06/06/2016 |Victor Nébrega Aceito

Assentimento / 20:19:21 Rigaud de Oliveira

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |tcle_zikama_v2.doc 06/06/2016 |Victor Nébrega Aceito

Assentimento / 19:36:38 |Rigaud de Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhaDeRosto_zikam_ass. pdf 06/05/2016 | Victor Nébrega Aceito
09:35:16 Rigaud de Oliveira

Projeto Detalhado projeto_zikama.docx 04/05/2016 | Victor Nébrega Aceito
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mo

Oliveira

/ Brochura projeto_zikama.docx 12:30:09 |Rigaud de Oliveira Aceito

Investigador

Qutros ficha.pdf 03/05/2016 | Viviane Sampaio Aceito
22:59:26 |Boaventura de

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Né&o

SALVADOCR, 01 de Agosto de 2016

Assinado por:
Eduardo Martins Netto
(Coordenador)
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Oral lesions are frequent in patients with
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After 50 years of restriction to areas of Asia and Africa, Chikun-
gunya outbreaks emerged in all continents in the past 20 years
becoming part of the Centers for Disease Control and Preven-
ton (CDC) list of traveller-related infections. As Chikungunya
outbreaks increase in frequency, a wide variety of dinical mani-
festations related to this infection have been reported. This study
aimed to characterize the oral lesions related to Chikungunya
infection in a multicentre cohort in northeastern Brazil. The
study was approved by the Research Ethics Committee of the
Faculdade de Medicina da Bahia, Universidade Federal da Bahia
{approval number: 1.657.324). Written informed consent was
obtained from all participants or legal guardians.

In total, 105 individuals with acute (<10 days of disease
onset) mono-chikungunya virus (CHIKV). infection were
evaluated by an otolaryngologist and dentist. Chikungunya
infection was confirmed by polymerase chain reaction (PCR)
{(n=61) andlor specific IgM (n=63). Approximately 59
individuals tested positive for CHIKV by real-ime PCR (RT-
PCR) in serum specimens, 14 in saliva and 12 in urine specimens.

© International Society of Travel Medicine 2020.

Oral lesions were detected in 21 out of 105 cases (20%)
with acute CHIKV infection. Five of these individuals tested
positive for CHIKV in saliva samples. Oral lesions occurred 2—
6 days after disease onset. Odynophagia and/or dysphagia were
reported by 20 patients. Most cases (n=15, 71.4%) presented
isolated painful ulcers with well-circumscribed margins and
erythematous halo (Figure 1). Gengival bleeding (n= 7, 33.3%)
and vesicles (n=3, 14.3%) were also observed, as well as edema
(r=1, 4.8%) in marginal vestibular gum in the absence of
plaque and dental caries (Figure 1). Lesions mainly affected the
following locations: gingiva (43%), lips (52.4%), tongue (43%)
and jugal mucosa (28.6%).

During acute infection, presence of an oral lesion was strongly
associated with maculopapular rash and retroocular pain
(85.7%, P=0.025 and 81%, P=10.036, respectively), suggesting
a polysymptomatic profile associated with oral involvement.
However, presence of oral lesion in the acute stage of infection
was not related to persistent arthralgia in a follow-up period of
12 months.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License
(http//creativecommons.org/licenses/by- nc/4.0/), which permits non-commercial re-use, distribution, and reproduction in any medium,
provided the original work is properly cited. For commercial re-use, please contact journals.permissions@oup.com
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Figure 1. Clinical aspect and localization of oral lesions in patients with CHIKV infe

In our study, 20% of the CHIKV-infected individuals pre-
sented with oral lesions early after disease onset, comparable
with the 2.3-54.3% rate previously reported for oral lesions
during acute CHIKV infection."* Due to intense arthralgia and
myalgia, patients may not spontaneously report oral complains.
The relative high incidence of painful oral lesions adversely
affecting eating and drinking underpins the need for routine
intrabuccal exam in patients with acute CHIKV illness.” Symp-
tomatic relief medications may help mitigate morbidity during
acute CHIKV infection.

Among the oral lesions found in the present series (n=21),
86% were characterized as ulcers and vesicles. Painful oral
ulcers in the form of aphthae-like erosions seems to be the most
common oral manifestation, observed in 13.6-16% of CHIKV-
infected patients and lasting 3-10 days without any sequelae.”™
Detection of oral ulcer in the context of an arbovirus infection,
while not a specific sign, may be suggestive of Chikungunya
etiology.

Gingivorragia associated with gingivitis was previously
described in a range of 1.4-54.4% of Chikungunya cases,'* even
despite normal platelet counts.” Of note, others haemorrhagic
manifestations, such as skin and mucosal bleeding, were
considered positive predictor of Chikungunya infection among
patients with suspected arbovirus infection."

We detected CHIKV in saliva of 27% of patients with
oral involvement suggesting that lesions may result from
direct viral activity. Further studies are needed to confirm
this hypothesis. Additional research exploring pathological
and immunological features of oral lesion may also provide

1. (a-d) Rounded ul,
and halo-erythematous, in regions of hard palate (a), at the vestibular mucosa of the marginal gingiva (b and c) and at the tip of the tongue {(d). (e)
Vesicular-bullous lesion on the lower lip. (f) Edematous and bleeding regions in vestibular mucosa of gingiva margin of the upper central incisors.

d lesions, with circumscribed margins

insights into the pathogenesis of Chikungunya-mediated tissue
damage.

In conclusion, the presence of oral ulcers was found to be
relatively common during acute CHIKV infection, resulting in
pain and dysphagia that potentially increases the morbidity of
this arbovirus infection.
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PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES

Check for
updates
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Abstract

Background

Chikungunya virus (CHIKV) has caused worldwide epidemics that impose a major burden
on health systems. Approximately half of infected individuals develop chronic debilitating
arthralgia, affecting their quality of life. Here, we identified the relevant clinical and demo-
graphic variables in the acute phase of CHIKV infection prospectively linked to chronic
arthralgia to elaborate a prognostic scoring system.

Methods

Acute CHIKV infection cases (n = 134) confirmed by serology or molecular test were exam-
ined <10 days of disease onset and followed for one year to evaluate for disease progres-
sion. Potential risk factors for chronic arthralgia were evaluated by multivariate analysis to
develop a prognostic scoring system, which was subsequently tested in an independent val-
idation cohort consisting of 42 individuals.

Results

Atotal of 107 out of 134 (80%) acute CHIKV-confirmed cases from the derivation cohort
were re-examined one year after enroliment. Chronic arthralgia post-CHIKV infection was
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diagnosed in 64 (60%). Five of the 12 parameters evaluated in the acute phase were statisti-
cally associated with persistent arthralgia and were further tested by Bayesian analysis.
These variables were weighted to yield a prognosis score denominated SHERA (Sex,
Hypertension, Edema, Retroocular pain, Age), which exhibited 81.3% accuracy in predicting
long-term arthralgia post-CHIKV infection in the derivation cohort, and 76.5% accuracy in
the validation cohort.

Conclusions

The simplified and externally validated prognostic scoring system, SHERA, is a useful
method to screen acutely CHIKV-infected patients at elevated risk of chronic arthralgia who
will benefit from specific interventions. This tool could guide public health policies, particu-
larly in resource-constrained settings.

Author summary

Debilitating articular pain frequently occurs as a consequence of Chikungunya virus infec-
tion, affecting individuals” quality of life for a long time. Here we present a simple tool to
predict people at risk to remain with long-term articular pain after Chikungunya infec-
tion. We evaluated 134 patients acutely affected by Chikungunya virus searching for char-
acteristics previously described as related to persistent symptoms. We examined about
80% of those individuals after one year to identify those with persistent arthralgia. We
detected five features that represent goed predictors and developed a scoring system
named SHERA (www.sheracalculator.com/shera}, the acronyms of Sex (female), Hyper-
tension, Edema, Retroocular pain and Age (>26y). SHERA can correctly predict 8 out of
every 10 Chikungunya infected individuals that will persist with articular pain symptoms
at least one year after disease onset. These results were confirmed in the second group of

patients from another city affected by Chikungunya outbreak.
The easy-to-use scoring system can be applied in areas with limited access to health

support, helping to identify the ones who will need special care and benefit from early
intervention.

Introduction

Debilitating manifestations are attributed to infection by the arthritogenic chikungunya alpha-
virus (CHIKV). Until early 2000, sporadic outbreaks of chikungunya had been reported in
Africa and South Asia.[1] After 2004, the virus spread to Europe and the Americas, highlight-
ing potential for worldwide CHIKV dissemination.[2,3] In Brazil, several outbreaks have been
reported since the first case in 2014, with progressively higher numbers of affected individuals
with every successive epidemic.[4]

The acute phase of CHIKV infection, reported to be symptomatic in approximately 90% of
infected individuals, is characterized by rapid onset of fever, with intense and polyarticular
arthralgia, edema, cutaneous rash, pruritus, headache, nausea, retroocular pain and oral
lesions.[5] Notably, up to 87.2% of affected patients have persistently recurrent chronic skeletal
muscle symptoms and arthralgia lasting more than three months.[6-8] Chronic manifestations
post-CHIKYV infection can lead to absenteeism with significant social and economic impacts.
[9:10]
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As no vaccine or effective treatment is available, chronic symptoms persisting after the
acute phase of CHIKV infection require special care.[11] Musculoskeletal deformities have
been described, in addition to aggravation of comorbidities, such as hypertension and diabe-
tes.[11-13] Renal failure and gastric complications related to the prolonged use of medications
to treat pain, as well as depression, have been reported.[11,14,15]

Early identification of individuals at risk for chronic manifestations subsequent to CHIKV
infection may optimize medical care. Prior work suggests that symptoms present during the
acute phase relate to chronicity and that persistent arthralgia occurs more frequently in
women, individuals over 40 years of age and these with preexisting comorbidities, such as
hypertension.[7,16-18)] However, no attempt has been made to develop a clinical/sociodemo-
graphic scoring system to predict chronicity following acute CHIKV infection.

Herein, we performed periodic evaluations of clinical symptoms up to one year in two
cohorts of patients presenting clinically-, molecular- and/or serologically-confirmed CHIKV
mono-infection in the acute-phase. We then sought to determine predictors of long-term
arthralgia post-CHIKYV infection to derive an easy-te-use prognostic scoring system.

Materials & methods
Ethics statement

This study was approved by the Institutional Review Board of the School of Medicine— Federal
University of Bahia—Brazil (derivation cohort—approval number: 1.657.324) and by the Institu-
tional Review Board of Bahia State University of Feira de Santana (validation cohort— approval
number: 1.450.762}.

Study population

A total of 230 individuals were recruited by active case detection in the derivation cohort
between 2016 and 2018 in the context of three concomitant outbreaks of arbovirus fever
(Zika/dengue/chikungunya). Two sites were selected in the state of Bahia (North: Campo For-
moso and South: Itabuna) and one in the state of Ceard (Maranguape) (S1 Fig). The two fur-
thest sites were over 1,000 km distant from each other (S1 Fig).

Our validation cohort was composed of 42 cases who met eligibility criteria from 219
CHIKYV cases in Feira de Santana (Bahia State), site of the first outbreak of CHIKV in Brazil in
2014.[19] Patients were recruited at a health care unit and followed for twelve months.

Individuals were considered eligible if they reported feeling feverish, demonstrated fever or pre-
sented cutaneous rash in association with at least one of the following manifestations: cutaneous
pruritus, arthritis, arthralgia, headache, myalgia or retroocular pain (ROP). In both cohorts, individ-
uals were excluded if: 1. disease onset was longer than 10 days prior to time of recruitment; 2. no
sample was collected; 3.they tested negative for CHIKV by qRT-PCR and ELISA; 4. another con-
comitant arbovirus infection was detected by gqRT-PCR or serology in blood, saliva or urine sample.

To identify possible early clinical markers of disease progression, all participants were ques-
tioned about the presence and duration of fever, maculopapular cutaneous rash (MPCR),
arthralgia, articular edema in the upper and lower extremities, ROP, myalgia, tendon pain and
other comorbidities. All patients underwent a clinical examination by one or two physicians to
assess acute signs of CHIKV infection such as rash and articular edema in addition to prior
comorbidities, such as hypertension, previous arthropathy and chronic peripheral edema. To
determine the evolution of arthralgia, these questions and clinical examination were repeated
at three and 12 months after onset of clinical symptoms in individuals with confirmed CHIKV
mono-infection. Individuals with confirmed CHIKYV infection were classified as chronic
arthralgia post-CHIKYV infection if they reported continuous or weekly episodes of new
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musculoskeletal pain or aggravation of prior arthritic pain (in the case of reported comorbid-
ity}. All those with chronic arthralgia had one of the following, by history and physical exam:
persistent arthritis, tenosynovitis, and edema. Symptomatic treatment of acute and chronic
symptoms was performed, focused on pain relief as previously described.[11]

Quantitative Reverse Transcription PCR- gqRT-PCR

EDT A-treated plasma, urine and oral swab samples were cellected for molecular diagnosis of
ZIKV, DENV and CHIKYV infection. RN A was extracted from plasma (140uL), urine (140uL)
and saliva (oral swab was incubated in 140uL of H2O nuclease free} samples using a commer-
cial Viral RNA isolation kit (QIAmp Viral RNA mini kit, Qiagen- Germany). Quantitative
RT-PCR was performed using two different assays: IBMP KIT BIOMOL ZDC (IBMP-Brazil)
or CDC Trioplex assay (CDC, USA) for ZIKV, CHIKV, DENV and RNAse P. All assays were
performed in accordance with manufacturer’s instructions.

Serological testing

Heparin-treated plasma samples were collected for serological diagnosis of ZIKV, DENV and
CHIKYV infection. ELISA assays (Euroimmun, Germany) for detection of IgM antibodies
against ZIKV, DENV and CHIKV were performed according to manufacturer’s instructions.

A confirmed case was defined as a positive test for one of the laboratory criteria: a positive
qRT-PCR in serum, saliva or urine, or detection of specific IgM antibody.

Statistical analysis

Kolmogorov-Smirnov normality test determined the choice of parametric or non-parametric
testing using the Chi-squared test, Fisher’s exact test, One-way ANOV A, the Kruskal-Wallis
test. Receiver-operator (ROC) curve analysis was used to discretize continuous variables. To
evaluate evolution of arthralgia, Kaplan-Meier survival curves and log-rank testing were
employed. All statistical tests were two-tailed with a significance level of 5%.

All variables significant by univariate analysis were applied in compatible classifier algo-
rithms using the following linear and non-linear approaches: Neural Network, C5.0 algo-
rithms, Classification and Regression Tree (CART), Bayesian Network, Logistic Regression,
Quick Unbiased Efficient Statistical Tree (QUEST} and Chi-squared Automatic Interaction
Detection (CHAID). Each variable’s coefficient by multivariate analysis was used to build a
predictive clinical scoring model The performance parameters were calculated using the

results predicted by clinical scoring system following formulas:

True Positive(TP) | o Toue Negative(TN) |
TP+False Negat ve(FN) Specificity = False Positive(FP)+TN '

Ip_. . Hp — ™. TP TM
ws5; Negative Predictive Value = 2525 TR

The confidence intervals for sensitivity, specificity, predictive values, and accuracy were calcu-
lated using the Clopper-Pearson method.

Data were analyzed using IBM SPSS version 25 (Armonk, NY: IBM Corp.), IBM SPSS
Modeler 18.2 (Armonk, NY: IBM Corp.) and GraphPad Prism 7.0 software (GraphPad Soft-
ware, USA).

Sensitivity =

Positive Predictive Value :

Accuracy =

Results
Description of derivation cohort

Among the 230 individuals initially screened, 96 patients were excluded for reasons listed in
Fig 1, yielding 134 exclusively infected with acute CHIKV (Fig 1). Of these, 60.1% of CHIKV
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230 cases of suspected arbovirus infection

4 No sample collected
51 CHIKV negative
16 Arbovirus Co-infection
25 Disease onset > 10 days

\ 4

A

134 were eligible

> 27 Loss of follow up

107 Completed follow up at 12 months

Fig 1. Flow chart of derivation cohort detailing exclusion criteria and number of cases excluded at each step.
Follow-up conducted at 12 months after onset of CHIKV symptoms.

https://doi.org/10.1371/joumal.pntd.0008467.9001

cases tested positive by qRT-PCR, 57.1% by serology and 17.3% by both methods (Fig 2A). A
total of 16 cases were excluded due to ZIKV (n = 11) and DENV (n = 5) co-infection (Fig 2B).
Most prevalent symptoms included arthralgia in all patients, followed by fever, headache,
myalgia, edema, vomiting, ROP, MPCR, pruritus and hypertension. Of note, similar demo-
graphic data and clinical symptoms were observed at all recruitment sites (Table 1). A total of
107 patients were reevaluated after 12 months as 27 patients (20%) were unavailable for follow
up. Persistent arthralgia was detected in 64 (60%) individuals (Table 1).

Clinical symptoms associated with persistent arthralgia after 12 months of
follow-up

Of 12 demographic and clinical parameters investigated, edema (<0.0001), pruritus

(p = 0.0178), hypertension (p = 0.0065), ROP (p = 0.0036), sex (p = 0.0014) and age (dichoto-
mized at 26 years, p<0.0001) were statistically associated with persistent arthralgia at 12
months (Table 2). Age was dichotomized using area under curve (AUC) = 0.692 and Youden
Index = 0.392 (S2A and S2B Fig). Among these statistically significant observations, edema
demonstrated the highest odds ratio (OR = 13.46; CI = 4.827-32.91, p<0.0001), highlighting
its importance in development of chronic arthralgia after confirmed acute CHIKV infection
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Fig 2. (A)Diagnostic results of arbovirus infection (chikungunya, dengue and Zika virus) performed in the study
population (all 230 suspected cases). Molecular diagnosis was performed by QRT-PCR in EDTA-plasma, urine and
saliva samples and serological diagnosis was based of detection of [gM by ELISA in Heparin-plasma samples. Positive
CHIKV cases were represented in blue, DENV in red and ZIKV in green. Cases tested negative for all three arbovirus
were represented in brown. (B) Heat map showing diagnostic results of the patients excluded due to arbovirus co-
infection. Positive test (yellow), negative (blue) and not tested (white).

https://doi.org/10.1371/joumal.pntd.0008467.9002

(Table 2). A heat map graph was generated to summarize the impact of age, hypertension and
other clinical signs and symptoms found to be significantly associated with chronic arthralgia
(Fig 3).

A Kaplan-Meier analysis of frequency of recovery reveals that from 42 patients that were
recovered at day 360, 21 (50%) were asymptomatic at day 14 (Fig 4).

Clinical predictors of persistent arthralgia after 12 months of follow-up

To better understand the independent values of each variable in classification of possible
cases of chronic arthralgia, multivariate analysis was performed in the derivation cohort,

PLOS Neglected Tropical Diseases | https:/doi.org/10.1371/journal.pntd.0008467  July 21, 2020 6/14



PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES

Scoring system for chronic Chikungunya

Table 1. Baseline characteristics of patients comprising derivation cohort according to study site.

Observations

State

Year of recruitment
Disease duration (days)
Patient characteristic
Age (years)

Sex (Female)

Fever

Myalgia

Arthralgia

Edema

MPCR

Pruritus

Headache

ROP

‘Vomits/Nausea
Hypertension

Arthralgia persistence at 12 months

n="75%
n=23
“n=132
¥n=74

MPCR = Maculopapular Cutaneous Rash

ROP = Retro-orbital pain

Campo
Formoso
(n=76)
Bahia
2016
5(2-7)

42.0 (28-54.0)*
64.5% (49)
96.1% (73)
89.5% (68)
100% (75)
69.7% (53
53.9% (41
53.9% (41
89.5% (68
65.8% (50
66.7% (50
21.1%(16)
70.0% (42/60)

hitps://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008467 1001

Itabuna
(n=24)

Bahia
2016
2 (1-3)

33.0 (23.0-43.0)*
41.7% (10)
100% (24)
83.3% (20)
100% (24)
54.2% (13)
50% (12)
41.7% (10)
95.8% (23)
70.8% (17)
62.5% (15)
8.39%(2)
38.9%(7/19)

Maranguape (n =34)

Ceara
2017
5(2-8)

43.5 (25.3-63.3)
61.8% (21)
94.1% (32)
85.3% (29)
100% (34)
76.5% (26)
73.5% (25)
55.9% (19)
79.4% (27)
50.00% (17)
76.5% (26)
20.6%(7)
57.1%(16/28)

% or Kruskal Wallis Total
(n=134)
0.001 4(2-6)
0.419 39.0 (26.5-55)°
0.134 59.7% (80)
0331 96.3% (129)
0.679 87.3% (117)
1 100% (133)
0.188 68.7% (92)
0.105 58.2% (78)
0.510 52.2% (70)
0.139 88.0% (118)
0.189 62.7% (84)
0.469 68.4% (91)
0.302 18.7% (25) °
0.112 60.7% (65/107)

considering all variables with p-<0.05 (Fisher’s exact test) and multinomial logistic models
were built adding variables sequentially. The quality of each model was assessed by Akaike
information criterion (AIC). Accordingly, pruritus was excluded as addition of this variable in

the model worsened its performance.

Table 2. Performance measures of significant variables in the derivation cohort.

Observations Sensitivity (CI) Specificity (CI) Positive Predictive Negative Predictive Likelihood Odd’s Ratio | Fisher’s exact
Value (CI) Value (CI) Ratio test
Edema 89.23% 61.90% 78.38% 78.79% 2.34 13.46 <0.0001
(79.40% t0 94.68%) | (46.81% 10 75.00%) | (67.73% to 86.23%) (62.25% to 89.32%) (4.827 t0 32.91)
Age 26 years 89.23% 50.00% 73.42% 75.00% 179 8286 <0.0001
old (79.40% to 94.68%) | (33.36% to 62.28%) | (62.76% to 81.91%) (56.64% to 87.32%) (2.990 to 20.44)
ROP 73.85% 54.76% 71.64% 57.50% 1.63 3418 0.0041
(62.05% to 82.98%) | (39.95% to 68.78%) |  (59.91% to 81.03%) (4240% to 71.49%) (1461 to 7.844)
Sex (Female) 72.31% 52.38% (37.72% to 70.15% 55.00% 1.54 2.872 0.0139
(60.42% to 81.71%) 66.64%) (58.34% to 79.77%) (39.83% to 69.20%) (1.239 to 6.427)
Hypertension 29.23% 92.86% 86.36% 45.88% 4.09 5.370 0.0065
(19.58% to 41.20%) | (80.99% to 97.54%) | (66.67% to 95.25%) (35.70% to 56.42%) (1.510 to 17.97)
Pruritus 60.00% (47.86% to 64.29% (49.17% to 72.22% (59.11% to 50.94% (37.88% to 1.68 2.700 (1.205 to 0.0178
71.03%) 77.01%) 82.38%) 63.88%) 6.001)
ROP = Retro-Orbital Pain
hitps //doi.org/10.1371/journal.pntd.0008467 1002
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Fig 3. Heat map showing the presence (yellow) or absence (blue) of clinical and social demographic characteristics in individuals with chronic (n = 65) or recovered
(n = 42) arthralgia. Data were collected in the first 10 days of disease onset.

https://doi.org/10.1371/joumnal.pntd.0008467.9003

The remaining variables were subsequently used in all compatible classifier algorithms. The
top three models based on AUC and accuracy were the Bayesian Network, Logistic Regression
and Classification and Regression Tree (CART). All three models showed similar results (S3

100
2\: 80 -
()
m 4
S
c 60
()
(3] |
—
[
Q. 40 -
" ;
(] 17
8 20|
o 20 i
1]
e

0 T T Y T Y T ¥ T

14 90 180 270 360
Days
Number at risk
Days 0 14 90 180 270 360

Cases 107 86 74 71 67 65

Fig 4. Recovery percentage of CHIKV-infected patients over the time. Recovery percentage was analyzed by Kaplan-Meier survival
curve (solid line) and 95% confidence intervals (dashed line). The numbers at risk represent the number of cases with arthralgia at each
time point.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008467.9004
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A B SHERA Scoring System
SHERA Scoring System 2 5 =High risk of chronicity 100
Categories Score 80-
F 4 Derivation
Edema 2.5 > - ~ " Cohort
Hypertension 2 2 = Valdation
2 401
Retro-orbital pain 2 3
Age >26 years 1.5 207
Sex Female 1 0-
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%
Area Under o £ Positive Predictive  Negative Predictive
Cohort {fe:curve Accuracy Sensitivity Specificity Value Value
; 81.31% (72.62- 84.62% (73.52- 76.19% (60.55-  84.62% (76.02- 76.19% (63.84-
Derivation 0910 (0.852—0.966) 88.19%) 92.37%) 87.95%) 90.51%) 85.29%)
o 76.47% (58.83- 94.12% (71.31-  58.82%(32.92-  69.56%(56.12 - 90.09% (58.90-
Validation 0.830 (0.694—0.966) 89.25%) 99.85%) 81.56%) 80.33%) 98.58%)

Fig 5. (A) SHERA Scoring System categories and score. (B) Performance measures of SHERA Scoring System (with the 95% confidence interval values in
parentheses) in derivation and validation cohorts.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008467.9005

Fig). The Bayesian Network model presented the best overall accuracy (83.02%, AUC = 0.921;
$3 Fig).

The variable coefficients calculated by the Bayesian Network model were multiplied by 10
and used to build the predictive clinical scoring model. The nearest integer value was used to
assign a weight to each independent predictor. The resulting values were Edema = 2.5 points,
ROP = 2, Hypertension = 2, Age>>26 = 1.5, Female = 1 (Fig 5A). This five-factor prognostic
clinical scoring scale, named SHERA score (Sex, Hypertension, Edema, Retroocular pain,
Age), presented an AUC of 0.909 (95%CI 0.852-0.966) and was split into two risk categories
(i.e., low and high risk of chronicity) according to the best accuracy indicated by Youden
Index. The best cutoff point was found to be > 5 points, indicating a high risk of chronicity,
while a score < 5 indicated low risk. We also built an online tool to calculate the SHERA score
value at www.sheracalculator.com/shera. The resulting performance measures in the deriva-
tion cohort were 81.31% (95%CI 72.62-88.19) accuracy, 84.62% (73.52-92.37) sensitivity,
76.19% (60.55-87.95) specificity, 84.62% positive predictive value and 76.19% negative predic-
tive value (Fig 5B).

Validation Cohort

The same diagnostic criteria used in the derivation cohort were applied to select 42 patients
included in the validation cohort. Baseline characteristics were similar to the derivation cohort,
as demonstrated in Table 3. Within the first 10 days of disease onset, fever, myalgia and head-
ache were more frequently reported, followed by MPCR, edema, pruritus, ROP, vomiting and

PLOS Neglected Tropical Diseases | https:/doi.org/10.1371/journal.pntd.0008467  July 21, 2020
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Table 3. Comparison of baseline characteristics of patients from both cohorts.

Observations Derivation Cohort ‘Validation Cohort % or Kruskal Wallis
(n=134) (n=42)
Year of recruitment 2016-2017 2015
Disease duration (days) 4(2-6) 4(2-6) 0.577
Patient characteristics
Age (years) 38.0 (26-55)* 39.0 (28.5-47) 0.778
Sex (Female) 59.7% (80) 61.9% (26) 0.799
Fever 96.3% (129) 92.9% (39) 0355
Myalgia 87.3% (117) 92.9% (39) 0.319
Arthralgia 100% (134) 100% (42) 1
Edema 68.7% (92) 81.0% (34) 0.124
MPCR 58.2% (78) 81.0% (34) 0.0075
Pruritus 52.2% (70) 61.9% (26) 0.272
Headache 88.0% (118) 81.0% (34) 0.250
ROP 62.7% (84) 64.3% (27) 0.851
Vomits/Nausea 68.4% (91) 54.8% (23) 0.107
Hypertension 18.7% (25) * 16.7%(7) 0.770
Arthralgia persistence 60.7% (65/107)% 50.0%(17/34) * 0.272
*n=132

MPCR = Maculopapular cutaneous rash
ROP = Retro-Orbital Pain

hitps://doi.org/10.1371/journal.ontd 0008467 1003

hypertension. Eight out of the 42 (19.05%) were lost to follow up, yielding 34 patients reevalu-
ated after 12 months. Persistent arthralgia was identified in 17 patients (50.00%) (Table 3 and
S Fig).

The application of the SHERA scoring model to predict persistence of arthralgia in the vali-
dation cohort resulted in an overall accuracy of 76.47% (58.83-89.25%) ([0.830 AUC (0.694-
0.966)), with 94.12(71.31-99.85)% sensitivity, 58.82(32.92-8156)% specificity, 69.57% positive
predictive value and 90.91% negative predictive value (Fig 5B).

Discussion

The present study derived a simplified clinical scoring system shown to accurately predict chronic
arthralgia post-CHIKYV infection in a Brazilian cohort of 107 individuals, and further validated
externally in an independent cohort of 42 patients. Only individuals with CHIKV mono-infection
were included in the study as other arbovirus infections were excluded by antibody and molecular
testing of serum, saliva and urine samples. Furthermore, only acute cases with initial evaluation
conducted within 10 days of disease onset were included to minimize recall bias.

The components of the SHERA scoring system have not been previously combined to com-
pose a prognosis system. It is important to note that all clinical and demographic markers
identified in the derivation cohort, used to compose the SHERA scoring system, had been pre-
viously linked to persistent symptoms as a consequence of CHIKYV infection.[7,16,20-24] Age
was the most frequently mentioned predictor of persistent arthralgia, with a range of 20-60
years presenting increased risk of developing chronic arthralgia post-CHIKV infection.
[7,16,17,21,22] This reported variability in age range may be related to demographic differ-
ences among patients recruited, as well as study design. Increased risk in older populations has
been reported in studies based on telephone or e-mail interviews, excluding individuals youn-
ger than 18 years.[7,17] This strategy may have missed younger patients, thereby increasing
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the median age of the observed population. In our cohorts, active recruitment and clinical
evaluation by a physician at all time-points ensured accurate representation of all age groups.
Almost 25% of the patients recruited herein were under 26 years of age, and only 25% pre-
sented with symptoms one year after disease onset, compared to 73.42% of individuals older
than 26 years. Similarly, a prior study demonstrated chronicity in 17% of individuals

aged < 25 years and increased risk of chronicity in those over 25 years of age.[24]

A higher proportion of women (72,31%) was found in the group with chronic arthralgia
post-CHIKYV infection compared to those who recovered after acute disease (47,62%). Concor-
dantly, previous studies have reported an increased risk of long-term arthralgia in women.
[20,22,25]

Edema, hypertension and ROP were also related to the persistence of chronic arthralgia
post-CHIKYV infection. Development of edema at early stages of infection may be a hallmark
of an intense anti-CHIKV immune response or proliferative viral activity in the joints that ulti-
mately results in chronic tissue damage and arthritis.[26] However, prior arthropathy or
peripheral vascular disease should be investigated to exclude any other possible causes of
edema, especially in the lower extremities. Furthermore, hypertensive individuals were also
more likely to persist with arthralgia, as previously reported.7 This condition also seems to be
associated with more severe outcomes and increased mortality in the acute phase of CHIKV
infection.[27,28] Together, these data suggest the possible synergistic action of an arthritogenic
virus with other inflammatory conditions that compound clinical manifestations. While we
speculate that both edema and ROP in individuals who develop persistent arthralgia post-
CHIKYV infection may be indicative of exacerbated systemic inflammation during the acute
phase, comprehensive investigation of such a mechanism has yet to be performed.

Among the group of patients who recovered and did not develop chronic arthralgia post-
CHIKYV infection, approximately 60% reported being asymptomatic within a month of initial
symptoms. This may be linked to rapid viral clearance due to effective early mechanisms of
immune defense that seem to influence clinical recovery.[29]

‘While our study has multiple strengths, a potential limitation may be that both derivation
and validation cohorts are from the same region and with relatively small sample size. While
they were recruited during outbreaks from different years, with a rigorous inclusion criteria, it
is possible that there is genetic variability of patients and differences in CHIKV genotypes that
could affect the accuracy of the proposed score. Although the variables used as part of the par-
simonious score have been individually published worldwide previously, the robustness of the
SHERA score in patients requires additional evaluation with a larger sample size in distinct
geographic areas at risk for CHIKV infection. Additionally, specificity seemed to be the weak-
est parameter of SHERA Scoring System specially in the validation cohort, suggesting this
prognosis tool may be used primarily for screening and it may be improved by adding novel
biomarkers.

‘While no specific treatment is available for CHIKYV, the identification of a precise tool that
predicts those at risk for chronicity could significantly impact patient care. Individuals at risk
for chronicity would benefit from a multidisciplinary therapeutic approach and careful moni-
toring of comorbidities potentially aggravated by CHIKV infection. Given that CHIKV has an
elevated attack rate and high predilection for chronicity, the SHERA score could aid in predict-
ing the frequency and distribution of chronic cases, effectively targeting public health services
in at risk areas and mitigating the socioeconomic impact of arthralgia post-CHIKYV infection.

This study highlights the reliability of a novel validated easy-to-use clinical score for risk of
chronicity in CHIKV infection. As a simple and inexpensive tool that uses clinical informa-
tion, this prognostic scoring system may be effective in limited resource settings and aid in
guiding public health policies to alleviate the social economic impacts of CHIKV infection.
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Supporting information

S1 Fig. Study areas for the derivation (Campo Formoso, Itabuna and Maranguape) and valida-
tion (Feira de Santana} cohorts.

(TIF)

S2 Fig. A) Performance of age to predict arthralgia after one year using Area Under the Curve
analysis. B) Relative values of chronic arthralgia with respect to age groups.

(TIF)

S3 Fig. Performance of multivariate models designed to predict chronic arthralgia post-chi-
kungunya infection in the derivation (A) and in the validation (B) cohorts.
(TTF)

$4 Fig. Flow chart of validation cohort showing exclusion criteria and number of cases
excluded at each step. Follow-up conducted 12 months after onset of CHIKV symptorms.
(TIF)
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