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RESUMO

Introducédo: A infeccdo pelo virus de Chikungunya causa uma doenga febril aguda e o
seu diagndstico em Mocambique inclui a deteccdo de anticorpos especificos pela técnica
ELISA. No teste de ELISA, a medida da densidade Optica € um indicador quantitativo da
presenca da imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (1gG). Em amostras positivas
para IgM e 1gG anti-Chikungunya, os valores de DOssonm Variam de positivos fracos a
positivos fortes (em relacéo ao cut-off), porém, ndo se conhece o impacto da varia¢éo dos
valores de DOusonm Na sintomatologia dos participantes. Assim, foi avaliada a influéncia
das densidades dpticas no quadro clinico da infeccdo do virus Chikungunya em
Mocambique. Metodologia: Trata-se de um estudo longitudinal, retrospectivo, com
recurso a base de dados do estudo ImmunoCHIKYV (2020 — 2021), realizado no centro de
salde de Coalane (Zambézia). Foram analisadas as DOuasonm para IgM e IgG anti-
Chikungunya em 4 momentos (0, 7, 21 e 60 dias) e sua relacdo com sinais e sintomas de
participantes. A influéncia das mudangas de DO4sonm NOS sinais e sintomas foi avaliada
usando o teste U de Mann-Whitney, correlacdo de Spearman e a magnitude do efeito das
variaveis significativas foi analisado no modelo de regressao por quantis. Resultados: As
densidades Opticas dos positivos para IgM em todas as visitas foram baixos [1.1 — 2.5]
em relacdo as densidades opticas para 1gG [2.1 — 4.5] e, quando analisados os sinais e
sintomas, houve reducdo da temperatura axial média de 37+0.09°C para 36.71+0.11°C
para IgM e de 37.36+0.66°C para 36.63+£0.92°C para IgG ao longo das visitas 1 e 4. Os
sintomas comuns nos positivos para Chikungunya na visita 1 foram cefaleia, artralgia,
fraqueza, calafrio, mialgia e anorexia, cuja frequéncia diminuiu ao longo das visitas.
Houve uma alteracéo estatisticamente significativa das DOusonm para IgM em relacéo aos
sintomas cefaleia, dor retro-orbital e dor abdominal (p<0.05) e nenhum sintoma se
destacou para IgG (p>0.05), no entanto, no modelo de regressao por quantis a magnitude
de efeito desses sintomas na alteragdo das DOuasonm ndo foi significativo (p>0.05).
Conclusdo: Os sinais e sintomas ndo foram diretamente influenciados pelas
concentragfes de IgM e IgG mensurados pelas densidades Opticas do teste
imunoenzimatico ELISA, no entanto, outros factores podem desempenhar um papel
importante na alteracéo desses valores.

Palavra-Chave: Imunoglobulina M, Imunoglobulina G, Densidades épticas, sinais e

sintomas, virus Chikungunya, ELISA.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas febris causadas por virus transmitidos por vectores
normalmente artropodes (arbovirus) como mosquitos, caragas e pulgas (CDC, 2022). A
crescente emergéncia e reemergéncia dessas doencas constituem um grande problema de
salde publica a nivel global, dada a capacidade dos vetores em transmitir agentes
infeciosos virais causadores de algumas das doencas infecciosas mais significativas que

emergem no mundo (Paix&o et al., 2017; Carrillo-Herndndez et al., 2018).

Em Africa, febres de etiologia desconhecida sd0 comuns e este grupo inclui as infecgdes
por arbovirus (Adam e Jassoy, 2021). Pouco se sabe sobre a prevaléncia de infeccbes por
arbovirus humanos devido a fraca capacidade diagndstica e a falta de sistemas de
vigilancia epidemioldgica bem estabelecidos para doencas febris (Agboli et al., 2022).

Varios arbovirus sdo descritos clinica e epidemiologicamente importantes em Africa,
causando surtos epidémicos e alguns de forma endémica em muitos paises africanos e,
dentre as mais comuns consta o virus da dengue (DENV), o virus Chikungunya (CHIKV),
0 virus Zika (ZIKV), o virus da Febre Amarela (YFV) e o virus da Febre do Vale de Rift
(RVFV), entre outros (Leta et al., 2018), caracterizadas pelo rapido aumento da
frequéncia de ocorréncia do virus em diversas regides geograficas, principalmente em

regides de clima tropical e subtropical (Merle et al., 2018).

Evidéncias entomoldgicas tém demonstrado que as fémeas dos mosquitos Aedes aegypti
e Aedes albopictus sdo os principais vectores que simultaneamente sdo capazes transmitir
DENV, CHIKV, ZIKV e YFV em humanos no sector urbano (Guiérrez-Bugallo, et al.,
2020; Séanchez-Arcila et al., 2020). Em Mogambique a espécie Aedes aegypti esta
presente em todo o territdrio nacional (Abilio et al., 2018) e, a sua presenga em uma
regido pode evidenciar uma cocirculacdo silenciosa de arbovirus nessa regido (Muianga
et al., 2018; Guiérrez-Bugallo, et al., 2020).

Associados a isso, ja foram registados em Mocambique casos de Dengue e Chikungunya
em diferentes periodos epidemioldgicos demonstrando assim a endemicidade destas
doencgas (Anténio et al., 2018; Muianga et al., 2018; Mugabe et al., 2018; Antonio et al.,
2019; Ali et al., 2022; Mugabe et al., 2023), o que ressalva a importancia de
fortalecimento da vigilancia destes patdgenos e o entendimento de uma possivel

cocirculagdo com outras arboviroses em Mogambique.

Autor: Emidio Nhavoto 1
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O CHIKV causa uma serie de complicacdes na saude do participante infectado, que
podem variar de sinais leves a graves, que geralmente sdo inespecificos (comuns com
outras arboviroses): febre, dor de cabeca, artralgia e erup¢do cutanea, até sintomas raros
e especificos como o caso de artralgias graves e incapacitantes (Merle et al., 2018).

Existem varios métodos de diagnostico do CHIKV, mas geralmente € por meio da
combinacdo do diagndstico clinico, através de sinais e sintomas do participante e,
laboratorial por meio de testes sorol6gicos imunoenzimatico, moleculares e isolamento
viral (Kabir et al., 2021; PAHO, 2023). No entanto, uma das vantagens dos testes
soroldgicos imunoenzimaticos é (1) serem mais acessiveis em Africa, (2) ndo requererem
uma infraestrutura complexa e nem técnicos especializados e (3) a possibilidade de uma

ampla janela de diagnéstico desde a data do inicio dos sintomas (Kabir et al., 2021).

Em Mocambique, o diagndstico tem sido essencialmente por métodos soroldgico,
especificamente pelo teste de diagndstico imunoenzimatico ELISA. Os testes de
diagnostico ELISA, capturam os anticorpos especificos IgM e IgG como resposta
imunolégica do organismo a infec¢do pelo virus ou a deteccao do antigeno — uma proteina
estrutural do virus (Mugabe et al., 2018; Kabir et al., 2021; Lima et al., 2022).

Os resultados da infeccdo por virus Chikungunya pelo teste imunoenzimatico ELISA
comerciais sdo expressos pelo calculo de densidades dpticas (DOasonm) de cada anticorpo
— uma medida quantitativa do espectrofotdmetro que indica a concentracdo dos
anticorpos, onde dependendo do intervalo de valores de corte (cut-off) referenciados pelo
fabricante, as amostras sdo consideradas negativas, indeterminadas e ou positivas para

cada anticorpo anti-lgM ou anti-1gG (Skoog et al., 2009; Chatterjee et al., 2016).

1.1. Problema
O Instituto Nacional de Saude, tem estado a gerar evidéncias da existéncia de CHIKV e
outros arbovirus através de diversas pesquisas no ambito do sistema de vigilancia
sentinela instalado (VIDE — Vigilancia de Doencas (Re)Emergentes). Através desta,
ocorréncia de Chikungunya, co-ocorréncia e coinfeccBes com outros arbovirus é
evidenciada por meio de testes de diagnostico imunoenzimatico ELISA comerciais
(Oludele et al., 2017; Mugabe et al., 2018; Ali et al., 2022; Mugabe et al., 2023).

A partir desses testes € verificado laboratorialmente que os valores das DOassonm de

amostras testadas positivas por ELISA variam, sendo alguns fracos positivos (préximo
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ao cut-off) e outros fortes positivos (distantes do cut-off). Apesar disso, os valores das
DOasonm resultantes das corridas laboratoriais, sdo usados apenas para definir o resultado

da testagem da amostra de forma qualitativa em negativo, indeterminado e positivo.

De forma equivocada, tem-se associado as alteragfes das medidas de DOssonm COM
severidade da doenca em termos de sinais e sintomas. Portanto, ndo se sabe qual € (1) o
significado biologico das diferengas de DOasonm entre participantes com resultados 1gM
e 1gG positivos (2) o padréo de evolugdo das DO4sonm €m amostras positivas ao longo do
tempo e, (3) o que realmente a diferenca dessas medidas revela quando associados aos
sinais e sintomas dos participantes em especifico para Mocambique. Por isso surge a
seguinte questdo de pesquisa: “Sera que existe alguma relacé@o entre os valores das
DOasonm do teste imunoenzimatico ELISA com os sinais e sintomas do participante ao
longo do tempo?

1.2 Justificativa

Autores como Chatterjee et al., (2016), Jain et al., (2020), Lima et al., (2021), e outros ja
analisaram as DOussonm € mMostraram-se importantes para o diagnostico de arbovirus,
porém, poucos analisam o estado soroldgico do participante, o nivel de DOasonm € a Sua
relacdo com quadro clinico do participante. Até onde se sabe, este estudo é Unico que
descreve em detalhes a evolucdo soroldgica e clinica de participantes ambulatérios com
Chikungunya em Moc¢ambique e, para além disso, o acompanhamento clinico dos

participantes foi realizado por 2 meses em participantes suspeitos para Chikungunya.

Resultados deste estudo irdo fortalecer ainda mais (1) os conhecimentos sobre as DOasonm
em Mocambique e sua aplicabilidade em participantes com Chikungunya, (2) melhorar a
interpretacdo de resultados do teste de diagndstico por ELISA para Chikungunya pelos
clinicos. Para além disso, poderdo evidenciar a (3) duragdo e intensidade da resposta
imunolégica mediante a analise da quantidade de imunoglobulinas/ anticorpos IgM e 1gG

e, (4) os sinais e sintomas associados a cada estagio da doenca.

Portanto, a presente pesquisa visa buscar ao detalhe o significado bioldgico das DOasonm
dos participantes testados por ELISA para os virus Chikungunya em um pais com
evidéncias de circulacdo de arboviroses. Esse estudo enquadra-se como prioridade na
Agenda de Investigacdo em Salde Humana (AGISA) (2024 - 2028) em vigor em
Mocambique na medida em que visa melhorar a interpretacdo das ferramentas de

diagnostico em pesquisas na area de doencas emergentes, re-emergentes e negligenciadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Arboviroses

Arboviroses referem-se a doengas causadas por virus transmitidos biologicamente por
artrépodes (arbovirus). Essa transmissdo ocorre entre hospedeiros vertebrados e é
conduzida por vectores artrépodes hematofagos (alimentadores de sangue) como
mosquitos, carrapatos, flebotomineos e moscas picadoras (Alonso-Palomares et al.,
2018). Até o momento, mais de 500 arbovirus foram categorizados, dos quais quase 100
causam doengas em humanos e outros restantes em animais domésticos e selvagens,

causando um grande impacto na saude publica (Alonso-Palomares et al., 2018).

Os arbovirus incluem uma ampla variedade de virus de ARN que podem ser classificados
de acordo com as relagdes antigénicas, morfologia e mecanismos replicativos (Harapan
et al., 2020), em: alfavirus (familia Togaviridae); os flavivirus (Flaviviridae); os
bunyavirus (Bunyaviridae), nairovirus (Bunyaviridae) e flebovirus (Bunyaviridae); os
orbivirus  (Reoviridae); os vesiculovirus (Rhabdoviridae) e o0s thogotovirus

(Orthomyxoviridae) (Weaver e Reisen, 2010; Harapan et al., 2020).

Desses, 0s virus dos géneros Flavivirus e Alfavirus sdo mais importantes, sobretudo nas
regides de clima tropical e subtropical (do qual Mogambique faz parte), conferindo rol de
enfermidades e ameacas a sallde humana e animal dessas regides (da Silva, 2019; Harapan

et al., 2020). No presente estudo, o foco € com o virus CHIKV, um Alfavirus.

2.2.Género Alfavirus: Virus Chikungunya (CHIKV)

2.2.1. Origem de Chikungunya e distribuicéo
O nome “Chikungunya” deriva do dialeto Makonde (Africa), que significa “aquilo que
se dobra”, derivado da raiz do verbo “kungunyala” — secar ou ficar contorcido (Lumsden,
1955). Na regido norte de Mocambique, uma descricdo de uma doenga com as mesmas
caracteristicas clinicas até aos anos 90, era reconhecido como “Chingwingwinda”, palavra
que deriva de guingwindar, que significa “dobrar para cima” para descrever a flexao

articular caracteristica da doenca (Gudo et al., 2016).

A sua origem ndo é bem conhecida, algumas evidéncias revelam a sua origem na Africa
(1952) e na Asia (1958 — 1960) (Khongwichit et al., 2021). Porém, um estudo mais
abrangente de cepas historicas de CHIKV indicou que o virus se originou na Africa e
se espalhou para a Asia em intervalos de aproximadamente 50 anos (fig.1) (Zeller et al.,
2016).
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Figura 1: Origem e distribuicdo do virus Chikungunya a nivel global. Fonte: Zeller et
al., (2016).

O CHIKYV foi isolado pela primeira vez na Africa Oriental em 1952/53 durante uma
epidemia da doenca ndo fatal semelhante a dengue que se desenvolveu ao longo da
fronteira entre a Tanzénia e Mogambique (Paixdo et al., 2017; Majumdar e Jana, 2022).
Tudo indica que esse virus escapou de um complexo ciclo zoonético africano para um
ciclo urbano em intervalos de 40 a 50 anos desde 1823, causando grandes epidemias em

todo o mundo (Paixao et al., 2017).

A reconstrugéo historica revela que durante anos os surtos de CHIK ocorreram nas indias
Ocidentais, estados do sul dos Estados Unidos em 1827-1828, mas eram confundidos com
surtos de dengue antes do advento das técnicas confirmatorias baseadas em laboratério
(Kuno, 2015). Dados médicos dessa época na sua maioria indicavam uma doenca com
artralgia muito grave, muito antes do isolamento do virus na Tanzania, 0 que sugere que
0 virus ja existia circulando em varias regiées do Mundo, inclusive em Mogambique s6

néo era distinguido como Chikungunya (Kuno, 2015; Gudo et al., 2016).

2.2.2. Estrutura do virus Chikungunya

O Virus de Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus, membro da familia Togaviridae,
pequeno (cerca de 60-70 nm de diametro), esférico, envelopado, com o genoma de fita
simples (ARN) de cadeia positiva (fig. 2) (Owolabi et al., 2016; da Silva, 2019).
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Figura 2: Estrutura do virus Chikungunya: A — representacdo esquematica de um corte
transversal do virus; B — estrutura da superficie tridimensional do virus. Fonte:

[https://viralzone.expasy.org/625]

O genoma do virus tem aproximadamente 11.805 nucleotideos de comprimento e, esta
disposto em dois quadros de leitura abertos (Open Reading Framework) de 7.424 e 3.732
nucleotideos, separados um do outro por uma pequena regido ndo codificante (J) de 76
nucleotideos (fig.3) (da Silva, 2019; Calvo et al., 2021). O primeiro quadro de leitura
aberta codifica uma poliproteina de 2.424 amino&cidos, da qual séo liberadas quatro (4)
proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) que direcionam a replicacdo do
genoma. O segundo quadro de leitura aberta codifica uma poliproteina de 1.244
aminoéacidos, da qual sdo liberadas seis (6) proteinas estruturais (Capsideo [C]; proteinas
do envelope E3, E2, 6K, E1 e proteinas transframe [TF]) (fig.3) (Owolabi et al., 2016;
Calvo et al., 2021; Khongwichit et al., 2021).

As proteinas ndo estruturais, sdo importantes na multiplicacdo e montagem de novas
particulas virais. E, as proteinas estruturais medeiam a entrada, permanéncia e liberagdo

da progénie do virus na célula do hospedeiro (Calvo et al., 2021).

s nsP3 | nsP4 E2 6K | (1 |—
5' cap TF Poli A

PROTEINAS NAO ESTRUTURAIS PROTEINAS ESTRUTURAIS

v ¥
Complexo de Composicao do Capsideo
Replicagdo Viral Viral

Figura 3: Representacdo esquematica do genoma do virus Chikungunya. Fonte: da
Silva (2019).
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2.2.3. Diversidade do virus Chikungunya (CHIKV)

A partir das analises filogenéticas realizadas de forma parcial com o gene E1 ou com o
genoma completo do virus Chikungunya, foram identificadas trés principais linhagens
que foram nomeados de acordo com sua origem geografica (fig.4): (1) Africa
Oriental/Central/Sul (ECSA), que corresponde o primeiro virus isolado na Tanzania em
1952; (2) linhagem Asiética, encontrado na Tailandia em 1960 e durante essa década em
paises como Vietnd, Camboja, Filipinas e no subcontinente indiano e, (3) Africa
Ocidental, isolado na Nigéria em 1969, posteriormente, no Senegal e na Costa de Marfim;
(Langsjoen et al., 2018; Khongwichit et al., 2021; Hakim et al., 2022).

Além disso, sdo relatadas também duas principais sublinhagens dos virus Chikungunya,
destacando (1) a sublinhagem do Oceano indico (I0OL ou ECSA-IOL) é uma evolucio da
linhagem ECSA do virus e (2) a sublinhagem Asiatica/Americana surgiu dentro do clado
Asiético (fig. 4) (Langsjoen et al., 2018; Khongwichit et al., 2021).
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Figura 4: Relacdes filogenéticas das principais linhagens do virus chikungunya (CHIKV)

baseados em quadros de leitura abertos. Fonte: Langsjoen et al., (2018).

2.2.4. Transmissao de Chikungunya
A principal forma de transmisséo dos virus Chikungunya e a maioria das arboviroses é
feita principalmente pela picada da fémea do mosquito do género Aedes, um vector com
maquinaria fisioldgica que permite ser infectado pelo virus, replicar no seu interior e

transmitir o virus através da saliva para o hospedeiro (Harapan et al., 2020).
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A transmissao ocorre em dois diferentes ciclos: ciclo silvestre e urbano (fig.5). O ciclo
urbano, refere-se a transmissdo entre humanos e mosquitos, enquanto o ciclo silvestre é
a transmissdo entre animais vertebrados selvagens, primatas ndo humanos (PNHSs) e

mosquitos (Harapan et al., 2020; Hakim et al.,2022).

A transmissdo urbana em varios paises tem como vectores Aedes aegypti e Aedes
albopictus, enquanto a transmissao silvestre ocorre em ambientes selvagens no sudeste
da Asia e Este de Africa, sendo os principais vectores Ae. luteocephalus, Ae. furcifer e
Ae. Taylori (fig.5) (Harapan et al., 2020; Hakim et al.,2022).

Ciclo Silvestre

Ciclo Urbano

Ac. acgypti aegypti
Ac. albopictus

Figura 5: Ciclo de transmissdo de Arbovirus Fonte: Hakim et al., (2022).

Em Mocambique, evidéncias entomoldgicas indicam a circulacdo das espécies Aedes
aegypti (larvas e adultos) em todo territério nacional e Aedes albopictus de forma
limitada, evidenciando a transmissao e co-transmissdo de arboviroses no pais (Abilio et
al., 2018; Neto et al., 2022).

Do principio, os arbovirus utilizam hospedeiros animais para amplificacdo e vetores
artropodes para transmissao, mas, ocasionalmente escapam (por acidente) e se espalham
para humanos ou animais domésticos, onde podem causar doengas, sobretudo em regides

onde a populacéo vive perto de florestas (Harapan et al., 2020; Hakim et al., 2022).

2.2.5. Outras formas de transmissao
Outras formas de transmissdo ndo frequentes € a transmissdo ndo vectorial, durante a
transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos humanos de individuos virémicos e ainda

tem se reportado a transmisséo intrauterina (Harapan et al., 2020).
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2.2.6. Epidemiologia do virus Chikungunya
A situacdo global do virus Chikungunya e outros arbovirus é desconhecida devido a
limitacGes nos dados sobre surtos da doenca, falta de padronizacéo nos procedimentos de
estudo, subnotificacdo de casos de Chikungunya misturados com outras doencas febris,
desigualdade na capacidade de diagndstico entre paises, falta de clareza na definigcdo de
surtos, e sistemas de vigilancia que sO detectam casos sintomaticos atendidos

clinicamente, sem incluir casos comunitarios ndo atendidos (Bettis et al., 2020).

Em éfrica, a capacidade de deteccdo, identificagdo, monitoria e notificacdo de arboviroses
é limitada e, por conta disso, pouco se sabe sobre a situacdo epidemioldgica do CHIKV
e outros arbovirus (Gainor et al., 2022). Apesar disso, ja foram registados varios surtos
causados pelo CHIKV em diversos pontos de Africa, como Maiote (2005 — 2006), Gab&o
(2005 — 2006), llhas da Reunido (2005 — 2006), Camardo (2006), Madagascar (2006),
Senegal (2009), Sierra Leone (2012 — 2013), Sud&o (2015), Republica Democrética de
Congo (1999, 2011 e 2019) e Etiopia (2019) e ambos associados ao geno6tipo ou linhagem
ECSA (Bettis et al., 2020).

Mocambique em especifico, também enfrenta desafios no diagnostico de arbovirus,
incluindo a falta de politicas e estratégias nacionais voltadas para essas doencas,
contribuindo para a negligéncia em casos de Sindrome febril (Gudo et al., 2018; WHO,
2022). Como resultado, a carga de Chikungunya e outros arbovirus e seu impacto
epidemiol6gico sdo desconhecidos no pais, levando a subnotificagdo e tratamento
inadequado em outras doencas febris (Gudo et al., 2018). Além disso, um outro desafio
observado em Mocambique é a alta taxa de perda de participantes para consultas de
acompanhamento, o que limita o conhecimento sobre as reais causas da febre e o
comportamento da infeccdo pelo CHIKV ao longo do tempo, j& que os participantes febris
agudos raramente retornam para consultas de convalescenca (Gudo et al., 2015).

Apesar disso, evidéncias soroldgicas sobre o virus Chikungunya em Mogambique,
revelam uma ocorréncia continua de infec¢bes causadas pelo virus Chikungunya em
participantes com febre aguda desde 2013 (tabela 1), co-ocorréncia e coinfecgdo com
outros arbovirus (Dengue e Zika), malaria e leptospirose, destacando a necessidade de
uma vigilancia continua dessas doencas (Anténio et al., 2018; Antonio et al., 2019;
Mugabe et al., 2018; Ali et al., 2022; Mugabe et al., 2023).
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As infec¢es pelo virus Chikungunya ocorrem em todas as faixas etarias, sexo e em todas

regides (norte, centro e sul), com maior expressdo nas zonas centro e norte do pais onde

verifica-se maior ocorréncia de arboviroses no geral (tabela 1) (Antonio et al., 2018;
Mugabe et al., 2018; Antonio et al., 2019; Ali et al., 2022; Mugabe et al., 2023).

Tabela 1: Dados da vigilancia sentinela de Chikungunya do INS.

Fonte Origemda  Periodo de Regido IgM+ (%)  1gG+ (%)
amostra estudo
Mugabe et  Investigacdo 2019 Norte, 14.1% -
al., 2023 de surto Centro (43/305)
Ali et al., Vigilancia Jan 2017 a Norte, 14.8%
2022 sentinela Dez 2018  Centroe Sul  (134/906) -
Mugabe et Investigagdo  FevaJun Centro 10.4% 63.2%
al., 2018 de surto 2016 (17/163) (103/163)
Antonio et Investigacdo Marc¢o 2015 Centro e 1.5% 28.6%
al., 2018 serolégica  — Maio 2016 Norte (6/392) (112/392)
Antonio et Investigagdo 2009 — 2015 Norte, 6% 17.9%
al., 2019 serologica Centroe Sul  (54/895) (160/895)
Muianga Investigacdo  Mar a Abr Norte 7% 31.5%
etal., 2018 de surto 2014 (8/114) (46/146)
Gudoet Investigacdo Janeiro a Sul - 24.4%
al., 2015 serologica Setembro (38/156)
2013

2.2.7. Factores que influenciam a ocorréncia e distribuicdo do CHIKV

A ocorréncia e distribuicdo dos arbovirus € atribuida a uma combinacdo de uma série de

factores, principalmente:

» Factores socio-demograficos: o aumento da urbanizacéo e viagens globais que

sdo responsaveis pela transferéncia de virémicos de uma &rea endémica de

arbovirus para uma area ndo endémica (Robert et al., 2022; Ngouanet et al., 2022).

» Factores ambientais: o aumento da temperatura global, mudancas nos padrdes

de precipitacdo e ocorréncia de eventos extremos climaticos, sdo responsaveis

pelo surgimento, distribuicdo e abundancia dos vectores competentes para

transmissdo de CHIKYV e outros arbovirus em regies que ndo havia ocorréncia
dos mesmos (Leta et al., 2018; Jing et al., 2019; Giesen et al., 2022)

» Factor bioldgico: Ocorréncia do vector transmissor do virus Chikungunya e do

virus Chikungunya na regido (Ngouanet et al., 2022).
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A nivel global, varios paises combinam a existéncia do vector, condi¢fes climaticas e
ambientais ideias para ocorréncia de arbovirus que variam consideravelmente entre 0s
paises (Leta et al., 2018). Os paises de Africa Subsaariana, sofrem bastante por mudancas
climéticas (Giesen et al., 2022) e apresentam maior risco de vectores estejam infectados

e com capacidade de causar surtos comparativamente outros paises (Leta et al., 2018).

Mocambique em especifico combina a existéncia de (1) condigdes climaticas e
ambientais ideais para ocorréncia e reproducdo do vector transmissor de arbovirus no
territorio nacional, (2) presenga do vector transmissor (Abilio et al., 2018), (3) desastres
relacionados a mudancas climéticas e deslocamento populacional como por exemplo —
eventos extremos climaticos como cheias e ciclones (Mugabe et al., 2021; Muleia et al.,

2024), e (4) viagens internacionais para negécios e ou a busca de graus académicos.

2.3.Fisiopatologia do virus Chikungunya
Apos a transmissdo, 0 CHIKV entra na pele, infecta e se replica em células locais, como
fibroblastos, macrofagos e células epiteliais (Schwartz e Albert, 2010). A entrada do virus
na célula do hospedeiro é por endocitose, mediada por um receptor desconhecido, que
resulta na fusdo da membrana da célula do hospedeiro com o virus causando a liberagdo

do nucleocapsideo contendo o genoma viral (Lum e Ng, 2015).

Ap0bs isso, subsequentes eventos sao desencadeados a nivel do citoplasma e do aparelho
de golgi que permitem a replicacdo do genoma viral, montagem do capsideo,
heterodimerizacdo e maturacdo do virido (Lum e Ng, 2015). Subsequentemente, 0s
virides sao transportados pelo sistema linfatico para os 6rgdos linfoides secundarios, onde
continuam a replicar-se nas células migratérias e a espalhar-se para o sistema sanguineo,
onde o CHIKV pode disseminar-se e infectar células-alvo do figado, musculos,

articulagdes e o cérebro (Silva e Dermody, 2017; Taylor e Rayner, 2023).

A infeccdo viral é caracterizada por um periodo de incubagdo seguido pela fase aguda
durante a qual ocorre um rapido aumento da viremia que geralmente dura de 4 a 6 dias
apos o inicio de sintomas (Vairo et al., 2019). Na fase de viremia, é caracterizado pelo
aparecimento sintomas clinicos como dores nas articulag@es, febre, erupcdo cutanea
maculopapular e petequial. A medida que a carga viral aumenta, as respostas imunes inata
e adaptativa do hospedeiro também sdo desencadeadas para eliminar o virus do organismo

e assim recuperar da infeccdo (Srivastava et al., 2020).
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2.3.1. Imunidade inata do CHIKV
A resposta imune inata contra CHIKV em uma infeccdo aguda consiste na activacao e
infiltracdo de monacitos, macrofagos, células dendriticas (DCs), células T natural Killer
(NKTSs) e elaboracdo de substancias antivirais e moléculas pro-inflamatérias (citocinas,
quimiocinas) (Silva e Dermody, 2017; Tanabe et al., 2018; Poh et al., 2020).

Inicia na fase aguda da doenca (2 — 4 dias de infec¢éo) e, € marcada pelo reconhecimento
do virus por meio de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) pelos
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) geralmente conhecidas como receptores
do tipo Toll (TRLs), das celulas da imunidade inata (Her et al., 2015). Esse
reconhecimento, é responsavel pela secrecdo de sinais pro-inflamatério nas articulacdes
(citocinas e quimiocinas) que potencializam a quimio-atracdo de outras células

imunitérias para o local da infeccdo (Poh et al., 2020)

Um dos grupos de citocinas mais produzidas nesta fase € o interferon tipo | (IFNSs),
especialmente IFN-a e IFN-B (fig.6), que desencadeiam vias de sinalizacdo que
estimulam a expressdo de centenas de genes envolvidos na sintese de multiplas proteinas
antivirais (Schwartz e Albert, 2010). Para além disso, sdo também responsaveis pela
activacdo das células da imunidade inata como os macrofagos e células NKTs, que
fagocitam particulas virais no organismo e destroem células infectadas pelo CHIKV,

potencializando a resposta imunoldgica (Schwartz e Albert, 2010).

2.3.2. Imunidade adaptativa do CHIKV
A resposta imune adaptativa é mediada por linfocitos B e T e geracdo subsequente de
células de memoria que levam a uma resposta especifica a infeccdo viral que protege
contra reinfecdo (Tanabe et al., 2018). Inicia em um periodo de aproximadamente uma
semana apos a infeccdo, com apresentacdo de epitopos virais aos linfocitos TCD4+ e
TCD8+ nos 6rgdos linfoides pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) da
imunidade inata (células dendriticas) (Poh et al., 2020).

Os linfdcitos TCD4" especificas do CHIKV sdo o principal mediador da inflamacéo
durante a patogénese da infeccdo por CHIKV e da activacdo de células B, causando
inchacos nas articulagdes (Teo et al., 2013). A sua actividade ¢ regulada pelas células T-
reguladoras, que aquando da sua interagcdo com APCs, suprime a accao das células TCD4
especificas do CHIKYV e vice-versa (Poh et al., 2020).
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Por outro lado, as células T CD8" (designadas de células T citotoxicas) tem como
principal funcdo induzir a morte celular em celulas infectadas por CHIKV através da
inducdo de lise celular para controlar a replicacédo viral na fase inicial da infeccéo (Teo et
al., 2013). Os linfocitos T CD8" desencadeiam uma resposta antiviral precoce citotoxica
para controlar a replicacdo do virus, seguida de uma mudanca para respostas de células T
CD4" para facilitar a producédo de anticorpos neutralizantes pelas células B (Teo et al.,
2013).

Apos a apresentacdo dos antigenos as células TCD4" e TCD8 pelas APCs, verifica-se um
aumento da proliferacdo e migracdo das células TCD4* e TCD8"* para as articulacdes
inchadas e, contribuem para a inflamacéo através da secrecdo de IFN-y. Fora isso, as
células TCD4+ e TCD8+ especificas do CHIKV podem reconhecer as células endoteliais
infectadas no local da infecdo, levando a ruptura da barreira e agravando o inchago das
articulacGes (Poh et al., 2020).

2.3.3. Imunidade mediada por anticorpos IgM e IgG anti-CHIKV
Inicia com a activacdo dos linfocitos B pelas células TCD4+. Uma vez activados, 0s
linfocitos B diferenciam-se em plasmdcitos — uma célula com maquinaria suficiente para
a producdo de anticorpos especificos anti-CHIKV, principalmente IgM e 1gG, para

neutralizar o virus e facilitar sua eliminacdo no hospedeiro (Srivastava et al., 2020).

Os anticorpos IgM séo produzidos na fase da viremia, geralmente nos primeiros dias de
inicio de sinais e sintomas apds a infeccdo pelo CHIKV e representam a fase aguda de
infeccdo por CHIKYV e pode persistir por 2 — 3 meses (Srivastava et al., 2020), embora
que outros estudos demostram uma persisténcia do anticorpo IgM contra o virus por mais
tempo (10 meses ou mais) (Chelluboina et al., 2019). O anticorpo 1gG é produzido no
final da infeccdo, representa a fase convalescente da infeccdo pelo CHIKYV, €é produzido
geralmente ap6s a eliminagdo do virus e pode persistir no organismo por meses a anos
(Srivastava et al., 2020).

Os anticorpos IgM e IgG reconhecem trés (3) proteinas estruturais (proteina do capsideo
e glicoproteinas E2 e E3) e uma proteina néo estrutural (nsP3) como epitopos lineares
para ligacdo com virus Chikungunya para desencadearem a sua actividade de
neutralizacdo contra o CHIKV. No entanto, a glicoproteina E2 é o principal alvo da
resposta de anticorpos anti-CHIKV durante todo o curso da doenca (desde a fase de

convalescenca até a fase de recuperacdo) (Kam et al., 2012).
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Todas as etapas da imunidade contra o virus Chikungunya desde a infec¢éo ou inoculagéo
do material viral, a resposta imunoldgica do organismo até a elimina¢do do virus no

hospedeiro, encontram-se resumidas na figura abaixo (fig.6).
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Figura 6: Resumo das etapas da resposta imunoldgica para o virus Chikungunya. Fonte:
Poh et al., (2020).

2.4.Principais Sinais e Sintomas de Chikungunya
Uma boa parte dos participantes infectados por Chikungunya desenvolvem sintomas e na
sua maioria estdo associados a altos titulos de viremia durante a fase aguda de infecgdo
por CHIKV, porém, 3 — 28% dos participantes podem permanecer participantes
assintomaticos (Appassakij et al., 2013; Staples et al., 2023; Sagar et al., 2024).

Os sinais e sintomas evoluem em 3 principais fases: fase aguda, p6s-aguda e cronica e a

evolucédo de uma fase para outra depende organismo para organismo (Simon et al., 2015):
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» Na fase aguda (uma semana de inicio de sintomas), a febre &€ um dos primeiros

sinais da infeccdo por Chikungunya, geralmente acompanhada por dores nas

articulaces (atralgia) que podem ser bastante intensas (Merle et al., 2018). Outros

sintomas comuns incluem cefaleia, astenia, erupcdo cutanea, artrite, mialgia,

nauseas e calafrios (Gudo et al., 2018; WHO, 2022). Nesta fase, 0s sintomas sdo

inespecificos, geralmente se sobrepde com outras infec¢des, incluindo aquelas

causadas por outros arbovirus (zika e dengue), limitando o diagnostico clinico da

infeccdo por Chikunguya (Gudo et al., 2018; WHO, 2022).

» Na fase p6s-aguda, que dura até cerca de trés meses ap0s o inicio dos sintomas,

persistem manifestacdes como dores articulares e artrite (inflamacgédo). Esses

sintomas podem diminuir gradualmente, mas podem ocorrer surtos inflamatérios,

especialmente em resposta ao frio. Muitas vezes pode haver fraqueza intensa na

fase pds-aguda, bem como alteracbes neuropsicoldgicas, principalmente quando

a dor é intensa (Simon et al., 2015).

» Na fase crénica, que comeca por volta do quarto més, é caracterizada pela

persisténcia de sintomas como dores articulares e artrite, geralmente induzido pela

persisténcia do CHIKV no organismo em locais como células endoteliais no

figado e outros 6rgéos, células mononucleares no baco, macréfagos no liquido

sinovial e tecidos circundantes e células satélites no masculo (Genderen et al.,

2016 e Silva e Dermody, 2017). Pode haver recorréncia de dores nas articulagdes

mais utilizadas. A evolucéo dos sintomas da doenca pode variar de paciente para

paciente, com alguns pacientes se recuperando sem sequelas, enquanto para outros

0s sintomas sdo persistentes e podem piorar ao longo do tempo, resultando em

inflamacdo ou degeneracdo das articulagbes resultando na curvatura que

caracteriza a doenca (Simon et al., 2015).

2.5.Diagnostico do virus Chikungunya

Para o diagndstico dos arbovirus existem trés (3) principais métodos de diagndsticos:

Isolamento do virus, deteccdo do RNA viral por Reacgdo em Cadeia Polimerase por
Transcriptase Reversa — RT-PCR (Vairo et al., 2019; Kabir et al., 2021; PAHO, 2023) e

métodos soroldgico que incluem o Ensaio imunoenzimatico de captura de anticorpo

(ELISA) e teste de Neutralizacdo por Reducéo de Placa (PRNT) para determinacdo das
imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG) anti-Chikungunya (PAHO, 2017; Kabir et al., 2021).

Autor: Emidio Nhavoto



Avaliacao quantitativa do teste imunoenzimatico ELISA no quadro clinico da
infecgdo e diagndstico do virus Chikungunya

O uso de cada método é condicionado aos dias do inicio de sintomas apés a picada do
mosquito infectado pelo virus Chikungunya (fig. 7) (Tanabe et al., 2018; Vairo et al.,
2019). O isolamento viral, pode ser feito até ao terceiro dia (PAHO, 2017), a RT-PCR
pode detectar o virus durante a primeira semana da doenga, mas, com maior rendimento
até o 5° dia de sintomatologia e, os testes soroldgicos sao ideais a partir de 4 dias do inicio
sinais e sintomas e seu desempenho aumenta com os dias de sintomas (Tanabe et al.,
2018; De Weggheleire et al., 2021).

Serological Tests

RT-PCR
Virus Isolation

Viremia IgM

o ¥’
RS P
() ‘ngol of
symptoms

H

Arthralgia

Mosquito
bite
f i I I

DAY -10/-2 DAY 0 DAY 7 DAY 14 Months, Years

Acute phase Chronic phase

Figura 7: Métodos diagndsticos ideais de acordo com o periodo da infec¢do por CHIKV.
Fonte: Tanabe et al., (2018).

O algoritmo de teste de diagnostico para deteccdo da infeccdo pelo virus chikungunya
consiste em testar todos 0s pacientes que atendem a definicdo de caso clinico de febre e
artralgia e que retornaram de uma regido onde o CHIKV é endémico ou onde a infec¢édo
pelo CHIKV é epidémica com RT-PCR. As amostras com resultados positivos por RT-
PCR séo consideradas amostras positivas confirmadas para CHIKV e, as negativas serdo
submetidas a testagem por ELISA onde as positivas ou indeterminadas serdo confirmadas

como positivas se produzirem resultados positivos por PRNT (CDC, 2024).

2.5.1. Diagnéstico do CHIKV em Mogambique
Em Mocambique, o diagnostico de Chikungunya tem sido essencialmente por método
sorologico ELISA sem nenhum teste confirmatorio adicional. 1sso acontece em parte
porque o isolamento viral, 0 RT-PCR e o PRNT requerem equipamentos caros, pessoal
qualificado, tem procedimentos sensiveis a contaminacéo por substancias externas e 0s

kits usados sao relativamente mais caros (Kabir et al., 2021).
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O teste ELISA é usado para investigar a presenca de anticorpos especificos contra o virus
Chikungunya (IgM ou IgG) através de uma reagédo enzimatica (PAHO, 2017; Kabir et al.,
2021). Pelas defini¢fes do fabricante, os kits de ELISA Euroimmun usados para o
presente estudo na deteccdo de IgM e 1gG anti-Chikungunya, tem uma sensibilidade e

especificidade que variam entre 98.1% - 99.2% e 98.2% - 99.2%, respectivamente.

Embora os fabricantes garantam alta sensibilidade e especificidade dos ensaios ELISA,
estudos revelam que a sensibilidade e especificidade deste ensaio depende da marca em
causa (Lee et al., 2019), da ocorréncia e ou co-ocorréncia com outras arboviroses (Lima
etal., 2021) e do periodo de colecta da amostra (agudo ou convalescéncia) (PAHO, 2017;
Kikuti et al., 2020; Andrew et al., 2022).

Os anticorpos IgM especificos para CHIKV detectados na primeira semana de sintomas
representam a infeccdo recente pelo virus e o IgG uma exposi¢édo ao virus. O diagndstico
recente de CHIKV pode ainda ser confirmado por 1gG se houver um aumento de quatro
vezes no titulo de anticorpos 1IgG em um par de soro das amostras com intervalo minimo
de 15 dias (fase aguda e convalescéncia) (Vairo et al., 2019; PAHO, 2023).

2.5.2. Densidades Opticas do teste ELISA e sinais e sintomas
A interpretacdo do teste ELISA comercial usado para o presente estudo (Eurommun Anti-
Chikungunya ELISA IgM ou 1gG), baseia-se no célculo da razdo entre as medidas de
densidades Opticas da amostra e do calibrador. Os valores da razao correspondente a cada
amostra, sdo comparados com valores de corte (cut-off) referéncia padronizados pelo
fabricante, onde dependendo do valor da razdo calculada, a amostra pode ser classificada
qualitativamente em negativa (0 — 0.9), indeterminado (0.9 — 1.1) e positiva (>1.1), como

ilustra a figura 8 abaixo.

Densidades opticas para anticorpos IgM ou IgG anti-
Chikungunya
=@= Negativo - Indeterminado =@= Positivo

@ ®
0 02040608 1 12141618 2 22242628 3 32343638 4 42444648 5

Figura 8: Intervalos de corte referéncia para determinacao dos resultados dos testes IgM

e IgG anti-Chikungunya. Fonte: Adaptado pelo autor
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A densidade optica € uma medida espectrofotométrica das absorbancias que quantifica a
luz monocromatica absorvida pela amostra em um comprimento de onda especifico
(Skoog et al., 2009). Pelas definicGes do fabricante, o kit ELISA Euroimmun em uso no
presente estudo, as medidas de densidade dpticas representam a luz absorvida pela cor
resultante da reaccdo entre 0 conjugado enzimatico e o substrato cromogéneo em um

comprimento de onda de 450 nm.

De acordo com a Lei de Lambert-Beer, a medida da absorvancia (densidade Optica)
espectrofotométrica correspondente a uma substancia € directamente proporcional ao
caminho optico e a concentracdo da substancia em causa (Skoog et al., 2009). Assim,
quanto maior for a densidade 6ptica em um teste ELISA IgM ou IgG anti-Chikungunya,
maior serd a concentracdo de anticorpos IgM ou IgG anti-Chikungunya presentes no
organismo do participante indicando uma resposta imunolégica mais robusta e, vice-versa

fig.9) (Chatterjee et al., 2016).
(fig.9) (Chatterjee et a ) Onde: A= log(PO/P)=¢hc

Solugdo e A —absorvancia;
:l:,:g;:f;‘;l‘)lec e P, —radiacgéo incidente;
e P —radiaccdo transmitida;
$ p e ¢ —absorvidade;
o —— e b—caminho éptico (cm);

5 e C—concentracdo da substancia.

Figura 9: llustragdo da atenuacdo de um feixe de radiagdo por uma solugéo absorvente.
Fonte: Skoog et al., (2009).

Embora as densidades Opticas estejam relacionadas a resposta imunoldgica para 0s
anticorpos IgM e IgG anti-Chikungunya, nada se sabe sobre a sua influéncia no
aparecimento e ou eliminacdo de sinais e sintomas em participantes infectados pelo virus
Chikungunya. Assim, no presente estudo pretende se avaliar de forma quantitativa as
medidas de resposta imunolégica das imunoglobulinas M e G (densidades 6pticas) e a

sua influéncia na presenca e ou auséncia de sinais e sintomas ao longo das visitas.
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3. OBJECTIVOS
3.1.Geral:
= Avaliar quantitativamente o teste imunoenzimatico ELISA no quadro clinico

da infecgdo e diagnostico do virus Chikungunya.

3.2.Especificos:
= Descrever as caracteristicas sociodemograficas e a frequéncia de sintomas em
participantes positivos para IgM e IgG anti-Chikungunya virus.
= Comparar os padrdes de densidades dpticas e dos sinais e sintomas em
participantes IgM e 1gG positivos pelo virus Chikungunya ao longo do tempo;
= Identificar os sinais e sintomas que influenciam na intensidade da resposta
imunoldgica dos anticorpos anti-IgM e anti-IgG em participantes infectados

pelo virus Chikungunya ao longo das visitas;
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4. HIPOTESES
4.1.Hipdtese Nula:

N&o ha relacdo entre densidades Opticas do teste imunoenzimatico ELISA e a
biologia do participante (o aparecimento de sinais e sintomas do participante);

4.2.Hipotese alternativa:

Existe uma relacéo entre densidades dpticas do teste imunoenzimatico ELISA e a

biologia do participante (o aparecimento sinais e sintomas do participante).
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5. AREA DE ESTUDO

Amostras usadas para o estudo foram colhidas no Centro de Saude de Coalane, situado a
17° 517 36” Sul de latitude e 36° 54’ 24” Leste de longitude na cidade de Quelimane na
provincia da Zambezia (fig.10), no @mbito do estudo ImmunoCHIKYV. O centro de saude

é especializado em multiplos servicos de atendimento de pacientes.

A populacéo da cidade de Quelimane (regido de cobertura da unidade sanitaria) segundo
os dados do Anuério Estatistico 2019 da provincia da Zambézia é de 392 031 habitats,
numa area de 684 km? e uma densidade populacional de 573 habitats/km? (INE, 2019). A
cidade esta administrativamente dividida em cinco (5) Postos Administrativos Urbanos
(PAU), que por sua vez subdividem-se em 52 Bairros (MAEFP, 2020).

O centro de saude de Coalane cobre varios bairros e 4 Postos Administrativos Urbanos,
nomeadamente PAU 1, 2, 3 e 4. O processamento das amostras foi conduzido nos
Laboratorios de Reférencia Nacional do Instituto Nacional de Saide — Mocambique,

situado na EN1 na vila de Marracuene, provincia de Maputo.
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Figura 10: Localizacdo geografica do local de estudo. Fonte: Autor (ArcGis)
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6. METODOLOGIA

6.1.Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional longitudinal, de caracter retrospectivo, de
abordagem quantitativa, que teve como objectivo, medir o nivel de resposta dos
anticorpos IgM e IgG especificos contra CHIKV através das medidas das densidades

Opticas do teste de ELISA e a sua relagdo com os sinais e sintomas dos pacientes.

6.2.Fonte de dados

A fonte de dados foi secundaria, com recurso aos dados referentes ao estudo
ImmunoCHIKV  (Estudo Epidemiolégico-Imunolégico do virus Chikungunya)
implementado no ano 2020 — 2021 na provincia da Zambézia no &mbito da vigilancia de
doencas emergentes e re-emergentes (VIDE). Neste estudo, para a inclusdo dos
participantes foi usado a definicdo de caso da vigilancia de doencas emergentes que
permite captar participantes suspeitos de arboviroses. Deste modo, foram incluidos
participantes atendidos no ambulatério com idade maior ou igual a 12 anos de idade, com
febre relatada ou medida no momento da consulta, com duracdo méaxima de 7 dias, com
diagndstico negativo para maléria e cuja causa da febre ndo € evidente (todos os

participantes com pneumonia, bronquite, celulite, amigdalite e outros foram excluidos).

A todos casos suspeitos de arboviroses dentro dos critérios da vigilancia de doencas
emergentes, foram administrados um consentimento informado e, os participantes que
consentiram foram colhidas amostras de sangue (soro e plasma) e recolhidos os
respectivos dados clinicos e epidemioldgicos, transportadas para o laboratério central do
INS — Sede para o processamento. As amostras e dados dos participantes recrutados foram
colhidas em 4 momentos: visita 1 (dia do recrutamento), visita 2 (7 dias apdés o
recrutamento), visita 3 (30 dias apds o recrutamento) e visita 4 (60 dias ap6s o
recrutamento). Para consultas de seguimento, os participantes eram oferecidos 60Mts por
visita para custear as despesas de transporte e contactados via numero de celular para

recordar ou alertar sobre a consulta.

As amostras foram processadas no laboratorio de serologia do INS — Sede (Maputo)
usando Kits comerciais para deteccdo de anticorpos IgM e 1gG anti-Chikungunya. Para o
efeito, foi usado o kit Anti-Chikungunya Virus ELISA IgM ou IgG (Euroimmun,
Medizinische Labordiagnos tika, Libeck, Alemanha, Ref: El 293a-9061 M) que fornece
um ensaio in vitro semi-quantitativo para a deteccdo de IgM e IgG anti-CHIKV humano
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em soro ou plasma para o diagnostico de Chikungunya, usando as instrucdes do

fabricante.

6.3.Populacéo

A populacéo do estudo foi constituida por todos individuos febris com resultado negativo
para maléria suspeitos de infeccdo por arbovirose com especial atencdo a Chikungunya
recrutados no &mbito do estudo ImmunoCHIKYV (2020 — 2021).

6.4. Tamanho das amostras

A populacdo da cidade de Quelimane (local de colheita de amostra) foi estimada em cerca
de 392 031 habitantes (INE, 2019), com propor¢des actuais de Chikungunya no pais que
variam entre 14.1% (Mugabe et al., 2023) a 14.8% (Ali et al., 2022). Assim, considerando
p=14.8% foi aplicada a formula abaixo para determinar o tamanho minimo de amostras

necessarias para o presente estudo (nivel de confianga de 95% e E=5%).

. N. (Zoc/z)z.p.q
(N =1).E? +p.q. (Zoj2)

n=193.7 amostras

O tamanho da amostra minimo calculado para o presente estudo foi de 194, no entanto
foram usados todos dados da base de dados em anélise (208 participantes) que obedecem
os critérios de inclusdo para o presente estudo como forma de obter maior

representatividade dos dados em estudo.

6.5.Critérios de inclusdo e exclusdo dos participantes para o presente estudo
6.5.1. Critérios de inclusdo dos participantes
A selecdo dos dados para analises no presente estudo foi mediante os seguintes critérios

de inclusio:

e Obedeceram os critérios de inclusdo para o estudo mae (ImmunoCHIKV) e que
tenham diagnostico ELISA IgM e IgG para o virus Chikungunya;

e Participantes com pelo menos uma (1) visita e que ndo devem ter mais de 7
dias de inicio de sinais e sintomas na visita 1;

e Participantes com o registo das densidades oOpticas correspondente aos
resultados IgM e 1gG do teste de diagnostico ELISA CHIKV.

Autor: Emidio Nhavoto 23



Avaliacao quantitativa do teste imunoenzimatico ELISA no quadro clinico da
infecgdo e diagndstico do virus Chikungunya

6.5.2. Critérios de e exclusédo dos participantes
e Todos os participantes que ndo tem resultado do laboratério e ou dados
demogréficos e clinicos, foram excluidos do estudo;
e Todos com datas de admissdo e data de colheita de amostra e dados ndo

preenchida.

6.6.Variaveis de interesse

Foram consideradas as seguintes variaveis para o estudo:

e Dados sociodemograficos: sexo, idade, escolaridade, bairro e posto
administrativo;

e Resultado do diagndstico ELISA para captura IgG e IgM anti-CHIKV nas visitas
1, 2, 3 e 4: Positivo, Negativo e Indeterminado;

e O valor da medida das densidades épticas (DOasonm) correspondentes a todos 0s
resultados do laboratorio das amostras testadas;

e Data da colheita da amostra;

¢ Informagdo clinica do participante: os sinais e sintomas das visitas 1, 2, 3 e 4.

6.7.Gestéo e Analise de dados

Os dados selecionados criteriosamente, foram organizados em uma planilha no Microsoft
Office Excel 2016, com base nas varidveis de interesse (tabela 7 em anexo). Todas as
analises descritivas e inferenciais foram conduzidas utilizando o pacote estatistico SPSS,
versdo 26 (IBM SPSS Statistics, 2019, Armonk, Nova lorque, Estados Unidos), em um

nivel de confianca de 95%.

» Variavel dependente: medidas das densidades Opticas de participantes positivos
para ELISA IgM e IgG anti-Chikungunya

» Variaveis independentes: sinais e sintomas observados nos participantes.

As analises descritivas realizadas compreendem o resumo das frequéncias (1) dos dados
sociodemograficos dos participantes (pessoa, tempo e lugar), (2) da positividade de IgM
e IgG anti-Chikungunya ao longo das visitas. Para além dessas, foi examinada (3) a
distribuicdo das densidades dpticas do teste ELISA para IgM e 1gG anti-Chikungunya e

(4) a frequéncia dos sinais e sintomas dos participantes ao longo das 4 visitas.

Para comparar as medianas das medidas de densidades Opticas entre os participantes
seropositivos para IgM e IgG anti-Chikungunya em diferentes visitas (1, 2, 3 e 4), foi
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realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparacfes
maultiplas. Além disso, para comparar a temperatura axial média entre os participantes
positivos para IgM e IgG anti-Chikungunya nas quatro visitas, foram aplicados os testes
Anova One Way e o teste de Tukey, considerando os pressupostos de normalidade e

homogeneidade de variancia.

Adicionalmente, foi realizado uma anélise bivariada empregando o teste de Spearman
para determinar a correlagdo entre as DOasonm COmM a duragéo da febre e temperatura axial
dos participantes em diferentes visitas em participantes positivos no teste ELISA para
IgM e IgG anti-Chikungunya. Para além disso, foi realizado o teste ndo paramétrico U de
Mann-Whitney para verificar a associacdo entre a presenca ou auséncia de cada um dos
sintomas dos participantes e a alteragdo das medidas de DOassonm €m diferentes visitas em
participantes positivos no teste ELISA para IgM e IgG anti-Chikungunya.

Por fim, foi feita uma andlise univariada e multivariada, usando regressao por quantis nos
quartis de 25%, 50% e 75%, para avaliar o impacto dos sinais e sintomas significativos
na alteracdo das densidades Opticas pela analise bivariada. O modelo foi ajustado com
base nas medidas de densidade dptica do teste ELISA em participantes positivos para
IgM e IgG anti-Chikungunya, considerando também os sinais e sintomas desses

participantes.

6.8.Consideracdes Eticas

O estudo ImmunoCHIK foi conduzido usando o protocolo do estudo principal
ARBOMAP (Epidemiological, Immunological and Entomological Investigation of
Arbovirus in 11 districts in Mozambique), que teve aprovacao pela Comissao Nacional
de Bioética de Mocambique, com a sua Ultima renovacdo em 2021 durante o estudo
ImmunoCHIKYV (Ref: 220/CNBS/21). O consentimento informado foi obtido para cada
participante do estudo ou seu representante legal, no caso de criangas menores de 18 anos,
de acordo com os requisitos do sistema de vigilancia sentinela de rotina para sindrome
febril de causa desconhecida, no &mbito da Vigilancia de Doengas (Re)-emergentes em
Mocambique. Para protecédo da identidade do participante, cada participante recebeu um
codigo unitario de acesso restrito apenas ao investigador principal do estudo, e a base de
dados foi partilhada com os dados de identidade dos participantes (como nomes)

devidamente mascarados.
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7. RESULTADOS

7.1.Caracteristicas socio demograficas dos participantes

No &mbito do estudo ImmunoCHIK, foram recrutados 208 participantes com sindrome
febril de causa desconhecida, dentre os quais 53.8% (112/208) foram do sexo feminino e
45.2% (94/208) do sexo masculino e 1.0% (2/208) sem informacédo do sexo, com idade
mediana de 27 (IQR, 37.4 — 21.0) anos. Desses participantes, a maior parte frequentavam
0 ensino secundario 49.0% (102/208) e, eram residentes nos postos administrativos
urbanos 1 e 2 (PAU 1 e 2), com 46.2% (96/208) e 43.3% (90/208) de frequéncias,
respectivamente (tabela 2).

Do total de participantes recrutados, a frequéncia do retorno ao longo das visitas reduziu
gradualmente de visita 1 a 4, com 72.1% (150/208), 52.4% (109/208) e 32.7% (68/208)
nas visitas 2, 3 e 4, respectivamente (tabela 2).

7.2.Frequéncia de positividade

Do total dos participantes recrutados, 26.0% (54/208) foram positivos para IgM anti-
Chikungunya (visita 1), dos quais a sua frequéncia de positividade foi variando ao longo
das visitas de retorno, com 21.1% (32/150) 41.3% (45/109) e 35.5% (24/68) nas visitas
2, 3 e 4 respectivamente. Por outro lado, para o anticorpo IgG anti-Chikungunya foi
observado que do total dos recrutados somente 63.9% (133/208) foram positivos para IgG
anti-Chikungunya e essa positividade também variou entre as visitas com 48.7% (73/150)
60.6% (66/109) e 58.8% (40/68), respectivamente nas visitas 1, 2 e 3 (tabela 2).

Dos participantes do sexo feminino recrutados para o estudo (visita 1), 23.2% (26/112)
foram positivos para o anticorpo IgM anti-Chikungunya e 66.9% (75/112) foram
positivos para o anticorpo IgG anti-Chikungunya. Em contrapartida, nos participantes do
sexo masculino, 29.8% (28/94) e 59.6% (56/94) foram positivos para os anticorpos IgM

e 1gG anti-Chikungunya, respectivamente.

Nos participantes recrutados (visita 1), a maior positividade foi observada em
participantes com ensino secundario 31.4% (32/102) e técnico profissional 43.8% (7/16),
com idade mediana de 27.5 (IQR, 36.75 - 20) anos e na sua maioria eram residentes no
PAU2 22.9% (22/96) e PAU3 25.6% (23/90) para IgM anti-Chikungunya. Para IgG anti-
Chikungunya, participantes com ensino primario 81.8% (45/55) e secundario 51.9%

(53/102), com idade compreendida em 34 (IQR, 45 - 25) e na sua maioria residentes no
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PAU2 62.5% (60/96) e PAU3 68.9% (62/90) apresentaram maior frequéncia de

positividade (tabela 2 abaixo).

Tabela 2: Caracteristicas Sociodemograficas dos participantes recrutados e positividade

para o anticorpo IgM e IgG anti-Chikungunya

Caracteristicas Geral n (%)

Positivos IgM n (%)

Positivos 1gG n (%)

N=208 N=54 N=133
Visitas
Visita 1 208 (100%) 54 (26.0%) 133 (63.9%)
Visita 2 150 (72.1%) 32 (21.3%) 73 (48.7%)
Visita 3 109 (52.4%) 45 (41.3%) 66 (60.6%)
Visita 4 68 (32.7%) 24 (35.3%) 40 (58.8%)
Género
Feminino 112 (53.8%) 26 (23.2%) 75 (66.9%)
Masculino 94 (45.2%) 28 (29.8%) 56 (59.6%)
Sem Informacéo 2 (1.0%) 2 (100%)
Idade: Mediana (IQR) anos 27 (37.4 - 21) 27.5 (36.75 - 20) 34 (45 - 25)
Escolaridade
Nenhum 17 (8.2%) 2 (11.8%) 14 (82.4%)
Primario 55 (26.4%) 10 (18.2%) 45 (81.8%)
Secundario 102 (49.0%) 32 (31.4%) 53 (51.9%)
Técnico Profissional 16 (7.7%) 7 (43.8%) 11 (68.8%)
Universitario 13 (6.3%) 3 (23.1%) 6 (46.2%)
Sem Informacéo 5 (2.4 %) 4 (80.0%)
Postos Administrativos Urbanos (PAU)
PAU 1 4 (1.9%) 1 (25.0%) 2 (75%)
PAU 2 96 (46.2%) 22 (22.9%) 60 (62.5%)
PAU 3 90 (43.3%) 23 (25.6%) 62 (68.9%)
PAU 4 14 (6.7%) 6 (42.9%) 6 (42.9%)
Fora da area 5 (1.9%) 2 (40.0%) 3 (60.0%)

7.3.Variagdo das medidas das DO450 nm para o anticorpo IgM anti-CHIKV

De forma geral, as medidas de densidades dpticas do anticorpo IgM anti-Chikungunya do

teste imunoenzimatico ELISA a 450nm distribuem-se de forma assimétrica (p<0.05). No

geral os casos mais frequentes de densidades dpticas em ambas as visitas se concentram

nas densidades dpticas mais baixas, que perfazem o intervalo de ODasonm [1.1 — 2.5],

considerando a divisdo dos intervalos de classes em 40 partes iguais, como ilustra o

histograma abaixo (fig. 11).
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Figura 11: Frequéncia de ocorréncia de densidades opticas em todas as visitas em
participantes positivos para a imunoglobulina M.

As medidas de densidades Opticas do teste ELISA a 450nm para amostras IgM anti-
Chikungunya positivas apresentaram uma distribuicdo variada dentro de cada visita e
entre as visitas. O grafico abaixo (fig. 12), demonstra que a medida de densidades Opticas
tende a aumentar da visita 1 para 3, e reduz da visita 3 para visita 4, com a mediana das
densidades dpticas de 1.48 (IQR, 1.91-1.27); 2.11 (IQR, 2.77-1.52); 2.19 (IQR, 2.63-
1.41); e 1.77 (IQR, 2.56-1.36) nas visitas 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Figura 12: Comparacdo entre densidades Opticas de amostras positivas para a

imunoglobulina M anti-CHIKYV nas diferentes visitas.

Autor: Emidio Nhavoto 28



Avaliacao quantitativa do teste imunoenzimatico ELISA no quadro clinico da
infecgdo e diagndstico do virus Chikungunya

A diferenca na distribuicdo das medidas das densidades Opticas foi significativa apenas
entre as visitas 1 e 2 (p=0.007) e visitas 1 e 3 (p=0.01), ndo sendo significativa em outras
comparagles cruzadas das visitas (p>0.05). Para além disso, alguns participantes
apresentaram valores de medidas de densidades dpticas fora do padrdo esperado
(outliers), alguns com densidades 6pticas moderadas (visitas 2 e 3) e outros com

densidades dpticas extremamente altos (visitas 1 e 2), conforme ilustra a figura 12.

7.4.Variacéo das medidas de DO450 nm para o anticorpo IgG anti-CHIKV

De forma geral, as medidas de densidades Opticas do anticorpo IgG anti-Chikungunya do
teste imunoenzimatico ELISA distribuem-se de forma assimétrica (p<0.05). No geral os
casos mais frequentes de densidades Opticas, concentraram-se no intervalo de DOaso nm
[2.1 — 4.7] visita 1, [2.0 — 2.8] visita 2, [2.3 — 2.9] visita 3 e [2.1 — 2.6] na visita 4,
considerando a divisdo dos intervalos de classes em 40 partes, como ilustra o histograma
abaixo (fig.13).
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Figura 13: Frequéncia de ocorréncia de densidades opticas em todas as visitas em
participantes positivos para a imunoglobulina G.
Por outro lado, as medidas de densidades dpticas das amostras positivas para o anticorpo
IgG anti-Chikungunya pelo teste ELISA, também apresentaram uma distribui¢éo variada
dentro de cada visita e entre as visitas, tal como o observado na anélise das densidades

Opticas de amostras IgM anti-Chikungunya positivas.

Entretanto, a variacdo mediana das densidades Opticas entre as visitas teve um outro

padrdo diferente do observado na medi¢do com o anticorpo IgM anti-Chikungunya. A
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figura abaixo (fig.14), mostra-nos que a densidade Optica reduziu da visita 1 [3.23 (IQR,
3.97 — 2.5)] para a visita 2 [2.45 (IQR, 3.40 — 1.99)] e, segue aumentando para a visita 3
[2.74 (IQR, 3.42 — 2.33)] e retorna a reduzir para a visita 4 [2.55 (IQR, 2.94 — 2.34)].

7,0
65

55 -1 °
5,0
45
40

A o]
35

N g m

25

203

15

1,0 - —_— N

Densidade opticas IgG Anti-Chikungunya

0 T T T T ' T ' T
Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita 4

Visitas
Figura 14: Frequéncia de ocorréncia de densidades Opticas em todas as visitas em

participantes positivos para a imunoglobulina G. Legenda: 0 — DOasonm moderados;

ComparacBGes mdltiplas entre as visitas, revelam diferencas significativas entre as
medidas das densidades Opticas das visitas 1 e 2 (p=0.000), visita 1 e 3 (p=0.024) e visitas
1 e 4 (p=0.03). Porém, essas diferengas ndo foram significativas em outras combinacfes

de visitas, usando o teste Kruskal-Wallis a 5% de significancia estatistica.

Para além disso, foi igualmente observado que alguns participantes apresentaram valores
de medidas de densidades Opticas fora do padrdo esperado (outliers), ambos com
densidades dpticas moderadas (figura 14) nas visitas 2, 3 e 4.

7.5.Sinais e sintomas dos participantes positivos para o anticorpo IgM e IgG anti-

Chikungunya ao longo das visitas e relagdo com DO450nm

A duracdo mediana da febre em participantes que testaram positivo para IgM anti-
Chikungunya foi de 2 dias (IQR, 3 — 1.75) dias e, para participantes positivos para 1gG
anti-CHIKV, a duracdo mediana da febre foi de 3 dias (IQR, 4 — 2) dias. Tanto para
participantes positivos IgM anti-Chikungunya assim como para 1gG anti-Chikungunya,
esta varidvel ndo esta relacionada com aumento ou reducdo de densidade Optica de

participantes em todas as visitas (p>0.05), conforme ilustram as tabelas 5 e 6 em anexo.
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A temperatura axial em participantes IgM anti-Chikungunya positivos variou entre as
diferentes visitas (tabela 5 em anexo), reduzindo da visita 1 com temperatura axial média
37.75 £ 0.09 °C para 36.71 £ 0.11 °C na visita 4 e, a diferenca média entre a temperatura
nas diferentes visitas foi estatisticamente significativa pelo teste Anova One way
(p<0.01). Essa diferenca foi relevante apenas quando comparada a temperatura média da

visita 1 com as outras restantes visitas pelo teste de Tukey (p<0.01).

Tal como verificado para o IgM anti-Chikungunya, a temperatura dos participantes
reduziu entre as visitas nos participantes reactivos para 1gG anti-Chikungunya, com
temperatura axial média de 37.36 = 0.66 °C na visita 1 para 36.63 £ 0.92 °C na visita 4 e,
a diferenca média entre elas foi estatisticamente significativa (p<0.01). Essa diferenca é
verificada quando comparada a temperatura da visita 1 com as restantes visitas (Tukey,
p<0.01), conforme ilustra a tabela 6 em anexo. Tanto para participantes positivos IgM
anti-Chikungunya assim como para IgG anti-Chikungunya, a temperatura axial dos
participantes nao estd relacionada com aumento ou reducdo de densidade Optica de

participantes em todas as visitas (p>0.05), tabela 5 e 6 em anexo.

Os sintomas mais frequentes em participantes positivos para IgM recrutados foram a
cefaleia 96.2% (51/53), artralgia 66.0% (35/53), fraqueza 60.4% (32/53), calafrio 56.6%
(30/53), mialgia 45.3% (24/53) e anorexia 34.0% (18/53). Desses, sintomas como a
cefaleia, fraqueza e artralgia foram persistentes até na 42 visita, com frequéncia dos
sintomas 16.7% (4/24), 8.3% (2/24) e 8.3% (2/24), respectivamente (fig. 15).
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Figura 15: Frequéncia dos sintomas em participantes positivos ao IgM anti-Chikungunya
durante as 4 visitas.
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No entanto, a presenca ou ndo de cefaleia (p=0.044), dor retro-orbital (p=0.002) e dor
abdominal (p=0.044) sdo os Unicos sintomas que demostraram ser importantes na
alteracdo de medidas de densidades Opticas para IgM anti-Chikungunya apenas na visita
1 (tabela 5, em anexo). Outros sintomas na visita 1 assim como em outras visitas ndo

foram importantes na alteracdo de densidades dpticas.

A analise individual dos sintomas associados em diferentes niveis de densidades Opticas
(baixas — Q1, medianas — Q2 e altas — Q3) em participantes IgM anti-CHIKV positivos
observado na visita 1 est apresentada na tabela 3 (modelo ndo ajustado). As chances de
participantes IgM anti-CHIKYV positivos apresentarem cefaleia aumenta com o aumento
do valor das densidades opticas quando comparado a participantes que ndo apresentaram
esse sintoma tanto em densidades Opticas mais baixas (coef = 0.161), medianas (coef =
0.391) assim como nas altas (coef = 0.707). Participantes que apresentaram dor retro-
orbital e dor abdominal demostraram ser um factor protector na alteracdo de densidades
Opticas (tanto em niveis de densidades Opticas baixas, medianas e altas), quando
comparado a participantes que nao apresentaram esses sintomas (coeficiente de regresséo

negativa), conforme ilustra a tabela 3.

Apesar de verificado o efeito adverso dos sintomas em diferentes niveis de densidades
Opticas (baixos, medianos e altos), a magnitude do feito de participantes com cefaleia, dor
retro-orbital, assim como participantes com dor-abdominal (individualmente) na
alteracdo de densidades dpticas ndo foi possivel estimar (tabela 3), pois os coeficientes

de regressdo ndo foram significativos (p>0.05).

Tabela 3: Influéncia dos sintomas nas medidas de densidades dpticas nos quartis 25%,

50% e 75% (Analise Regressao quantilica Univariada — Modelo nédo ajustado).

Q1=25% Q2=50% Q3=75%
Sintomas
Coef. P-valor Coef. P-valor Coef. P-valor
Cefaleia 0.16 0.548 0.39 0.457 0.71 0.746
Dor Retro-orbital -0.23 0.221 -0.40 0.343 .07, 0688
Dor abdominal -0.16 0.565 -0.39 0.436 073 0.740
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A andlise em simultdneo dos sintomas associados em diferentes niveis de densidades
Opticas, em participantes IgM anti-CHIKV positivos observado na visita 1 esta
apresentada na tabela 4 (modelo ajustado). Neste modelo, participantes que apresentaram
cefaleia, dor retro-orbital e dor abdominal apresentaram um cenario diferente do
observado na andlise univariada (modelo ndo ajustado) em relacdo com as densidades
Opticas. Participantes com esses sintomas mostraram ter um efeito protector na alteracédo
das densidades 6pticas em participantes IgM anti-CHIKV positivos tanto em valores mais
baixos de densidades dpticas (Q1=25%), medianos (Q2=50%) e altos (Q3=75%) quando
comparado a participantes que nao apresentaram simultaneamente esses sintomas (0s
valores dos coeficientes de regressdo nos diferentes quartis de ambos sintomas foram

negativos).

Apesar disso, também néo foi possivel medir a magnitude do efeito do parametro de
estimacdo uma vez que ndo houve significancia estatistica do coeficiente de regressédo

(Padj>0.05), conforme ilustra a tabela 4.

Tabela 4: Influéncia dos sintomas nas medidas de densidades Opticas nos quartis 25%,
50% e 75% (Analise Regressao quantilica multivariada — Modelo ajustado).

Q1=25% Q2=50% Q3=75%
Sintomas Coef. P-valor Coef. P-valor  Coef. P-valor
Cefaleia -0,01 0,969 -0.01 0,989 -0.08 0,981
Dor Retro-orbital -0.25 0,301 -0.47 0,478 -0.87 0,773
Dor abdominal -0.24 0,179 -0.46 0,339 -0.75 0,711

Portanto, tanto na analise univariada assim como a multipla, a cefaleia, dor retro-orbital
e dor abdominal ndo tem influéncia na alteracdo das medidas de densidades dpticas, tanto

em niveis de densidades Gpticas baixos, medianos e assim com altos (p>0.05).

Por outro lado, os sintomas mais frequentes em participantes recrutados positivos para
IgG foram a cefaleia 97.8% (131/134), atralgia 76.9% (103/134), calafrio 62.7%
(84/134), fraqueza 61.9% (83/134), anorexia 47.0% (63/134) e mialgia 33.6% (45/134).
Desses, sintomas como a cefaleia, altragia, fraqueza, e mialgia foram persistentes até na
4 visita, com frequéncia dos sintomas 10.0% (4/40), 5.0% (2/40), 2.5% (1/40), e 2.5%
(1/40) respectivamente (fig.16).
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Figura 16: Frequéncia dos sintomas em participantes positivos ao IgG anti-Chikungunya
durante as 4 visitas.

A presenca ou ndo de qualquer um dos sintomas analisados néo teve impacto na alteracéo
das medidas das densidades opticas (DOasonm) do teste imunoenzimatico ELISA IgG anti-
Chikungunya nas 4 visitas analisadas (p>0.05), ilustrado na tabela 6 (anexo). Portanto,
para IgG anti-Chikungunya ndo foi realizado o teste de regressao quantilica uma vez que
nenhum dos sintomas foi significativo quando relacionada com medidas de DOassonm em

todas as visitas.

8. DISCUSSAO

Mocambique é um dos paises mais afectados pelos eventos extremos climaticos e este
facto tem desafiado varios sectores incluindo o sector da saude, intensificados em parte
pela intensidade assim como pelos impactos sociais que frequentemente se fazem sentir
em varios pontos do pais (MISAU, INS e OMS, 2019; Mugabe et al., 2021). Estudos
indicam que em periodos pds-ciclones (Idai e Kenneth em 2019) houve o reporte da co-
ocorréncia e coinfecgdo de arbovirus e outros patégenos em participantes impactados nas
provincias de Sofala e Cabo delgado. A carga de participantes soropositivos para IgM
anti-Chikungunya foi de 14.1% (43/305) na populacéo costeira e afectadas por estes dois
eventos climaticos extremos que se dirigiram as unidades sanitarias com sindrome febril
(Mugabe et al., 2023).
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O presente estudo foi implementado no Centro de Saude de Coalane, cidade Quelimane,
um ano depois da ocorréncia do ciclone ldai e Kenneth, como estratégia para medir o
impacto dos eventos extremos climaticos na dindmica da infeccdo pelo virus
Chikungunya em periodos pos-ciclones. Através disso, notou-se um aumento da
positividade para o anticorpo IgM anti-Chikungunya de 14.1% (43/305) em 2019
(Mugabe et al., 2023) para 26.0% (54/208) nos periodos 2020 — 2021 em participantes
recrutados (visita 1) com sindrome febril de causa desconhecida. A Chikungunya é
endémica em Mocgambique, e 0s eventos extremos climaticos possibilitam a disseminagéo
da doenca para novas areas e assim como agravamento da incidéncia e gravidade da
doenca. Note que em um espaco de 5 anos, foi verificado o aumento da frequéncia de
casos positivos tanto para IgM assim como para 1gG, isto €, em um estudo anterior
realizado em 2016 em Quelimane foi verificado anticorpos IgM e 1gG anti-CHIKV em
10,4% (17/163) e 63,2% (103/163) participantes respectivamente contra 26.0% (54/208)
para IgM e 63.9% (133/208) no presente estudo (Mugabe et al., 2018, Mugabe et al.,
2021).

Apesar de tratar-se de areas de estudos diferentes, ambas as provincias de estudo (Sofala,
Zambézia e Cabo-delgado) séo costeiras, e ja presenciaram pelo menos um (1) ciclone
tropical (MISAU, INS e OMS, 2019), evidenciando uma possivel influéncia de eventos
extremos climéticos na intensificacdo das doencas sensiveis a clima como arbovirus em

periodos pds exposicao a eventos extremos climaticos.

Em Abril de 2023 foi registado ainda o ciclone tropical Freddy que foi mais severo na
zona centro, sobretudo nas provincias de Sofala e Zambézia (area de estudo para este
estudo), onde houve registo de maior ocorréncia de célera (OCHA, 2023) mas nenhuma
investigacao foi feita sobre o impacto desse ciclone na dindmica de infec¢do pelo virus
Chikungunya e outros arbovirus durante e apds a ocorréncia desse evento climatico, o
que significa que possivelmente possam ocorrer transmissdes mais frequentes de
Chikungunya nesse ponto de pais, havendo necessidade de monitoria continua dos

impactos das mudancas climaticas neste pais (Mugabe et al., 2021).

Foi observado ainda o baixo retorno dos participantes para as consultas de
acompanhamento (visitas 2, 3 e 4), de 208 participantes na visita 1 retornaram apenas
32.7% (68/208) na visita 4. Este € um cenario comum em Mocgambique e foi também

observado pelo Gudo et al., (2015) em um estudo sobre evidéncia soroldgica do virus
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Chikungunya realizado em Maputo (2013), onde apenas 52.3% (209/400) dos
participantes febris agudos retornaram a consultas de convalescenca e, foi associado a
perda de interesse dos participantes ap6s a reducdo de sinais e sintomas em cerca de 7
dias.

Comparativamente ao cendario observado por Gudo et al., (2015), no presente estudo
houve melhorias na taxa de retorno de participantes, até 30 dias apds a primeira consulta
(visita 3), 52.4% (109/208) dos participantes retornaram a consulta de acompanhamento
no entanto, ha necessidade de fortalecimento do seguimento de participantes em
vigilancias de sindrome febril, adaptando para metodologias participativas com
engajamento e participacdo comunitaria, p6s mesmo compensando 0s participantes no
dinheiro de transporte na visita de seguimento ou ligacdo periodica para os participantes
de seguimentos ndo se mostrou eficaz na retencéo e reducdo da perda dos participantes
no seguimento. A adopcdo de estratégias de retencdo deve ter atencdo com 0s aspectos
antropoldgicos de cada regido pois estratégias podem néo ser aplicaveis em diferentes
contextos. Por exemplo, no Suriname adoptou-se estratégias compativeis com o estado
socioeconémico da populacdo num surto de CHIKV em Suriname, onde 0s participantes
infectados foram seguidos em suas casas e monitorados o0s sinais e sintomas via chamadas
celular até 180 dias (Genderen et al., 2016). Neste estudo, metade dos participantes ndo
tinham nameros de celulares para busca activa ou ndo forneciam alegando desconfianca
uma vez que a pandemia da COVID_19 acelerou os estigmas relacionados ao rastreio de
casos e busca activa e os participantes relacionavam este facto. Por outro lado, apenas
46% da populacdo Mocambicana é alfabetizada e os niveis de iliteracia em saude publica
é assustador (INE e IFC, 2024).

Este € um desafio que limita o diagndstico de participantes suspeitos para arbovirus,
sobretudo em um pais onde o teste de diagndstico utilizado para detec¢do e confirmacéo
de Chikungunya em participantes febris é essencialmente seroldgico pelo método ELISA
para captura de anticorpos IgM ou IgG anti-Chikungunya (sem nenhum teste de
identificacdo do antigeno viral), onde dependendo do nivel de producdo dos mesmos pelo

organismo até ao momento de colheita da amostra podem ndo ser detectaveis.

Neste contexto, é crucial a consulta de acompanhamento para medir o nivel de DOaso nm
pois, sabe-se que infec¢des agudas pelo virus Chikungunya na auséncia de reaccéo para

IgM podem ser confirmadas verificando o aumento em 4 vezes o titulo de anticorpos 1gG
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(soroconversdo) em um par de amostras de soro com diferenca de 15 dias de colheita
(Vairo et al., 2019; PAHO, 2023). Assim, possiveis casos de infeccdo aguda por CHIKV
para este estudo com anticorpos IgM anti-CHIKV em um nivel ndo detetavel pelo teste
ELISA navisita 1 podem ter sido perdidos, limitando ainda mais a identificacdo de surtos
e o conhecimento das medidas de morbidade e da epidemiologia real da doenca em

Mocambique e em Africa e no mundo conforme descrito por Bettis et al., (2020).

De acordo com Bettis et al., (2020), para além da limitacdo na capacidade diagnostica e
na identificacdo de surtos, o conhecimento da epidemiologia do CHIKV é também
condicionado pela falta de procedimentos padronizados para estudar a doenca
(diversidade de metodologia, desenhos de estudos e populacbes), negligéncia e ou
subnotificacdo de participantes febris e o0 sistema de vigilancia que é essencialmente a
base clinico-hospitalar ignorando participantes assintomaticas e sintométicos que possam

estar presentes a nivel comunitario.

Foi observado ainda que a positividade varia entre os postos administrativos, tanto para
0 anticorpo IgM quanto para o 1gG anti-CHIKV, o que nos sugere que embora haja maior
transmissdao do CHIKYV e outros arbovirus na zona centro e norte, é preciso ter em conta
que ha desigualdade nas infeccdo por esses virus entre diferentes pontos da mesma regiao,
cidade ou provincia. Isso pode estar associado a diferencas na exposicdo a factores de
riscos relacionados a ocorréncia massiva de transmissdo do virus Chikungunya nos
diversos pontos da cidade de quelimane que estejam envolvidos com o estabelecimento
de condicBes para a reproducdo do mosquito transmissor, tais como a presenca de tanques
de armazenamento de agua, baldes, latas e pneus com &gua armazenada como foi
verificado pelo Abilio et al., (2019). Assim, é importante desenvolver estudos ndo
somente da vertente clinico hospitalar, mas também comunitario que envolvam outras
variaveis como as condi¢fes do saneamento do meio onde essas populacdes residem para

melhor explorar essas diferencas na positividade.

Os anticorpos IgM e IgG foram detectados desde a visita 1 até a visita 4 (60 dias), e a
seropositividade oscilou por visita para IgM e 1gG anti-Chikungunya. De acordo Tanabe
et al., (2018) e Srivastava et al., (2020), a presenca de IgM anti-Chikungunya nos
primeiros dias ap6s o inicio de sintomas (visita 1) representa a fase aguda da infecgéo e

pode persistir por até 2 — 3 meses no organismo.

Autor: Emidio Nhavoto 37



Avaliacao quantitativa do teste imunoenzimatico ELISA no quadro clinico da
infecgdo e diagndstico do virus Chikungunya

Por outro lado, Chelluboina et al., (2019) observou um cenario diferente em um estudo
com participantes febris na india, onde os anticorpos IgM anti-Chikungunya persistiram
até 10 meses e ainda possuiam a capacidade de neutralizacdo do virus. Neste estudo o0s
participantes foram seguidos por 2 meses e ndo foi considerada a observacgéo a capacidade
neutralizante dos anticorpos, entretanto, é preciso interpretar com cuidado em caso de um
resultado reactivo para o anticorpo IgM sobre a possibilidade de falsos resultados ao tratar
como casos de infeccdo aguda pelo virus, sobretudo em periodos de surtos de
Chikungunya que pode indicar uma infeccéo continua pelo CHIKV.

A presenca de 1gG anti-Chikungunya representa a fase convalescente da infeccdo por
CHIKYV e é produzido geralmente uma semana ap6s o inicio da infeccdo do virus e pode
persistir por meses a anos Tanabe et al., (2018) e Srivastava et al., (2020). No presente
trabalho, a resposta 1gG anti-CHIKYV foi observada em 63.9% (133/208) em participantes
recrutados com menos de 7 dias de sintomas, o que implica que provavelmente ndo esteja

se tratar de uma infeccdo recente do virus Chikungunya.

Segundo Staples et al., (2023), alguns participantes infectados pelo CHIKV podem
permanecer assintomaticos durante a fase aguda da infecgdo, porém nada menciona sobre
a possibilidade de aparecimento de sintomas na fase de convalescéncia como foi
observado no presente estudo. Neste contexto, ressalta mais uma vez a necessidade de
realizar vigilancias comunitarias em participantes assintoméaticos como forma de melhor

descrever esse cenario.

Sobre as densidades Opticas dos participantes reactivos para IgM anti-CHIKYV, foi
verificado que as DO4so nm geralmente eram mais baixas [1.1 — 2.5] em todas as visitas
quando comparadas as DOuso nm de 1gG anti-Chikungunya em participantes positivos em
que foi [2.1 —4.7] visita 1, [2.0 — 2.8] visita 2, [2.3 — 2.9] visita 3 e [2.1 — 2.6]. Por outro
lado, para IgM anti-Chikungunya as DOuso nm aumentaram de visita 1 para visita 3 e

reduziram para a visita 4 e para IgG observou-se um cenario diferente ao longo das visitas.

De acordo com a lei de Lambert-Beer, as medidas de densidades dpticas sdo directamente
proporcionais a concentragdo da substancia em analise em uma solugdo e assim, as
densidades Opticas analisadas no presente estudo podem estar a indicar que cada anticorpo
ou imunoglobulina é produzido em nivel diferenciado pelo organismo e o tempo tem sua

influéncia na alteragdo dessas substancias (Skoog et al., 2009).
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E, tomando em consideracao que os anticorpos IgM e IgG foram observados até cerca de
60 dias, em conjunto pode indicar uma possivel resposta imune persistente (Chelluboina
et al., 2019) ou uma infecgdo continua pelo virus Chikungunya facto ainda evidenciado
pela flutuacdo das densidades dpticas do IgG anti-CHIKV ao longo das visitas. Por outro
lado, as altas concentracdes de 1IgG em qualquer uma das visitas quando comparado com
IgM, pode ainda estar a fortalecer a ideia de que pode tratar-se de casos ndo recentes de
Chikungunya e assim considerando que provavelmente os participantes na fase aguda
infectados por Chikungunya podem se apresentar de maneira assintomatica, tornando-se

sintomaticas enquanto o virus ja ndo existia no interior organismo.

Por outro lado, sendo Mocambique um pais com o registo da presenca do vector
transmissor com capacidade de transmitir CHIKV e outros arbovirus (Abilio et al., 2019),
a co-ocorréncia e ou coinfeccao de arbovirus (Ali et al., 2022; Mugabe et al., 2023), pode
também estar relacionado com a flutuacdo das DOaso nm @0 longo das visitas, destacando
a necessidade de investigacao de influéncia da coinfeccao de arbovirus na alteracdo das

medidas de densidades dpticas do para IgM e IgG anti-Chikungunya.

Para além disso, foram observadas DOaso nm fora do padréo, DOuso nm €xcepcionalmente
altas (outliers) tanto para IgM assim com para IgG anti-CHIKV, indicando a
possibilidade de eventos ou condicdes especificas que podem exercer uma influéncia
desproporcional na producdo quantitativa dos anticorpos IgM e IgG pelo organismo,
exigindo também uma andlise mais aprofundada para compreender seu impacto no
resultado geral do estudo. Neste contexto, estudos indicam que factores como a diferenca
de gendtipos podem conferir ao virus habilidades exclusivas, que podem influenciar
respostas imunes diferentes em humanos infectados e a patologia associada (Teo et al.,
2015; Langsjoen et al., 2018; Jain et al., 2020).

A maioria dos participantes recrutados (visita 1) apresentavam cefaleia, artralgia,
fraqueza, calafrio, mialgia e anorexia tanto para positivos IgM assim como 1gG, mas
nenhum deles encontra-se associado a alteragdo de densidades Opticas (p>0.05). Esses
sintomas s@o comuns em varios estudos realizados em Mocambique sobre infecgdes por
Chikungunya, diferindo apenas nas frequéncias dos mesmos em cada estudo (Antonio et
al., 2018; Mugabe et al., 2018; Muianga et al., 2018; Mugabe et al., 2023).

Segundo Appassakij et al., (2013) e Sagar et al., (2024), a maioria dos sinais e sintomas

numa infecgdo por CHIKV estdo associados a titulos de viremia na fase aguda e
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desaparecem na medida em que o virus é eliminado pelo organismo geralmente apos 1
semana de sintomas. Porém, no presente estudo, a maioria dos sintomas desapareceram
ao longo das visitas tanto para seropositivos IgM assim como 1gG, entretanto, sintomas
como a cefaleia, fraqueza e altragia foram persistentes até na 42 visita em ambas

imunoglobulinas.

Em relacdo aos sintomas persistentes, podem estar relacionados a cronicidade da infeccao
e que alguns destes sintomas foram observados pelo Genderen et al., (2016) no seu estudo
de seguimento de participantes febris e infectados pelo CHIKV. Segundo Genderen et al.,
(2016), em casos cronicos da infeccdo por CHIKV, a mialgia, cefaleia, dor nas costas,
fadiga e fraqueza podem persistir até cerca de 90 dias e, a artralgia pode persistir por

muito mais tempo.

Portanto, os sintomas reduzem na medida que o tempo passa, embora as densidades
Opticas variem estes ndo estdo directamente associados ao aparecimento ou reducdo de
sinais e sintomas em participantes agudos e convalescentes. Portanto, embora o nivel de
densidades Opticas ndo demonstre efeito nos sinais e sintomas ao longo do tempo,
acredita-se que a presenca de IgM e ou IgG em conjunto com actividade das diversas vias
do sistema imunoldgico, desencadeiam uma reposta imunoldgica mais robusta que
garantem a eliminacéo do virus do hospedeiro e a regulacdo da resposta inflamatdria e,

consequentemente recuperacdo do participante da infeccao pelo virus Chikungunya.

Essas respostas incluem a actividade das células da imunidade inata no reconhecimento
e libertacdo de moléculas pro-inflamatorias (citocinas e quimiocinas) para recrutamento
inicial de células fagociticas para a regido de infeccdo (Silva e Dermody, 2017; Tanabe
et al., 2018; Poh et al., 2020) e a actividade das células da imunidade adaptativa na
intensificacdo da resposta inflamatoria e inducdo da producdo massiva de anticorpos —
moléculas que neutralizam o virus limitando a sua replicacdo, garantindo uma resposta

mais especifica e flexivel contra o virus (Silva e Dermody, 2017; Srivastava et al., 2020).

Este estudo é mais um subsidio nas evidéncias sobre o impacto das mudancas climéticas,
especificamente a ac¢ao dos eventos extremos climaticos como ciclones na emergéncia e
reemergéncia de doencas, informacdo imprescindivel para preparacdo e resposta em
prontidao a esses desafios que Mogambique e outros paises enfrentam. Para além disso,
poderd servir de chamada de atengdo aos tomadores de decisdo no sector da saude sobre

a necessidade de vigilancia continua de doencas causadas pelo virus Chikungunya e
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outros arbovirus que partilham o mesmo vector transmissor sobretudo para um pais que

é frequentemente assolado por eventos climaticos extremos como cheias e ciclones.

Embora os sinais e sintomas ndo demonstrem uma relacdo com o nivel de anticorpos
produzidos pelo organismo, este resultado pode ser Gtil na medida que exclui a
possibilidade de uso dos sinais e sintomas no diagnostico clinico de participantes
infectados pelo virus Chikungunya e na identificacdo da fase da doenca em que o
participante se encontra (agudo, convalescente e cronico). Assim, exalta-se o uso do kit
ELISA Euroimmun (em uso no presente estudo) e outros métodos para confirmacao da
infeccdo por CHIKV em qualquer participante com sintomas sugestivo da infeccao por
CHIKV.

Portanto, os niveis de densidades 6pticas do kit ELISA Euroimmun podem ser aplicadas
no ambito de desenvolvimento das vacinas para 0 monitoramento do nivel de anticorpos,
a duracdo da resposta imunolégica mediada por anticorpos, informacdo util também na
definicdo do momento certo de administracdo de vacinas (quando existirem). Para além
disso, essas informacdes sobre o nivel e duracdo de anticorpos sdo essenciais na tomada
de decisdo pelo clinico no manejo do caso de uma infecgdo por CHIKV.

9. LIMITACOES

v' Completude do preenchimento da ficha do participante: alguns dados
sociodemogréaficos e informacdo de sinais e sintomas dos participantes nao
haviam sido preenchidos na completude, o que pode induzir a viés de
interpretacdo dos dados.

v Qualidade de preenchimento da informacéo da ficha do participante: algumas
informacBes sociodemograficas como bairros ndo estdo padronizadas tendo-se
preenchido de maneiras que criam interferéncias entre diferentes bairros
sobretudo aqueles com nomes préoximos, o que limita analise usando bairros. Para
contornar, optou-se por usar Postos administrativos, embora seja dificil fazer uma
analise situacional do problema de saude publica;

v' Défice de retorno dos participantes ao longo das visitas: o que pode induzir a vieis
na interpretacdo dos dados sobre as densidades opticas.

v" Confirmacdo do material genético viral: o que dificultou a interpretacdo e

discussao de diversos fendmenos observados.
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10. CONCLUSAO
De acordo com os resultados do presente estudo, conclui-se que:

e Participantes febris, residentes dos Postos Administrativos Urbanos 2 e 3 que
frequentam o ensino secundario e técnico, na faixa mediana dos 27 anos de idade
de ambos sexos foram os que apresentaram maiores taxas de positividade para
IgM e 1gG.

e As densidades Opticas para o teste de imunoenzimatico revelaram que no IgM
anti-Chikungunya foram mais baixas em relacdo a IgG e ambas permanecem

estaveis até aos 60 dias de estudo.

e Nos participantes positivos, 0s sintomas mais frequentes reportados foram a
cefaleia, artralgia, fraqueza, calafrio, mialgia e anorexia e reduzem com o curso
da infeccdo.

¢ NA&o existe associacao entre a alteracdo das medidas de densidades dpticas IgM e

IgG e sinais sintomas reportados.
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11. RECOMENDACOES
De acordo com os resultados e as conclusdes recomenda-se:

11.1.Para a Vigilancia

Recomenda-se o uso de melhores estratégias de engajamento e participagdo
comunitaria na vigilancia de doencas febris de modo a melhorar a participacao,
retencdo e retorno dos participantes em seguimento ou nas visitas subsequentes.

Continuidade de uso de plataforma digitais para colheita de informacéo para resolver
0 cenario da completude no preenchimento de dados e a qualidade do preenchimento
da ficha do participante. O estudo foi realizado em uma altura de migracgéo de fichas

fisicas para plataformas digitais.

11.2.Comunidade cientifica

Realizar estudos de seroprevaléncia comunitaria de arboviroses em participantes
assintomaticos como forma de melhor perceber a positividade em massa do 1gG anti-
Chikungunya pelo teste ELISA Euroimmun.

Recomenda-se a inclusdo de um teste de deteccdo do antigeno viral como forma de
melhor explicar a persisténcia e ou oscilacdo do nivel dos anticorpos IgM e IgG ao
longo do tempo.

Recomenda-se a investigacdo de outros factores que podem estar relacionados a
alteracdo de medidas de resposta imunoldgica dos anticorpos IgM e IgG anti-
Chikungunya, desde o impacto da infeccdo secundaria pelo virus Chikungunya,
coinfeccdo por outro arbovirus e analises segregando os casos em trés categorias:

IgM+ e IgG-, IgM+ e 1gG+ e IgM- e IgG+.
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13. ANEXOS

Tabela 5: Relacdo entre sinais e sintomas com as medidas das densidades Opticas do teste imunoenzimatico ELISA IgM anti-Chikungunya virus

Temperatura 37.75 36.47 36.65 36.71
axial (Media NA + 1.48 (1.91-1.27) | 0.091 + | 2.11(2.8-1.49) 0116 | + 2.19(2.70-1.38) | 0.663 + | 1.77(2.71-1.35) | 0.993
+ DP)* 0.092 0.11° 0.74° 0.11°
%é';ﬂed'a”a' NA | 2(3.0-17) | 1.48(1.91-127) | 0560 |- - - . . , - - ,
) Sim 51 1.52 (1.91 - 1.29) 11 | 1.95(2.46 -1.19) 9 | 2.42 (2.49-2.19) 4 | 2.21 (4.13 -1.40)
Ceifen Néo 2 116(120-1.13) | 29 21 [218(283-1.76) | °%** [ 35 |210(277-133) | % [20 [177(219-1.37) | %%
_ Sim 18 1.31 (1.87 - 1.20) 0 - 1 | 1.23(1.23-1.23) 0 -
Anorexia 0.067 NA 0.273 NA
Ndo 35 1.59 (1.91 - 1.37) 32 | 2.11(277-153) 43 | 2.19(2.77-1.41) 24 | 1.77 (2.56 -1.37)
sim 32 1.51 (1.91 - 1.27) 5 |161(3.18-1.27) 5 | 1.78(2.45 - 1.44) 2 | 3.49(5.41-159)
Fraqueza 0.870 0.545 0.494 0.522
NZo 21 1.45 (1.87 - 1.27) 27 | 2.18(2.71-1.64) 39 | 2.19(2.84 - 1.35) 22 | 177 (2.27 -1.34)
_ sim 30 1.42 (1.79 - 1.25) 1 | 132(132-132) 1 | 362(362-362) 0 -
Calafrio 0.092 0.438 0.227 NA
N0 23 1.61 (2.39 - 1.37) 31 | 2.18(2.83-161) 43 | 2.19(2.63-1.35) 24 | 1.77 (256 -1.37)
- sim 24 1.46 (1.74 - 1.26) 0 - 1 | 362(362-362) 0 -
Mialgia 0.321 NA 0.227 NA
Ndo 29 1.59 (2.19 - 1.31) 32 | 211(2.77-153) 43 | 2.19 (263 - 1.35) 24 | 1.77 (2.56 -1.37)
, sim 35 1.52 (2.19 - 1.29) 2 | 1.31(1.45-117) 9 |204(3.06-1.78) 2 | 3.49(5.41-159)
Altragia 0.511 0.081 0.710 0.522
Ndo 18 147 (1.79 - 1.27) 30 | 2.20(2.83 -1.64) 35 |2.19(263-1.34) 22 | 177 (2.27-1.34)
5 i 1 3.70(3.70 - 3.70 0 - 0 - 1 | 179(179-1.79
S0 Sim ( ) | 0226 NA NA ( ) | 0.952
cutanea N0 52 1.48 (1.89 - 1.27) 32 |211(277-153) 43 | 2.19 (2.77 - 1.35) 20 | 1.71(2.56-1.37)
_ sim 2 1.40 (1.42 - 1.39) 0 - 0 - 0 -
Prurido 0.581 NA NA NA
N0 51 1.52 (191 - 1.27) 32 | 2.11(2.77 -1.53) 43 | 2.19 (2.77 - 1.35) 21 | 1.76 (2.27 -1.39)
. Sim 0 - 1 | 250(2:50-2.50) 0 - 1 | 5.41(541-541)
Conjuntivite NA 0.710 NA 0.087
Ndo 52 1.51 (1.91 - 1.28) 30 | 2.11(2.83-1.45) 40 | 2.19(2.80 - 1.38) 22 | 1.77(2.27-1.34)
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Dor Retro-

Sim

3

1.13 (1.20 - 1.12)

0

0

1

1.86 (1.86 -1.86)

- 0.002 NA NA 0.957
orbital Nio 49 1.53 (1.91 - 1.35) 31 | 2.18(2.83-1.45) 40 | 2.19(2.80 - 1.38) 22 | 1.77 (2.85-1.34)
i 4 154 (5.14-1.33 0 - 1 144 (144 -1.44 0 -
Dor de Sim ( ) | 0709 NA ( ) | 0636 NA
garganta N3o 49 1.50 (1.91 - 1.27) 32 | 211(2.77-1.53) 43 | 2.19 (2.77 - 1.35) 24 | 1.77 (2.56 -1.37)
Sim 0 - NA 0 - NA 0 - 0 - NA
Otorreia N3o 53 1.50 (1.91 - 1.27) 32 | 211(2.77-1.53) 44 | 219(2.70-1.38) | NA 24 | 1.77 (2.56 -1.37)
Sim 4 1.36 (1.60-1.12) | 00 0 - NA 2| 102(249-135) | o0 1 | 5.41(5.41-5.41)
Tosse Nao 49 1.50 (1.91 - 1.29) 31 2.18(2.83 -1.61) 42 2.19 (2.77 -1.41) 22 1.72 (2.27 -1.34) 0.87
i i 3 1.66 (1.68 - 1.16 0 - 0 - 0 -
Corrimento Sim ( ) 0.895 NA NA NA
nasal Nio 49 1.50 (1.91 - 1.29) 31 | 2.18(2.83-161) 44 | 2.19(2.70 - 1.38) 23 | 1.79(2.85-1.34)
3 i 2 2.48 (3.70 - 1.25 0 - 0 - 0 -
Congest&o Sim ( ) 61708 N A A
Nasal Nio 50 1.51 (1.91 - 1.29) 31 | 2.18(2.83-1.61) 44 | 2.19(2.70 - 1.38) 23 | 1.79 (2.85-1.34)
N Sim 0 - 0 - 0 - 0 -
Dispneia NA NA NA NA
Nio 52 1.51 (1.91 - 1.28) 31 | 2.18(2.83-161) 44 | 2.19(2.70 - 1.38) 23 | 1.79(2.85-1.34)
, i 4 1.41 (1.45 - 1.29) 0 - 0 - 0 -
Dores Peito 0.308 NA NA NA
N3o 48 1.56 (1.92 - 1.28) 31 |2.18(2.83-1.61) 44 | 2.19(2.70 - 1.38) 23 | 1.79 (2.85-1.34)
_ Sim 3 3.74 (4.60 - 1.13) 0 - 0 - 0 -
Vomito 0.383 NA NA NA
N3o 50 1.48 (1.87 - 1.27) 32 | 211(2.77-1.53) 43 | 2.19 (2.77 - 1.35) 24 | 1.77 (2.56 -1.37)
e Sim 2 1.19 (1.25 - 1.13) 0 - 0 - 0 -
Diarreia 0.081 NA NA NA
N30 51 1.52 (1.91 - 1.29) 32 | 211(2.77-153) 43 | 2.19 (2.77 - 1.35) 24 | 1.77 (2.56 -1.37)
Dor Sim 2 1.16 (1.18 - 1.13) 1 | 1.45(1.45-1.45) 2 | 1.28(1.33-1.23) 1 | 5.41(5.41-5.41)
. 0.044 218 (2.83 - 0.500 0.109 0.083
Abdominal Néio 51 1.52 (1.91 - 1.29) 31 | 61) 41 | 2.22(2.77-1.42) 23 | 1.76 (2.27 -1.34)
Sim 0 = 0 - 0 - 0 _
Melena NA NA NA NA
N3o 53 1.50 (1.91 - 1.27) 32 | 211(2.77-153) 44 | 2.19 (2.70 - 1.38) 24 | 1.77 (2.56 -1.37)

Legenda: NA — N&o aplicavel; ae b — Diferencas significativas pelo teste Tukey; “— Sem informac6es; DF — Duragdo da febre; p-value -

teste de Teste U de Mann-Whitney ou correlagdo de Spearman (*)
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Tabela 6: Relagdo entre sinais e sintomas com as medidas das densidades Opticas do teste imunoenzimatico ELISA IgG anti-Chikungunya virus

Temperatura 37.36 36.84 36.70 36.63
axial (Media + NA + 3.22(3.97-250) | 0.75 + 2.45(3.40 —-1.99) | 0.462 + | 2.74(3.42-233) | 0.250 + | 254(2.94-2.34) | 0.634
DP) 0.662 0.69° 0.78° 0.92°
%:R()Memana, NA 3(4-2) |3.22(3.97-250) | (163 - - - - - ] - - )
_ N3o 3 3.25(3.82 - 2.32) 60 [250(349-1.95) | ggy | 61 | 2.75(3.43-2.33) 36 | 2.50(2.89 - 2.32)
Cefaleia : 0.843 : 0.445 0.135
Sim 131 | 3.19(4.03 - 2.51) 15 | 2.42(2.80 - 2.08) 6 | 2.56(2.76 - 2.37) 4 | 2.91(3.39 - 2.66)
_ N3o 71 3.16 (4.13 - 2.42) 74 2.45 (3.30 - 1.99) 66 | 2.74(3.42-2.33) 40 | 2.55(2.93-2.34)
Anorexia _ 0.873 0.347 0.866 NA
Sim 63 3.24 (3.74 - 2.83) 1 3.58 (3.58 - 3.58) 1 | 2.66(2.66 - 2.66) 0 (=)
N3o 51 3.04 (3.95 - 2.32) 64 | 2.42(3.46 - 1.98) 64 | 2.75(3.42-2.33) 39 | 2.57(2.95-233)
Fraqueza _ 0.243 0.799 0.356 0.850
Sim 83 3.37 (4.04 - 2.55) 11 | 2.62(2.96-2.32) 3 | 245(2.68-2.35) 1 | 2.45(2.45 - 2.45)
_ N3o 50 2.95 (3.82 - 2.35) 70 2.42 (3.43 - 1.99) 67 | 2.74(3.42 - 2.33) 40 | 2.55(2.93 - 2.34)
Calafrio , 0.136 0.355 NA NA
Sim 84 3.31(4.06 - 2.71) 5 2.53(3.30 - 2.51) 0 - 0 (=)
. N3o 89 3.16 (4.04 - 2.45) 70 | 2.45(3.43 - 1.99) 67 | 2.74(3.42-233) 39 | 2.53(2.95-233)
Mialgia - 0.386 0.959 NA 0.600
Sim 45 3.37 (3.70 - 2.98) 5 2.62 (2.96 - 2.08) 0 - 1 | 287(2.87-2.87)
_ N3o 31 2.90 (3.95 - 2.32) 63 | 2.47 (3.45-1.97) 58 | 2.78(3.43 - 2.33) 38 | 2.55(2.95-2.33)
Altragia : 0.321 0.828 0.358 0.785
Sim 103 | 3.25(4.04 - 2.63) 12 | 247 (3.13 - 2.24) 9 |262(276-237) 2 | 2.66(2.87 - 2.45)
5 N3o 127 | 3.19(3.95-251 70 | 2.45(3.43-2.03 62 | 2.78(3.43-2.37 36 | 2.55(3.08-2.33
S : ( ) | 0448 ( ) NA ( ) NA ( ) | o541
cutanea Sim 3 4.49 (4.71 - 1.47) 0 - 0 - 1 |233(2.33-2.33)
_ N3o 125 | 3.18(3.95 - 2.48) 70 | 2.45(3.43 - 2.03) 62 | 2.78(3.43-2.37) 37 | 2.53(2.95-2.33)
Prurido _ 0.081 NA NA NA
Sim 5 4.04 (4.47 - 3.24) 0 - 0 - 0 -
. N3o 132 | 3.22(3.99 - 2.50) 72 | 2.49(3.38 - 2.06) 62 | 2.75(3.42 - 2.35) 37 | 2.57(2.95-2.33)
Conjuntivite - NA NA NA 0.842
Sim 0 - 0 - 0 - 1 | 2.45(2.45 - 2.45)
N3o 122 | 3.25(4.03-2.45) | 0.973 71 | 247(3.45-2.03) | 0639 | 62 |2.75(3.42-235) NA 37 |253(2.95-233) | 0.789
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Dor Retro-

orbital Sim 10 3.11 (3.54 - 2.86) 1 2.99 (2.99 - 2.99) 0 - 1 | 2.68(2.68-2.68)
Dor de Nao 119 3.24 (3.95 - 2.45) 0.769 74 | 2.49(3.43-1.99) 0.800 66 | 2.74(3.42 - 2.33) NA 39 |2.53(2.91-2.33) 0.100
garganta Sim 13 3.16 (4.04 - 2.86) ' 1 2.32(2.32-2.32) ' 0 - 1 |3.83(3.83-3.83) '
Otorreia NE 130 3.22(4.03-251) | ,40e 74 2.49 (3.43 - 1.99) 66 | 2.74(3.42-2.33) 40 | 2.55(2.93-2.34) NA
Sim 1 2.29 (2.29 - 2.29) 0 - NA 1 2.42 (2.42-2.42) | 0.597 0 -
Nao 127 3.24 (4.04 - 2.48) 67 2.51 (3.47 - 1.99) 65 | 2.73(3.42-2.33) 38 | 2.57(2.95-2.33)
Tosse 0.324 0.477 0.565 0.850
Sim 6 2.65 (3.43 - 2.55) 4 2.37 (2.52 - 1.94) 2 3.00 (3.19 - 2.80) 1 2.45 (2.45 - 2.45)
Corrimento Nao 126 3.22 (3.95 - 2.48) 0430 70 | 2.49 (3.45 - 1.99) 0.789 67 | 2.74(3.42-2.33) NA 39 | 2.57(2.95-2.33) NA
nasal Sim 7 3.42 (4.62 - 3.04) ' 1 2.32(2.32-2.32) ' 0 - 0 -
Congest&o Nao 132 3.24 (3.99 - 2.52) 0.060 71 2.47 (3.45 - 1.99) NA 67 | 2.74(3.42-2.33) NA 39 | 2.57(2.95-2.33) NA
Nasal Sim 1 1.47 (1.47 - 1.47) ' 0 - 0 - 0 -
. Nao 132 3.24(3.99 - 2.52) 71 | 2.47 (3.45 - 1.99) 67 | 2.74(3.42 - 2.33) 39 | 2.57(2.95-2.33)
Dispneia - 0.451 NA NA NA
Sim 1 2.44 (2.44 - 2.44) 0 - 0 - 0 -
Dores Peito Nao 124 3.18 (3.89 - 2.46) 0.100 70 | 2.49(3.45 - 1.99) 0.789 67 | 2.74(3.42 - 2.33) NA 39 | 2.57(2.95-2.33) NA
| . .
Sim 9 4.20 (4.49 - 3.07) 1 2.32 (2.32 - 2.32) 0 - 0 -
. Nao 130 3.24 (3.95 - 2.51) 72 | 2.49(3.37 - 2.04) 65 | 2.75(3.42 - 2.35) 40 | 2.55(2.93-2.34)
Vomito _ 0.520 NA NA NA
Sim 3 2.53 (4.13 - 2.15) 0 - 0 - 0 -
. Nao 130 3.22 (3.95 - 2.48) 72 | 2.49(3.37 - 2.04) 65 | 2.75(3.42 - 2.35) 40 | 2.55(2.93-2.34)
Diarreia - 0.300 NA NA NA
Sim 3 3.49 (4.63 - 3.16) 0 - 0 - 0 -
Dor Nao 121 3.24 (3.95 - 2.48) 0.660 68 | 2.49(3.32-2.04) 0.934 64 | 2.75(3.42 - 2.34) 0.862 39 | 2.57(2.95-2.33) 0.850
Abdominal Sim 12 3.20 (3.91 - 2.89) ' 4 2.80 (3.41-1.91) ' 1 | 2.66 (2.66 - 2.66) ' 1 | 2.45(2.45 - 2.45) '
Nao 131 3.19 (3.95 - 2.48) 75 | 2.47 (3.43 - 1.99) 67 | 2.74(3.42 - 2.33) 40 | 2.55(2.93-2.34)
Melena : 0.070 NA NA NA
Sim 2 4.39 (4.65 - 4.13) 0 - 0 |- 0 -

Legenda: NA — N&o aplicavel; ae b — Diferencas significativas pelo teste Tukey; “— Sem informac6es; DF — Duragdo da febre; p-value -

teste de Teste U de Mann-Whitney ou correlagdo de Spearman (*)
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Tabela 7: Matriz de recolha de dados para o presente estudo

ID do Idade | Sexo | Nivel de | Dias inicio de | Resultado DO -IgM | Resultado DO-1gG | Temperatura | Duragdo da | Sintomas
Participante Escolarid | sintomas IgM(1,2,3,4) | (1,2,3,4) |19G (1,2,3,4) | (1,2,3,4) | axial (1,2,3,4) | febre (diversos) —
ade 12,34
PMB0001
PMB0002
Ledenda:

ID do participante: Codigos PMB de cada participante;

1, 2, 3 e4: visita 1, visita 2, visita 3 e visita 4;

Idade: maior ou igual a 12 anos de idade;

Sexo: Masculino e Feminino;

Nivel de escolaridade: Nenhum, primério, secundério, técnico profissional e universitario;

Resultado IgM/1gG: Positivo, Indeterminado e Negativo;

DO-IgM/IgG: célculo dos cut-offs a partir das absorvancias

Dias de inicio de sintomas: menor ou igual a 7 dias

Temperatura axial: temperatura medida em °C;

Duracéo da febre: apenas na visita 1

Sintomas: cefaleia, anorexia, fraqueza, calafrio, mialgia, artralgia, prurido, conjuntivite, dor retro-orbital, dor de garganta, otorreia, tosse,

corrimento nasal, congestao nasal, dispnea, dores no peito, vomitos, diarreia, dor abdominal e melena
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Anexo 2: Autorizacéo ética para colheita de amostras e recolha de dados para o estudo

TR

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE
MINISTERIO DA SAUDE
COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma. Senhora
Dra. Sadia Ali Pereira
INS

Ref:220/CNBS/21 Data 26 de Abril de 2021

Assunto: Renovagdao da aprovacao do protocolo de estudo intitulado: “Epidemiological,
Immunological and Entomological Investigation of Arbovirus in 11 districts in Mozambique
(ARBOMAP)"™

O Comité Nacional de Bioética para a Satde (CNBS) analisou o pedido de renovagao anual
da aprovacdo do protocolo de estudo intitulado: " Epidemiological, Immunological and
Entomological Investigation of Arbovirus in 11 districts in Mozambique
(ARBOMAP)”, e sobre o mesmo o CNBS chegou a seguinte conclus3o:

N3o havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impeca a continuacao do estudo, o
CNBS da a autorizagao.

Todavia, recomenda aos investigadores que mantenham o CNBS informado do decurso do
estudo.

A presente renovacdo tem a validade de um ano, terminando esta a 26 de Abril de 2022. Os
investigadores deverdo submeter o pedido de continuagdo do estudo um més antes de
terminar o prazo.

Sem mais de momento, queiram aceitar as nossas cordiais saudagoes.

p A %

o
Lm’g,Schwalbach

Dr. Jodp Fernando
RS 74

C/c: CIBS-INS
Enderego:
Ministério da Saude - 2° andar dto C.Postal: 264
Av, Eduardo Mondlane / Salvador Allende Telefone: +258 82 406 6350
Vaputo - Mogambigque E-mail: cnbsmocambique@gmail.com
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Anexo 3: Autorizacdo para o uso da base de dados do Estudo ImmunoCHIKV
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Prezado Coordenador do Estudo ImmunoCHIKV
Doutor Osvaldo Inlamea

Marracuene, 09 de Setembro de 2024

Assunto: Solicitacdo da autorizac@o para o uso da base de dados do Estudo Epidemiolégico-
Imunolégico do virus Chikungunya (ImmunoCHIKV)

Emidio Fernando Nhavoto, estudante finalista do curso de Licenciatura em Biologia Aplicada
no Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Eduardo Mondlane e estigiario de
culminagdo do curso como técnico do laboratorio de isolamento viral na Repartigio de
Virologia do Instituto Nacional de Saude, no dmbito da Vigilancia de Doengas Emergentes ¢
Re-emergentes, venho por este meio solicitar a V. Excia, se digne autorizar o uso dos dados
sociodemogréficos ¢ clinico-laboratoriais do estudo ImmunoCHIKV para andlises e
interpretagdo dos dados no dmbito da elaboragdo do trabalho de culminagio do curso com tema
“Avalia¢do quantitativa do teste imunoenzimatico ELISA no quadro clinico da infec¢io e
diagnostico do virus Chikungunya”. Com o seu tema de culminagfo do curso, o estagiario visa
explorar com mais detalhes outras formas possiveis de interpretagio dos resultados dos testes
de diagnostico pelo método imunoenzimatico ELISA em uso na Vigilancia de Doengas
Emergentes e Re-emergentes.

Em anexo as varidveis de interesse.

Atenciosamente,
Estagiariq do INS Coordenador do Estudo ImmunoCHIKV
E it Nlwszlo (cntds Lo
Emidio Fernando Nhavoto Osvaldo Frederico Inlamea, DVM, PhD
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Anexo: Yariaveis de interesse

Das diversas varifiveis incluidas no mbito da colheita de dados das pesquisas principais usadas

para as andlises no presente estudo, foram consideradas apenas as seguintes varidveis:

L]

Dados demograficos: sexo, idade, bairro e posto administrativo;

Resultado do diagnéstico laboratorial ELISA para captura IgG e IgM anti-CHIKV nas
visitas 1,2, 3 e 4;

O valor numérico da medida das densidades opticas (DO450um) correspondentes a
todos os resultados do laboratdrio das amostras testadas;

Data da colheita da amostra;

Informagéo clinica do paciente: todos os sinais e sintomas das visitas 1,2, 3 ¢ 4.

Autor: Emidio Nhavoto
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