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Buonora, S. N. Estudo Diagnostico Pragmatico de Algoritmo Clinico-
Laboratorial para Dengue 4 em uma Unidade de Pronto Atendimento no Rio
de Janeiro, 2013. Rio de Janeiro, 2016. 94 fls. Tese [Doutorado em Pesquisa
Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas.

RESUMO

O dengue é a arbovirose mundialmente mais relevante em termos de
abrangéncia, morbidade e mortalidade. O virus contém 4 sorotipos sendo o
dengue-4 (DENV-4) o menos estudado. O diagndéstico precoce é importante para
o manejo clinico adequado e melhor organizacdo dos servigos assistenciais.
Atualmente seu diagndstico baseia-se em critérios clinicos inespecificos e provas
laboratoriais soroldgicas cujas acuracias ndo foram avaliadas em cenarios de
DENV-4. A fim de contribuir para as acfes de vigilancia, diagndéstico laboratorial e
para a identificacéo de caracteristicas clinicas Uteis para o diagnostico do dengue,
avaliamos a acuracia de algoritmo diagnostico clinico-laboratorial para o dengue
obtidos com o uso de instrumento padronizado em cenario amplo em termos de
saude publica e espectro clinico de doentes. Todos 372 sujeitos deste trabalho
eram pacientes adultos com doenca febril aguda atendidos nas primeiras 72
horas de doenga em uma Unidade de Pronto Atendimento durante a epidemia de
dengue de 2013 no Rio de Janeiro. Avaliamos a acuracia do teste
imunocromatografico NS1 Bioeasy® e de trés critérios para o diagnéstico clinico
do dengue, OMS 1997, OMS 2009 e INI-FIOCRUZ. Os dados clinicos foram
coletados utilizando um guestionario semi-estruturado e foram coletadas amostras
de sangue dos doentes para a realizagéo do teste indice NS1 Bioeasy® e para o
padrao de referéncia, RT-PCR. De acordo com os resultados dos testes de
referéncia, 148 pacientes foram classificados como DENV-4 e 177 como nao-
DENV-4. Foram obtidos os parametros de acuracia para o NS1 Bioeasy® sozinho
e combinado aos critérios clinicos. O critério da OMS 1997 apresentou
sensibilidade excelente (97.9%) para descartar a doenca, mas especificidade
extremamente baixa (2.8%) o que também ocorreu com o critério OMS 2009
(87,1% e 24,3%, respectivamente), enquanto o critério INI-FIOCRUZ apresentou
sensibilidade e especificidade moderados (70.9% e 71.8%, respectivamente). Ja
os parametros do NS1 Bioeasy®, 44.5% e 97.8%, nos indicam que o teste ndo
deva ser usado para fins de triagem em epidemias de DENV-4, sendo o seu
emprego mais aconselhavel como teste confirmatério em um algoritmo a beira do
leito. Descrevemos ainda concordancia entre observadores quanto as
informacdes da anamnese em 346 pacientes. Os dados clinicos foram coletados
de forma independente por médico e enfermeiro ou interno de medicina e
enfermeiro, utilizando um questionario semi-estruturado e a concordancia
interobservadores foi estimada pelo indice kappa. Com concordancias
substanciais dentre a maioria dos sinais e sintomas usados para avaliar doencas
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febris agudas, o questionario aplicado por equipe multiprofissional (médicos e
enfermeiros) deve ser usado como instrumento de avaliacdo diagnostica durante
epidemias de dengue. Os resultados obtidos neste trabalho sinalizam a
necessidade de se desenvolver algoritmos clinico-laboratoriais mais acurados
para o diagndstico precoce de dengue possivelmente através de uma abordagem
multiprofissional.

Palavras chave: 1.Dengue; 2. Acurédcia; 3. Sensibilidade; 4.Especificidade; 5.
Diagnostico; 6.Confiabilidade; 7. NS1.
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Buonora, S. N. Pragmatic Diagnostic Study of a Clinical- Laboratory
Algorithim for Dengue 4 in an Urgent Care Facility in Rio de Janeiro, 2013.
Rio de Janeiro, 2016. 94 p. Thesis [PhD in Clinical Research in Infectious
Diseases] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

ABSTRACT

Dengue is the most important arboviroses in terms of widespread, morbidity and
mortality. The virus has four serotypes and the serotype 4 (DENV-4) is the less
studied. Early diagnosis is important to optimize the treatment and to better
organize of the health care system. Nowadays the diagnosis is based on
unspecific clinical criteria and serologic laboratory tests, however the accuracy in
DENV-4 settings have not been well established DENV-4. In order to contribute
with surveillance activities, laboratory diagnosis and to better identify the clinical
aspects for dengue diagnosis, we have studied the accuracy of the clinical-
laboratory dengue diagnosis algorithm using a standard instrument in an urgent
health care setting with a large variety of clinical presentations. All 372 subjects in
this work were adults with acute febrile disease within the first 72 hours of disease
that were evaluated in an urgent care facility during the 2013 Rio de Janeiro
dengue outbreak. We have evaluated NS1 Bioeasy® immunocromatografic test,
WHO 1997, WHO 2009 and INI-FIOCRUZ accuracy parameters. Clinical data was
collected using a semi-structured form and blood samples were collected for the
NS1 Bioeasy® index test and the RT-PCR reference test. According to the latter,
we identified 148 patients with DENV-4 and 177 not DENV-4. Alone and combined
NS1 Bioeasy® accuracy parameters were obtained. WHO 1997 clinical criteria
presented excellent sensitivity (97.9%) but extremely low specificity (2.8%) , the
same with the WHO 2009 criteria (87.1% and 24.3%, respectively) but the INI-
FIOCRUZ clinical criteria, presented moderate sensitivity and specificity (70.9%
and 71.8%, respectively). NS1 Bioeasy® parameters (44.5% and 97.8%), however,
indicate that the test alone cannot be a DENV-4 outbreak triage test. It would be
better used as a bedside confirmatory test combined with a clinical algorithm. We
have also described history taking interobserver agreement in 346 patients.
Clinical data was independently collected using a semi-structured form by a
clinician and nurse or by an intern and nurse pair. Kappa index was used to
estimate the interobserver agreement. Substantial agreement was obtained in the
majority of the signs and symptoms used to evaluate acute febrile illnesses which
probably indicate that the form can be used for diagnostic evaluations in a
mutiprofessional (nurse and clinician) manner during dengue outbreaks. The
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results obtained in this work point out the need to develop more accurate clinical-
laboratory early dengue diagnosis algorithms possibly with a multiprofessional
approach.

Key words: 1.Dengue; 2. Accuracy; 3. Sensitivity; 4. Specificity; 5. Diagnosis; 6.
Reliability; 7. NS1.
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NPV= valor preditivo negativo
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RNA= acido ribonucleico

RT-PCR=reacao de transcriptase reversa seguida da reacdo pela cadeia de polimerase
SCD= sindrome do choque do dengue

SES-RJ= Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro
STARD= Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy Study
UPA 24H= Unidade de Pronto Atendimento
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue

O dengue € considerado a principal arbovirose no mundo em termos de
morbidade, mortalidade, impacto econdémico e disseminacdo. Estima-se que
ocorram 390 milhdes de infecgbes/ano sendo 96 milhdes de casos sintomaticos
Aproximadamente 40% da populacdo mundial estd em risco para o dengue [Bhatt,
2013].

O dengue imp6e demandas significativas ao sistema de saude. Apesar de
dengue grave ocorrer em apenas uma pequena propor¢cdo de infectados, a
identificacao precoce de pacientes de alto risco é dificil e pacientes com infeccfes
nao complicadas sao frequentemente internados para observacdo. Sistemas
rapidos e efetivos de triagem por equipe experiente na atencdo primaria,
referéncia e contra referéncia para reavaliacdo diaria eficiente, campanhas de
mobilizacdo e educacdo publicas alertando os sinais de alarme ajudariam a
manter o sistema menos sobrecarregado.

Uma vez que alguns doentes podem progredir das apresentacfes brandas
até as mais graves em um curto intervalo de tempo, o diagnostico precoce do
dengue é fundamental para estabelecer medidas de monitoramento clinico-
laboratorial dos pacientes [Hang, 2009].

A capacidade de um teste em discriminar portadores de ndo portadores de
uma determinada condicdo de interesse € denominada acuracia. A acuracia
diagnostica de sinais e sintomas clinicos pode ser avaliada com o mesmo
instrumental metodolégico empregado nas avaliagdes de testes diagnosticos em
geral (laboratoriais, radioldgicos, por exemplo). Uma questédo critica na avaliacdo
clinica, que tem reflexos em sua acuracia, é a reprodutibilidade dos resultados,
particularmente a concordancia entre diferentes examinadores quanto aos sinais
e sintomas apresentados pelos pacientes [Streiner e Norman, 2006].

Assim, os instrumentos diagndsticos outorgados pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) baseados exclusivamente nos sintomas clinicos tém baixa

acuracia, mas a confirmacéo laboratorial precoce também n&o é uma realidade na



pratica clinica, seja por questbes de custo, seja por limitacbes intrinsecas aos
testes [Chaterji, 2011].

A perspectiva proxima da introducdo de uma vacina contra o dengue
parece promissora, porém até que a mesma seja amplamente empregada nas
areas e populacdes suscetiveis muitos ainda adoecerao.

Neste contexto, ferramentas diagndsticas baseadas em dados clinicos e
laboratoriais simples e testes diagndsticos de baixo custo que apresentem alta
acuracia nos primeiros dias de doenca podem auxiliar a selecionar os pacientes
gue necessitam ser monitorados, melhorando a eficiéncia do sistema de saude na
atencdo ao dengue.

Com o objetivo de contribuir para o diagndstico precoce e acurado de
dengue, sao apresentados neste trabalho os resultados de trés estudos
relacionados a acuracia de sinais clinicos e laboratoriais para o diagnéstico do
dengue.

A seguir, sdo apresentados alguns aspectos sobre o dengue, a vigilancia
epidemioldgica da doenca, caracteristicas da unidade de saude onde o estudo foi

realizado e a avaliacao de testes diagnésticos.

1.1.1.Histoérico

Através de analises filogenéticas € possivel supor que o virus do dengue
surgiu ha cerca de 1000 a 2000 anos entre macacos asiaticos ou africanos
[Holmes, 2003].

Desde os primeiros relatos histéricos, a descricdo de uma ampla gama de
sintomatologias e curso da doenca torna dificil a correta identificacdo do agente
etioldgico. E possivel que outros virus, causadores de sindromes febris agudas
com sintomatologia e transmissibilidade semelhantes, como chikungunya e febre
amarela tenham sido os verdadeiros causadores das diversas sindromes clinicas
descritas no periodo que antecede o primeiro isolamento do virus do dengue
[Kuno, 2009].

Em 1780, na Filadélfia usa-se o termo “febre de quebra ossos”, sendo a

primeira vez em que se descreve uma doenca com sintomatologia bifasica e ja &



possivel suspeitar do envolvimento da circulacdo de pessoas doentes vindas de
regides caribenhas [Rush, 1951]. A primeira descricdo completa na literatura
moderna de uma doenca clinicamente compativel com dengue ocorreu em 1801
através de cartas da rainha da Espanha a um militar de sua confianca. Nelas, ha
a descricdo de uma doenca febril, novamente denominada de “febre de quebra
0ssos”, surgida apés um periodo chuvoso, autolimitada, associada a mialgia,
artralgia, alteracdes de paladar, fenbmenos hemorragicos e ictericia [Rigau-Pérez,
1998].

Oriundas de corruptelas da lingua dos escravos negros trazidos do oeste
da Africa para o Caribe na epidemia de 1827 os termos “dengue’ e “dandy
disease” foram usados como sinénimos para uma mesma doenca [Smart, 1877],
[Rigau-Pérez, 1998]. Porém, as caracteristicas da doenca descrita em 1827 por
Smart [Smart, 1877], com prostracdo associada a febre exantemética bifasica e
sintomas mais graves no periodo pods-defervescéncia, levantam a duvida sobre
tratar-se verdadeiramente de dengue ou chikungunya [Kuno, 2009].

A definicdo de dengue pelo comité da Real Academia Médica de Londres
em 1869 foi a primeira tentativa de padronizar a caracterizacao clinica do dengue
[Kuno, 2009].

Entre 1845 e 1873 ocorreram relatos esporadicos de casos de dengue nas
Ameéricas [Brathwaite Dick, 2012]. Os primeiros relatos de epidemias ocorreram
em ilhas do Oceano indico em 1827, chegando a india na epidemia de 1871 a
1874 [Smart, 1877]. Nestas localidades os surtos ocorriam nos verdes,
ocasionalmente associados a febre amarela. Iniciavam-se na regido portuaria
através dos reservatorios de agua das embarcacdes disseminando-se depois
para outras nacdes como Singapura e China.

Ao final do século XIX ja havia descrigbes da doenga em todo o continente
americano a excec¢do apenas do Canada [Brathwaite Dick, 2012]. Historicamente,
as epidemias de dengue passam a atingir padrées pandémicos e a se disseminar
rapidamente, podendo ter dimensdes transcontinentais pelo Novo e Velho Mundo
como ocorreu em 1779 a 1784, 1823 a 1829, 1844 a 1856 e 1870 a 1875 [Kuno,
2009].



Nos primeiros 25 anos do século XX, as epidemias estavam restritas as
regides tropicais e ndo mereciam posi¢cao de destaque no meio cientifico, porém,
em torno dos anos 1920 uma epidemia no sul dos Estados Unidos fez com que o
exercito norte-americano incluisse o dengue nos estudos do Comité de Virologia e
Epidemiologia [Kuno, 2009], [Sabin, 1950].

Apés a Segunda Guerra Mundial, epidemias passaram a ocorrer de forma
mais disseminada devido ao aumento da circulacdo dos individuos, desequilibrio
ecoldgico e transito de equipamentos. Tanto o dengue quanto a malaria passaram
a acometer primariamente os paises asiaticos chegando no Japdo em 1945
[Messina, 2014], [Gibbons, 2012].

Apesar de catastréfica para a humanidade, a Segunda Grande Guerra
representou grandes avan¢os na pesquisa do virus do dengue. Albert Sabin,
médico polonés radicado em Nova lorque, Estados Unidos, conhecido pelos
estudos em poliomielite desde 1931, alistou-se em 1941, passando a fazer parte
do Comité de Virologia e Epidemiologia do Exército Norte-americano.
Trabalhando na Europa, Africa, Oriente Médio e Pacifico, a equipe do Dr. Sabin,
em colaboragcdo com pesquisadores japoneses identificou os dois primeiros
sorotipos do dengue (DENV 1 e 2) em 1943 e 1945, bem como estabeleceu a
duracdo da imunidade pés-doenca, a correlagdo com outras doencas como a
febre amarela e nogdes iniciais de fisiopatogenia viral [Sabin 1950], [Messina,
2014]. Mais tarde, na década de 1950 os outros dois sorotipos (DENV-3 e DENV-
4) foram identificados [Messina, 2014].

1.1.2.0 vetor

Segundo Wang et al. o virus do dengue (DENV) pode ser transmitido a
partir de dois ciclos distintos: 1) epidémico e endémico envolvendo hospedeiros
humanos e transmissédo pelo Aedes aegypti, com o Aedes albopictus e outros
mosquitos do género Aedes como vetores secundarios, e 2) ciclo zoondtico ou

silvatico em ambientes com densa cobertura florestal na Africa e Malasia



envolvendo hospedeiros primatas ndo humanos e varios tipos diferentes de
Aedes [Wang, 2000].

O Aedes aegypti € o vetor mais importante na transmissao urbana e o
Aedes albopictus, vetor secundario, tem ganhado importancia epidemioldgica nos
ultimos anos causando epidemias em regides de clima mais temperado [WHO,
2009], [Fredericks, 2014]. Outros Aedes sdo geralmente mais suscetiveis a
infeccdes experimentais [Wang, 2000].

Embora mundialmente isolado nas areas tropicais e subtropicais, o habitat
preferencial do Aedes aegypti € entre as latitudes 35° norte e 35° sul. A altitude
também é um fator limitante da distribuicdo do mosquito, normalmente encontrado
até 1000 metros acima do nivel do mar [WHO, 1997].

Altamente adaptado a vida urbana, o vetor tem habitos alimentares
diurnos; alcance de voo limitado, cerca de 500 metros; e reproduz-se em agua
parada [WHO, 1997], [Fredericks, 2014]. Alimenta-se de multiplos individuos em
um curto intervalo de tempo. E capaz de transmitir a doenca a outro individuo
suscetivel cerca de quatro a 10 dias ap0s picar um doente permanecendo com
esta capacidade durante toda a vida [Fredericks, 2014].

A primeira iniciativa para eliminar o Aedes aegypti ocorreu em 1901 em
Havana [Brathwaite Dick 2012]. No Brasil, em 1903, Oswaldo Cruz em
colaboragdo com a Fundagdo Rockefeller, iniciou uma campanha para
erradicacdo do Aedes aegypti, vetor tanto da febre amarela quanto do dengue
[Lourenco-de-Oliveira, 2008]. A técnica se baseava na fumigagdo dos ambientes
e eliminacdo dos criadouros através da retirada dos vasilhames vazios
[Brathwaite Dick 2012]. As medidas empregadas foram bem sucedidas e, em
1920, houve controle da febre amarela no Rio de Janeiro com erradicacdo do
vetor em todo o territério nacional em 1955 [Lourenco-de-Oliveira, 2008].

O sucesso brasileiro estimulou a Organizagdo Panamericana de Saude a
elaborar em 1947, um plano de erradicacdo continental do Aedes aegypti
[Brathwaite Dick 2012]. Em 1972 o vetor foi considerado erradicado em 23 paises.
No entanto, devido a questdes multifatoriais como: avango da urbanizagdo a partir
da década de 1970; aumento do trafico aéreo internacional; eliminacdo do

sistema de vigilancia; resisténcia do mosquito ao inseticida; falta de envolvimento



comunitario para eliminar os criadouros; e, instabilidade politica, o vetor foi
reintroduzido nas areas tratadas, atingindo em 1995 niveis de infestacdo
semelhantes ao periodo pré-erradicacdo (figura 1) [Gubler, 2011], [Brathwaite
Dick 2012], [Simmons, 2012], [Fredericks, 2014].

Figura 1- Mapa de risco de transmissibilidade do dengue.
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Adaptado de Simmons, et al. [Simmons, 2012]

A proliferacdo e o desenvolvimento do Aedes aegypti estdo associadas a
diversos condicionantes, tais como: mudancas globais, alteracdes climaticas,
variabilidade do clima, uso da terra, armazenamento de agua e irrigacao, falhas
no controle efetivo do vetor com transito do mesmo entre regides, aglomeracdoes
urbanas, e, a ma qualidade da infraestrutura de saude [Viana, 2013], [Tatem,
2006]. Aléem disso, o comércio internacional de pneus usados contribui para a
disseminacdo de vetores, especialmente o Aedes albopictus, para areas

previamente livres de mosquito [Reiter, 1998].

1.1.3.Virus do dengue

O DENV pertence ao género Flavivirus, o qual inclui também o Zika virus, o
virus do Oeste do Nilo, da febre amarela e da encefalite japonesa, entre outros
[Fredericks, 2014].



O virion do dengue é esférico, mede cerca de 50 nm de diametro, contém
uma dupla camada lipidica derivada do hospedeiro e uma fita Unica de &cido
ribonucleico (RNA) com cerca de 11.000 bases que codificam trés proteinas
estruturais (PrM, C e E), sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) e duas regides nao transcritas 3'UTR e 5’"UTR [WHO,
2009], [Guzman, 2010], figura 2.

Figura 2- Genoma do dengue virus [Guzman, 2010].
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Especificamente a proteina NS1 é uma glicoproteina altamente preservada
nos virus 1 a 3 sendo essencial para a replicacdo e viabilidade do virus, no
dengue 4 h&d uma alteracdo na cisteina 0 que a torna discretamente diferente
[Lima, 2014]. E expressa na superficie da célula infectada, produz uma resposta
humoral intensa e € um antigeno fixador de complemento [Idrees, 2012], [Lima,
2014]. O NS1 pode ser identificado desde o primeiro até o nono dia apos a
infeccdo com picos variando de acordo com o tipo de infeccdo se primaria ou
secundéria, mesmo quando o RNA viral ndo é identificado através da reacdo de
transcriptase reversa seguida da reacdo pela cadeia de polimerase (RT-PCR)
[Idrees, 2012], [Lima, 2014].

Sao reconhecidos quatro sorotipos de DENV. Suas -caracteristicas
influenciam a natureza da epidemia: extensao, espectros clinicos e faixas etarias
mais acometidas. Em cada sorotipo ha mudltiplos genétipos com sequéncias
filogenéticas distintas e caracteristicas especificas do sitio geografico em que se

desenvolvem [Simmons, 2012].




1.1.4.Epidemiologia

O padréao epidemiolégico do dengue tem se modificado. O intervalo entre
as primeiras pandemias (1897-1902 e 1926-1931) foi de aproximadamente 24
anos. A terceira pandemia (1940-1944) ocorreu nove anos apos a segunda. A
frequéncia de pandemias aumentou consideravelmente depois da Segunda
Guerra [Kuno 2009]. Em 1998, todos os quatro sorotipos foram identificados em
diversas partes do mundo [WHO, 2012].

Desde 2011 é possivel identificar dengue em todos os continentes néo
polares, com situagfes de hiperendemicidade nas areas tropicais, notadamente
na Asia e Américas, com picos epidémicos a cada trés a cinco anos, figura 3
[WHO, 1997], [WHO, 2009], [Messina, 2014], [Simmons, 2012], [Gubler, 1998],
[Schatzmayr, 2000].

Figura 3- Mapa de co-circulacdo do DENV, distribuicdo da incidéncia dos sorotipos desde 1943
[Messina, 2013].
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Antes de 2013, estimava-se que a incidéncia anual de dengue no mundo
era de 50-100 milhdes de casos, dos quais 250.000-500.000 seriam de dengue
grave [Gubler, 2002]. No entanto, em 2013 Bhatt et al. [Bhatt, 2013], usando uma

metodologia complexa baseada em georreferenciamento através de pesquisa



sistemética da literatura, estimaram que ocorrem anualmente cerca de 390
milnBes (quatro a nove vezes a estimativa original) de infeccbes por dengue
sendo que 96 milhdes (25%) apresentam alguma sintomatologia aparente [Bhatt,
2013].

Segundo os autores, dos possiveis 96 milhées de casos de 2010, 70% (67
milhdes de infeccdes) ocorreram nas regides densamente populosas da Asia,
notadamente na india. As Américas aparecem em seguida, com 14% (13 milhdes)
dos casos, dos quais a metade teria ocorrido no Brasil e México [Bhatt, 2013].

Apesar de haver poucos relatos de epidemia na Africa, sabe-se que héa
subnotificacdo de casos em todo o continente [Holmes, 2003]. As informacgdes
deste continente advém geralmente de estudos de soroprevaléncia, notadamente
na Africa subsaariana, ou do diagndstico feito em viajantes oriundos da regiéo
[WHO, 2009]. Sabe-se, no entanto, que o dengue circula na regido pelo menos
desde 1926, quando houve uma grande epidemia na Africa do Sul [WHO, 2009], e
gue o continente conta com a circulacdo expressiva dos quatro sorotipos desde
1980 [WHO, 2009]. Segundo Bhatt et al., cerca de 16% (15 milhdes) dos casos de
dengue do mundo em 2010 teriam ocorrido na Africa [Bhatt, 2013].

De 2001 a 2007, 30 paises concentraram mais de quatro milhdes de casos
notificados de dengue. Além de o numero de casos continuar aumentando, o
dengue tem se disseminado para novas areas em forma de epidemias
importantes. O risco agora se estende para a Europa uma vez que foi identificado
pela primeira vez na Franca e Croécia em 2010 e ha relatos de casos importados
em outros onze paises. Em 2013 surgiram casos na Florida, Estados Unidos e o
Japdao relatou casos em 2014 depois de mais de 70 anos. O ano de 2015 foi
marcado por grandes epidemias de dengue pelo mundo [WHO, 2016].

Mais da metade desses paises estdo localizados nas Américas (figura 4).
Todos os quatro sorotipos circulam na regido e em alguns paises de forma
concomitante como Colémbia, Republica Dominicana, México e Venezuela [WHO,
2009]. De outro modo, o0s unicos paises da América Latina onde nao ha relatos de

transmissao autéctone sdo Uruguai e Chile continental [San Martin, 2010].
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Figura 4- Numero médio de casos de dengue nos 30 paises que mais notificaram a OMS, 2004-
2010 [WHO, 2012].
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No Brasil, o pico das notificacdes se concentra particularmente no primeiro
semestre de cada ano, periodo este considerado o mais umido e quente. Nos
meses em que a temperatura decresce, na segunda metade do ano, observa-se
gue a incidéncia sofre reducédo, demonstrando dependéncia da variacdo sazonal
sobre a dindmica do vetor e da doenca [Viana, 2013], [San Martin, 2010].
Circulam no pais todos 0s quatro sorotipos do virus.

Apesar de ter sido identificado pela primeira vez em 1981, quando foram
isolados os DENV-1 e DENV-4 em uma epidemia em Roraima, foi apenas em
1986, com a chegada do DENV-1 ao Rio de Janeiro, que o dengue ganhou
relevancia nacional a nivel de saude publica [Teixeira, 2009] com cerca de 60.000
casos notificados. No entanto, segundo estimativas sorolégicas, mais de um
milhdo de pessoas foram infectadas. Esta diferenca entre o nimero de casos
estimado e o notificado, o que configura subnotificacdo, ocorreu devido a
auséncia de um sistema de notificacdo estruturado para o agravo [Figueiredo,
1991]. A forca de disseminagdo do virus foi tdo intensa que no ano seguinte,
1987, j& havia mais de um milhdo de casos de dengue no Rio de Janeiro e relatos

de casos em varias capitais nordestinas [Teixeira, 2009].
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Em 1994 mais de 600 municipios brasileiros e 18 estados ja apresentavam
casos de dengue chegando a 346 casos/100.000 habitantes em 1998, 0 mesmo
ano em que o dengue teve disseminagdo mundial maciga [Teixeira, 2009]. A
marca de 50% dos municipios brasileiros afetados ocorreu em 1999 com o vetor
sendo encontrado em 64% destes [Teixeira, 2009].

No periodo entre 2000 e 2007 ja haviam mais de trés milhdes de casos
respondendo por cerca de 60% dos casos de dengue nas Américas [San Martin,
2010]. Em 2007, 72% dos municipios do pais ja estavam infestados pelos Aedes
aegypti [Teixeira, 2009].

Em 2010, o Brasil notificou quase o dobro do nimero de casos do ano
anterior, sendo cerca de 18.000 casos de dengue com complicacfes e 650 Obitos
em um total de mais de 1,2 milh&do de casos de dengue [Brathwaite Dick, 2012].
Neste ano, a epidemia apresentou uma caracteristica peculiar que foi a circulagéo
ativa do DENV-4, em 2008 foi reintroduzido no pais [Temporao, 2011]

O DENV-4, foi isolado em Roraima em julho de 2010 apds cerca de 26
anos sem circular no pais, disseminou-se simultaneamente para estados do
Nordeste e Sudeste. Em margo de 2011, j& era encontrado nos Estados do Piaui,
Pernambuco, Bahia, Ceara, Rio de Janeiro e S&o Paulo [Nogueira, 2011],
[Figueiredo, 2008], [San Matrtin, 2010].

Os sorotipos 2 e 3 foram identificados no Rio de Janeiro respectivamente nos
anos de 1990 e 2000 [Nogueira, 1993], [Nogueira, 2005].

Quando se analisam os casos de dengue notificados no Estado do Rio de
Janeiro, encontra-se uma oscilacdo importante da curva epidemiologica da
doenca ao longo dos anos (dados nao publicados pela Geréncia de Doencas
Transmitidas por Vetores e Zoonoses de Secretaria Estadual de Saude-
GDTVZ/SES-RJ), figura 5. Observam-se quatro picos de incidéncia ao longo do
periodo, que estdo correlacionados a introducdo de cada um dos quatro sorotipos

virais e a suscetibilidade da populacao.
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Figura 5- Curva epidemiolégica de casos notificados por dengue no Rio de Janeiro de 1986 até
2013 [SINAN/GDTVZ/SES-RJ- dados néo publicados, 2013].
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Em 1990, com a introducdo do sorotipo 2, o Estado do Rio de Janeiro
experimentou sua segunda grande epidemia, sendo notificados nos anos de 1990
e 1991, 105.576 casos de dengue, 1306 casos de febre hemorragica do dengue e
39 Obitos. Houve, nesta epidemia a identificacdo do DENV-1 no primeiro semestre
1990 e DENV-2 no segundo semestre de 1990 e inicio de 1991 [Nogueira, 1993].
A morbimortalidade associada a esta epidemia decorreu possivelmente da
substituicdo do genotipo DENV-2 americano pelo gendtipo asiatico de
caracteristicas mais virulentas [Messina, 2014].

Em 2002, a introdugdo do DENV-3 foi responsavel pela maior epidemia
que o Estado conheceu, com cerca de 290 mil casos notificados e letalidade de
3,15% [Nogueira, 2005], [Toledo, 2006].

Em 2007 e 2008, com a re-introducdo do DENV-2, houve nova epidemia de
dengue ainda mais grave com indice de letalidade de 9,4/10.000, maior
comprometimento da populagdo pediatrica, mais de 9.000 internacdes
hospitalares e 230 Obitos entre janeiro e abril de 2008 [Honorio, 2009], [Giraldo,
2011], [WHO, 2012]. Esta grave situacao de saude publica causou uma resposta
dos 6rgdos ndo governamentais e governamentais com mobilizagdo das forcas
armadas para apoio aos cuidados dos pacientes e combate aos criadouros de
mosquito [WHO, 2012].
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Em 2011, o Estado experimenta uma nova epidemia, agora com
predominio do sorotipo 1, mais dispersa pelo Rio de Janeiro (46% na capital) com
guase 170 mil casos notificados. Neste ano e no seguinte as curvas de casos
foram bastante semelhantes e tiveram o pico em torno da décima quinta semana
epidemioldgica (figura 6).

Os anos seguintes, de 2012 a 2014 tiveram a predominancia do sorotipo 4
reintroduzido no Rio de Janeiro em 2011, que apesar de ter alcancado picos
epidémicos relevantes de 2012 e 2013, causaram poucos 6bitos. Os casos de
2012 se concentraram no municipio do Rio de Janeiro representando 70% dos
aproximadamente 180 mil casos e 37 ébitos notificados [SES, 2014].

No ano de 2014, houve reducdo da incidéncia para niveis endémicos,
possivelmente devido a reducdo do numero de suscetiveis ao DENV-4 apds trés
anos de elevadas incidéncias. Neste ano, apenas nove 6bitos foram notificados
em todo o Estado [SES, 2016].

Figura 6- Diagrama de controle do dengue, casos notificados por semana epidemiolégica de inicio
de sintomas, no Estado do Rio de Janeiro, anos 2010 a 2014. [SES, 2016].
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1.1.5.Caracterizacéao clinica do dengue

A maioria das infec¢des pelo DENV séo assintomaticas e, portanto, dificeis
de identificar. Quando sintomatico, o quadro clinico geralmente é autolimitado
com amplo espectro de sintomatologia, variando de letargia, febre, exantema,
acometimento organico e eventualmente hemorragia pelo aumento da
permeabilidade vascular [Honorio, 2009], [Fredericks, 2014].

N&o se sabe ao certo os motivos exatos pelos quais alguns pacientes
evoluem para a forma grave na fase de defervescéncia. O sorotipo e 0 gendétipo
do DENV parecem ser determinantes principalmente quando associados a
imunossupressao, interacdo virus-hospedeiro, viremia prolongada, carga viral e
altos titulos de antigeno NS1. Grupos populacionais especificos também
apresentam maiores chances de evoluir com formas mais graves: sexo feminino,
raca branca, idade inferior a quinze anos e portadores de doencas crbnicas
[Gubler, 1998], [Halstead, 2006], [Fox, 2011].

De uma forma geral, apés um periodo de incubacéo de trés a sete dias, 0s
sintomas surgem de forma subita podendo ser estratificada em trés fases: fase
febril inicial; fase critica caracterizada pela defervescéncia do quadro febril, e; 0
periodo de recuperacdo espontanea [Simmons, 2012].

Durante a fase febril surgem os principais sinais e sintomas sugestivos de
dengue como febre alta, cefaleia, vomitos, mialgia, dores articulares e exantema
macular transitorio e esporadico. Podem ocorrer fendmenos hemorrégicos leves
como petéquias e equimoses notadamente nos sitios de pungdo venosa. A
hepatomegalia nesta fase € comum. No aspecto laboratorial inespecifico ocorre
trombocitopenia leve a moderada e leucopenia geralmente com aumento
moderado do hepatograma. Esta fase febril dura geralmente trés a sete dias apos
0S quais a maioria dos doentes se recupera sem complicagcées [Simmons, 2012]
sendo considerado dengue classico ou dengue sem complicacdes.

Quando a febre desaparece, uma pequena propor¢cdo de pacientes,
notadamente criancas e adultos jovens evolui para a fase critica do dengue

caracterizada pela sindrome do extravasamento plasmatico [Simmons, 2012] que
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pode causar choque (sindrome do choque do dengue), anasarca, insuficiéncia
respiratoria, hemorragia, comprometimento multissisttmcio grave e até mesmo
oObito [Fredericks, 2014].

Na fase inicial a hipovolemia manifesta-se por hipotensdo postural com
vasoconstricdo periférica, que caso ndo seja prontamente revertida, evolui para a
sindrome do choque do dengue. Nesta fase, em torno do quarto a sétimo dia de
doenca, surgem os sinais de alarme com extravasamento plasmatico por aumento
da permeabilidade vascular manifestado por: dor abdominal importante,
hepatomegalia dolorosa, hemoconcentragdo com queda abrupta da contagem das
plaguetas, derrame seroso, sangramento mucoso e letargia ou irritabilidade
[Simmons, 2012].

Na fase de convalescenca, revertem-se os fendmenos de extravasamento
vascular e, pode surgir um segundo exantema maculopapular altamente
pruriginoso que evolui com descamacao ap6s uma a duas semanas. Os adultos
podem evoluir com fadiga severa durante varias semanas ap0s a convalescenca
[Simmons, 2012].

Apresentada desta maneira, a caracterizacao clinica do dengue parece
simples, com oportuna tomada de decisdes na fase de defervescéncia. No
entanto, as caracteristicas epidemiolégicas da evolucéo clinica do dengue diferem
por regiao.

A OMS desde a década de 1970 vem tentando promover estratégias para
o diagnostico, tratamento e prevencdo do dengue. Estes esforcos renderam o
guia de 1986, os manuais regionalizados de 1993 (Asia), 1994 (Américas) e 1995
(Pacifico) [WHO, 1997].

Em 1997, houve uma atualizacdo do manual de 1986 e uma consolidacéo
das informacdes regionalizadas. Neste documento, a OMS estabeleceu as
seguintes nomenclaturas: febre do dengue (FD): os casos de doenca febril aguda
associada a cefaleia, mialgia, artralgia, exantema e leucopenia; febre hemorragica
do dengue (FHD): individuos com febre alta, fenbmenos hemorragicos geralmente
associados a hepatomegalia; sindrome do choque do dengue (SCD): aqueles
com FHD que evoluem com choque hipovolémico decorrente de extravasamento

plasmético; e, havia ainda um quarto grupo, o de FD com sangramento anormal
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sem ser efetivamente FHD [WHO, 1997]. Além disto, o documento discriminava
também aquele doente com febre hemorragica do dengue (FHD) em graus de 1 a
4,

Além de complexa esta classificacdo gerou criticas por nao ser util para o
manejo clinico, s6 sendo passivel de confirmagdo de forma retrospectiva ao final
da doenca. Muitos casos graves, ndo apresentavam sinais de choque circulatorio
e, portanto, ndo preenchiam os critérios para classificacdo como FHD,
principalmente em adultos [Balmaseda, 2005], [Low, 2006], [Marzochi, 1991].

Em 2009 a definicdo de caso suspeito de dengue passou a ser febre
associada a dois ou mais dos seguintes sintomas: nausea/vomito, exantema,
dores, prova do lago positiva e leucopenia [WHO, 2009].

No entanto, apesar de ter sido ajustado, permanecem criticas aos critérios
diagnésticos do dengue. Low et al. em um estudo longitudinal multicéntrico
detectaram que os sintomas associados a doenca foram menos frequentemente
encontrados nos individuos idosos. Além disso, sintomas classicamente descritos
como associados ao dengue tais como dor retro orbitaria e exantema podem ser
mais tardios, o que dificultaria o diagndstico precoce [Low, 2011].

Pelos motivos expostos, o Brasil adota, desde 2002, o protocolo de
condutas que valoriza a abordagem clinico-evolutiva, baseado no reconhecimento
de elementos clinico-laboratoriais e de condi¢cdes associadas, que possam ser
indicativos de gravidade, com sistematizacdo da assisténcia, que independe da
discussédo de classificacdo final de caso, para orientar a conduta terapéutica
adequada a cada situacao e evitar o 6bito.

Continuamente atualizado, o “Fluxograma de Classificacdo de Risco e
Manejo do Paciente com Dengue” de 2016, estratifica o paciente suspeito de
dengue de acordo com os critérios clinicos da OMS de 1997 de acordo com a
presenca de comorbidades, sinais de alarme e/ou sinais de choque orientando a
terapéutica e a necessidade de internacdo hospitalar, (figura 7) [WHO, 1997],
[Brasil, 2011].



Figura 7- Fluxograma para classificacdo e manejo do dengue [Brasil, 2016].
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Suspeita de Dengue

Relato de febre, usualmente entre dois e sete dias de duragio, e duas ou mais das seguintes manifestgdes: ndusea, vémitos; exantema;
mialgias, artralgia; cefaleia, dor retro-orbital; petéquias; prova do lago positiva; leucopenia. Também pode ser consideradeo caso suspeito
toda crianga com quadro febril agudo, usualmente entre dois e sete dias de duragio, e sem foco de infecgio aparente.
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Dengue grave
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pulso fraco e filiforme; enchimento capilar
lento (=2 segundos); pressio arterial
ocomvergente (< 20 mm Hg): mquipneia;
oliguria (= 1.5 mlkgh); hipoensio
arterial (fase mrdia do choque); cianose
{fase tardia do choque); acumulacao de

+ Sangramento de mucosa liquides com insuficiéncia respiratéria

* Letargia efou irrimbilidade. + Sangramento grave.

* Aumento progressive de hematocrito, + Comprometimento grave de Grgaos.
L y ¥ ¥

Iniciar hidratag 3o dos pacientes de imediato de acorde com a classificag 3o, enquanto aguarda exames laboratoriais.

Hidratag do oral para pacientes do grupo A e B. Hidratacio venosa para pacientes dos grupos C e D.
Acompanhaments Acompanhamento
Ambulatorial Em leito de emergéncia

¥ ¥
Acom panhamento
Em leito de internag@o
Condiges clinicas especiais efou risco social ou comorbidades: lctentes (< 2 anos), gestantes, adultos comidade > 65 anos, com hipertensio arterial
ou outras doengas cardiovasculares, disbetes mellitus, Dpoc, doengas hematolégicas crénicas (principalmente anemia falciforme), doenga renal crénica,
doenga dcido péptica e doengas autoimunes. Estes pacientes podem apresentar evolugdo desfavoravel e devemn ter acompanhamento diferenciado.

Ac o
Em leits de observacio até resulmda
de exames e reavaliagio clinica

até estabilizagio

Apesar da disponibilizacéo desta ferramenta para orientar a conducdo de
casos desde 2002, em 2008 a letalidade pelo dengue ainda permaneceu em
niveis elevados no nordeste brasileiro, provavelmente devido a ma adeséo ao
protocolo de estadiamento e manejo proposto pelo Ministério da Saude [Figueiro,
2011].

Nos ultimos anos tem sido avaliados preditores clinicos até o quarto dia de
doenca bem como a utilizacdo de estatistica multivariada para combinacdo de
variaveis de pacientes ambulatoriais.

Em um cenéario em que nao foi encontrado DENV-4, Low et al. realizaram
um estudo para diferenciar precocemente dengue, influenza e outras doencas
febris agudas. Foram, arrolados ao longo de cinco anos, 2.129 pacientes sendo
250 com dengue, 228 com influenza e os demais com febre devido a outras
etiologias. nausea,

Identificaram artralgia, inapeténcia, alteracdo do paladar,

vOomito, exantema e sensibilidade cutdnea como sintomas mais frequentemente
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encontrados nos pacientes com dengue comparados aos demais doentes do
estudo, assim como valores mais baixos de leucdcitos, linfocitos e plaquetas. Este
estudo revelou ainda que ao estratificar os sintomas de acordo com a faixa etéria,
a frequéncia dos sintomas associados ao dengue diminui com o avango da idade,
0 que dificulta a aplicabilidade dos critérios da OMS para todas as faixas etarias
adultas [Low, 2011].

Ainda segundo o referido estudo, o Unico teste laboratorial Gtil nos casos
de suspeicao de dengue nos idosos seria a leucometria, uma vez que nesta faixa
populacional, a leucopenia (<4.500 céls/mm?) tem maior significancia estatistica
comparada aos outros valores hematimétricos [Low, 2011].

Acredita-se que haja duas maneiras de diminuir a gravidade da doenca:
monitoramento constante de todos 0s pacientes suspeitos, cujo custo operacional
€ alto; ou diagnosticar dengue de forma acurada para determinar o grau de risco
para a evolucao desfavoravel.

Assim sendo, a identificacdo precoce dos casos de dengue € de vital
importancia para a tomada de decisdes e implantagdo de medidas de maneira

oportuna.

1.1.6.0utros instrumentos para diagnostico clinico

Na maioria dos paises onde o dengue € endémico, incluindo o Brasil, o
acesso as técnicas laboratoriais para o diagnostico € limitado, assim, o
diagnéstico presuntivo da doenca é baseado em critérios clinicos, algoritmos e
escores [Brasil, 2011].

Diaz e colaboradores em um estudo de coorte na Colémbia avaliando 251
adultos atendidos em regime ambulatorial onde a metade apresentava dengue
com confirmacao laboratorial, formulou um escore clinico. O ponto de corte foi
definido quando os valores obtidos fossem igual a nove ou 10 pontos avaliando:
prova do lago positiva, exantema, auséncia de secrecdo nasal, artralgia e
auséncia de diarreia (1 ponto cada), leucometria <4000/mm*® (3 pontos) e

plaquetas <180,000/mm? (2 pontos). A especificidade e o valor preditivo positivo
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obtidos foram de 100%, com area sob a curva ROC de 81%, melhor que os 70%
obtidos pelos critérios da OMS (p<0,001) [Diaz, 2006].

Em um estudo caso-controle retrospectivo em 412 pacientes ambulatoriais
na Guiana Francesa, Epelboin e colaboradores propuseram um escore clinico
para a diferenciacdo etiologica de sindromes febris agudas em regides onde
coexistem casos de malaria e dengue. De todos os parametros analisados:
proteina C reativa =5, sexo masculino, idade < 15 anos, taquicardia, anemia ou
trombocitopenia. O Unico parametro elegivel para estudos de validacdo externa
fora do territério guianense foi a proteina C reativa = 5 (sensibilidade 99% e
especificidade de 35%) [Epelboin, 2013].

Outro instrumento usado para auxiliar o diagnoéstico precoce do dengue foi
a arvore de decisdo, onde complexos modelos matematicos sao convertidos em
regras condicionais do tipo “se-entdo” de facil compreensao [Lee, 2009].

A primeira tentativa de se estabelecer uma arvore de decisdo que
determinasse a probabilidade de um paciente desenvolver a febre hemorragica do
dengue baseada em critérios clinicos e laboratoriais foi documentada no Manual
da OMS em 1997 com sensibilidade de 98%, especificidade de 60% e valor
preditivo negativo de >99%[WHO, 1997]. No entanto, esta arvore necessitava de
computador e softwares apropriados indisponiveis em cenarios assistenciais.

Em 2008, Tanner e colaboradores [Tanner, 2008] elaboraram uma arvore
de decisdo onde foram avaliados 1200 pacientes residentes em Singapura e
Vietnd, entre eles pacientes com os diversos espectros clinicos do dengue (FD,
SCD e FHD) e nao-dengue. Os critérios que atingiram nivel de significancia
(p<0,01) foram plaquetas <196.000/mm?, leucopenia <4900 céls/mm?, linfopenia <
580 céls/ mm?®, temperatura axilar >37.4° C e hematdcrito < 41.2%. Este estudo
obteve um erro estimado apds validacdo cruzada de 15,7% e sensibilidade e
especificidade de 71,2% e 90,3% para predicdo de doenca. Quando o instrumento
foi aplicado no periodo inter epidémico os valores preditivo positivo e preditivo
negativo foram 51,1% e 97,7% respectivamente.

A coleta de dados clinicos de forma sistemética e padronizada permite
andlises estatisticas, identificacdo de associacfes entre os achados clinicos,

avaliar a etiologia e prognéstico. Neste sentido, algumas ferramentas de coleta de
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dados foram desenvolvidas e avaliadas com o objetivo de auxiliar o diagndstico
de condicdes especificas com base principalmente na anamnese, critérios clinicos
e exame fisico. Exemplos de instrumentos desta natureza incluem questionarios
usados para avaliar determinadas artropatias em idosos [Peat, 2003] e a
identificacdo da doenca do refluxo gastroesofagico [Manterola, 2002].

Para exemplificar, na avaliacdo de um uanico sintoma, a formulacdo de
hipéteses diagndsticas e/ou o seu descarte pode requerer informacdes relativas
ao inicio, intensidade, duracdo, frequéncia, qualidade, contexto, localizacéo,
fatores de alivio e de piora [Takemura, 2007].

Na impossibilidade de contemplar todas as informacdes clinicas relevantes
para cada paciente, a ficha clinica padronizada deve ser utilizada como um
instrumento complementar a entrevista clinica aberta e ao registro habitual no
prontuario médico. Nesse sentido, deve conter questdes sobre achados que séo
mais provaveis de se encontrar na populacédo-alvo, potencialmente discriminantes
para o diagnostico ou Uteis para fins de vigilancia.

A parcimbnia no numero de variaveis coletadas e no seu detalhamento é
importante para garantir a adesao dos profissionais e evitar transtornos na rotina
de atendimento. E importante ressaltar que a proposicdo da ficha clinica
padronizada remete a necessidade de registro estruturado de dados clinicos para
a implementacao de vigilancias sindromicas e a realizagdo de pesquisas relativas
ao diagndstico diferencial.

Recentemente no Brasil, Daumas e colaboradores [Daumas, 2011],
propuseram um questionario semi-estruturado para a avaliacdo de sinais e
sintomas de pacientes com sindrome febril aguda e avaliaram a concordancia
entre avaliados/observados na coleta destes dados. No questionario aplicado
foram avaliados 43 sintomas e 32 sinais clinicos, além de vérias informacdes
epidemiolégicas.

Concordancias altas foram observadas para a maioria dos dados clinicos
avaliados e a afericdo da intensidade dos sintomas mostrou-se viavel. Alguns
sinais fisicos foram raros e sua inclusdo em um questionario estruturado pode ndo
ser justificavel neste contexto. A aplicacdo do questionario mostrou boa

confiabilidade para os sinais e sintomas mais frequentes sugerindo fortemente ser
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possivel coletar sintomas clinicos de anamnese detalhados com alta
confiabilidade através da utilizacdo de um formulario padronizado e do
treinamento dos profissionais para o seu preenchimento.

Daumas et al. destacaram finalmente a necessidade de avaliagcdo do
guestionario na forma sumarizada em cenarios assistenciais mais amplos como

unidades de emergéncia e/ou atencao basica [Daumas, 2011].

1.1.7.Diagnostico laboratorial do dengue

Com grande variabilidade clinica, a viremia decorrente da infec¢do pelo
DENV pode ser inaparente, no entanto, a confirmacao laboratorial da doenca é
essencial a fim de subsidiar a tomada de decisdes, diferenciando o dengue de
outras doencas febris agudas como zika, maléaria e chikungunya; direcionando o
tratamento minimizando assim os riscos de elevada morbi/mortalidade [WHO,
2009]. A escolha do método laboratorial dependera do objetivo para o qual esta
sendo empregado. Se para manejo clinico ou vigilancia epidemiolégica; do porte
do laboratério onde sera executado; da expertise de quem o realiza; além do
momento da coleta do espécime clinico [WHO, 2009].

De uma forma inespecifica a infeccdo aguda pelo dengue gera alteracbes
hematolégicas mensuraveis e que necessitam de monitoramento. A
trombocitopenia, contagem de plaquetas abaixo de 100.000 células/ mm?®, ocorre
habitualmente entre o terceiro e o oitavo dia de doenca. J4 a hemoconcentracao,
aumento de 20% do hematdcrito em comparagcdo aos niveis pré-adoecimento, é
sugestivo da hipovolemia em decorréncia do aumento da permeabilidade vascular
[WHO, 2009].

O diagnostico laboratorial especifico do dengue baseia-se em dois pilares:
identificacao direta do virus ou seus componentes, e identificacdo indireta através
de pareamento sorolégico.

O isolamento viral pode ser obtido a partir de sangue ou tecidos até o
quinto de doenca. O procedimento de isolamento dura de uma a duas semanas e
requer cultura de células, preferencialmente de Aedes albopictus, e posterior teste

de imunofluorescéncia.
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A identificacdo do RNA viral e seus sorotipos pode ser feita através do RT-
PCR ou RT-PCR em Tempo Real. Ambas as técnicas envolvem extracao,
purificacdo e amplificagdo do RNA viral e a identificacdo através de sondas
moleculares especificas [WHO, 2009].

Durante a fase febril, a detecgcdo do RNA viral através do RT-PCR ou do
antigeno nado estrutural 1 (NS1) sdo os procedimentos mais usuais e Sao
considerados suficientes para o diagnostico da doenca. ApGs o inicio da doenca,
0 virus e seus componentes podem ser detectados no soro, plasma e outros
tecidos por quatro a cinco dias, figura 8. Sendo esta, a principal forma de
diagnosticar a doenca na fase aguda [WHO, 2012].

Figura 8- Comparacéo da sensibilidade dos testes positivos para o diagndstico de dengue de
acordo com o numero de dias de doenca [Lima, 2010].
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Ao final da fase aguda, a sorologia é a técnica indicada para o diagndstico
de dengue [WHO, 2012]. A sorologia para a dengue baseia-se na detec¢cao de
altos titulos de IgM a partir do quarto dia de doenca. A soroconversao pareada e
confirmatéria da doenca, enquanto que a positividade em amostra Unica indica
infeccao ativa ou recente [Simmons, 2012].

Tanto para a identificacdo do IgM quanto do IgG, deve-se colher amostra
de sangue do paciente a partir do quinto dia de doenca [WHO, 2009].

O teste ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA) é o mais utilizado na
confirmacédo de casos de dengue [Kuno, 1987]. Nele, os anticorpos IgM presentes
no soro do paciente sao capturados em uma microplaca, usando anticorpos IgM
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anti-humanos especificos, seguido da adicdo de antigenos dengue especificos
(DENV 1-4). A positividade do teste é demonstrada por uma alteracdo de
coloracdo captada por um espectrofotometro [WHO, 2009].

O ensaio imunoenzimatico para a deteccdo de anticorpos da classe IgG
(lgG-ELISA) pode classificar o tipo de infecgdo para a dengue (primaria ou
secundaria) de acordo com os titulos observados no teste [Lima, 2014]. No
entanto, a possibilidade de reacdo cruzada com outros Flavivirus como o Zika
virus, malaria e até mesmo com bactérias, tem sido um fator preocupante no que
tange a acuracia dos métodos laboratoriais especificos [Bhatti, 2015] [Domingo,
2015].

No entanto, em locais nos quais o dengue é endémico, como no Brasil, a
variabilidade dos pardmetros laboratoriais podem ocasionar dividas na analise de
casos de dengue secundaria (figura 9). Nas infeccBes primarias, nota-se uma
resposta IgM intensa, mais especifica e precoce. Nos casos secundarios, a
amplitude da resposta IgM € mais baixa e tardia havendo, porém resposta IgG
mais acentuada e precoce, aproximando-se do periodo em que se pode detectar
a viremia [WHO, 2012].

Figura 9- Cinética antigeno e anticorpo nas infec¢des por dengue [Lima, 2014].
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Adaptado de Lima, 2014 [Lima, 2014].

O teste de imunocromatografia € realizado para a detec¢do qualitativa do
NS1 no soro humano, técnica esta que requer expertise minima para realizar o

exame cujo sangue pode ser obtido de uma puncédo digital [Fry, 2011], [Dietz,
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1990]. Toda a realizacdo do exame, desde a puncdo até a emissdo do laudo
ocorre em menos de uma hora [Gan, 2014].

A proposta de um teste barato, sensivel, especifico, rapido e de facil
execucao como o teste imunocromatografico [Gan, 2014] foi rapidamente adotada
pela Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro. Durante os anos de 2011 e
2012 o teste imunocromatografico por captura de NS1 e deteccéo de IgM e IgG
(teste Bioeasy ® DUO) foi disponibilizado para a rede publica no Estado do Rio de
Janeiro, sendo realizados, segundo a Superintendéncia de Vigilancia
Epidemiolégica e Ambiental, cerca de quatorze mil testes rapidos (NS1, IgM e
19G).

A validacdo do teste Bioeasy® &, portanto, importante em outras areas
geograficas com circulacdo de outros sorotipos do DENV e onde ha elevada

frequéncia de casos secundarios de dengue como no Rio de Janeiro.

1.2. Atendimento ao caso suspeito de dengue nas Unidades de
Pronto Atendimento (UPA 24H)

Baseadas na Politica Nacional de Urgéncia e Emergéncia do Ministério da
Saude e instaladas no Rio de Janeiro a partir de 2007, h4 atualmente no estado
52 Unidades de Pronto Atendimento (UPA 24H). As UPA 24H foram concebidas
como servigco pré-hospitalar especifico de pronto-atendimento que funciona em
horario integral para atender tanto a pequenas e médias emergéncias quanto a
pacientes graves, até que sejam removidos para o hospital de referéncia.

No contexto regional, acredita-se que as UPA 24H sejam o local mais
representativo do atendimento emergencial na rede publica do Rio de Janeiro,
contexto este ideal para a aplicacdo do questionario estruturado, permitindo uma
captacao mais precoce.

O papel do enfermeiro durante a epidemia de dengue é citado em manual
especifico do Ministério da Saude [Brasil, 2008] descreve a importancia do
registro detalhado dos dados clinicos do doente a fim de planejar e executar os

servigos de assisténcia.
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O Ministério da Saude adota desde 2008 a Classificacdo de Risco do
paciente onde o enfermeiro é o primeiro profissional de saude a abordar o doente,
sendo ele o responsavel pela classificagdo clinica do paciente com suspeita de
dengue [Brasil, 2008]. Acredita-se que o enfermeiro deva ser envolvido
diretamente na aplicacdo do questionario estruturado. Sendo, portanto, importante
incluir esse profissional na avaliacdo da confiabilidade de um instrumento
diagnéstico. No entanto ndo ha, até o presente momento, nenhum estudo
avaliando a confiabilidade inter-entrevistador (médico-enfermeiro) na suspeicéo

de dengue.

1.3. Preceitos epidemioldgicos

A principal razdo para a existéncia de um teste de rastreamento é
identificar a doenga de forma precoce a fim de otimizar a intervengéo evitando,
portanto, a progressdo da mesma [Streiner, 2003]. Assim sendo, 0s testes
diagnésticos e de rastreamento prescindem de atributos epidemiolégicos.

Reprodutibilidade ou confiabilidade avalia se o que o teste afere é
reprodutivel, sem levar em conta o que estd sendo medido, ou seja, a habilidade
de diferenciar determinada condigdo entre sujeitos, pacientes ou participantes
[Streiner, 2015], [Guyat, 2015]. A confiabilidade aumenta na medida em que a
variabilidade entre sujeitos aumenta. Para quantificar a reprodutibilidade do
método usamos o coeficiente de correlacao intraclasse para variaveis continuas e
confiabilidade inter-observador, intra-observador e o teste-reteste [Guyat, 2015].

Os ensaios clinicos podem ser classificados de acordo com o objetivo a ser
alcancado.

Segundo Schwartz e Lellouch, os ensaios clinicos exploratérios podem ser
diferenciados através dos efeitos esperados. Os ensaios explanatérios ou de
eficacia teriam como objetivo entender os efeitos de dois tratamentos alternativos,
guando administrados sob condicdes ideais. Ja 0s ensaios pragmaticos ou de
efetividade seriam conduzidos em condicbes menos rigidas, mais préoximas
aquelas encontradas na pratica, com o objetivo de estabelecer uma base

cientifica adequada para tomada de decisdo [Schwartz, 1967].
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Assim, segundo Coutinho e colaboradores, os ensaios de eficacia estao
voltados para a questdo do conhecimento dos mecanismos de acdo onde 0s
participantes tendem a formar um grupo mais homogéneo de individuos, seguindo
esquemas terapéuticos rigidos com foco na eficdcia do método [Coutinho, 2003].

J& nos ensaios pragmaticos ou de efetividade, o objetivo € analisar os
problemas de decisdo incorporando uma populacdo mais heterogénea de
pacientes [Coutinho, 2003]. Os regimes de tratamento seriam mais flexiveis,
acomodando assim as necessidades individuais dos pacientes, aproximando o
estudo das caracteristicas dos pacientes e do modo como a intervengdo se dara
na pratica, ou seja, a efetividade da intervencao [Coutinho, 2003], [Kim, 2013].
Sendo assim, segundo Streiner e Norman os critérios de arrolamento dos
pacientes seriam menos rigidos, possibilitando a generalizacdo futura dos
resultados, sem que, no entanto houvesse perda da qualidade da analise uma vez
gue a populacao deveria ser bem caracterizada [Streiner e Norman, 2009a]. Para

fins de andlise, entra o conceito de “intention to treat” onde todos os pacientes
arrolados inicialmente sdo quantificados, mesmo que tenham saido ou sido
excluidos durante o estudo [Streiner e Norman, 2009].

Em 2008 o grupo Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT)
publicou orientac6es e um check-list especificos para estudos pragmaticos (figura
10) [Zwarenstein, 2008].

Portanto, segundo Kim, os estudos pragmaticos ou de efetividade devem
ter as seguintes caracteristicas: a selecao dos pacientes deve obedecer a rotina
assistencial; a intervencdo deve ser executada pela equipe de rotina com
treinamento adequado; os controles devem ser aqueles da pratica rotineira ao
invés de placebos e as medidas de desfecho devem ser guiadas pela
apresentacao clinica do doente e incorporadas de forma ampliada para a melhoria

na qualidade de vida relacionada a saude [Kim, 2013].



27

Figura 10- Extensdo do CONSORT para estudos pragmaticos (adaptado de Zwarenstein, 2008)

[Zwarenstein, 2008].

\ Seg¢ao do CONSORT Item Extensdo para estudos pragmaticos
Introdugao
Antecedentes ) Descrever o problema de saude ou do servigo de saude o qual a intervengdo esta
sendo proposta e outras intervengdes comumente direcionadas ao problema
Método
O critério de elegibilidade deve estar explicito para descrever o participante tipico
L e/ou onde aplicével; o profissional especifico (enfermeiros, por exemplo); instituicGes
Participantes 3 . . . . .
(hospitais, por exemplo), comunidades (ou localidades, cidades) e o ambiente de
cuidado (publico ou privado, por exemplo)
Descrever os recursos extras (ou recursos removidos) no ambiente de cuidado para
o implementar a interven¢do. Indicar quais esforcos foram empenhados para
Intervengdes 4 . . ~ . ~ - = .
padronizar a intervengdo ou se a intervengdo e a administragdo do mesmo variou
entre participantes, cuidadores ou locais de estudo foi permitida
Desfechos 6 Descrever o cuidado padrao em detalhes semelhantes ao da intervengao
Explicar a intengdo do desfecho alvo e, quando relevante, se a extensdo do
Tamanho da amostra 7 . . N
seguimento é importante para aqueles que usarao os resultados do estudo
Mascaramento 11 Se ndo houver mascaramento, descrever o motivo
Resultados
. O numero de pacientes ou unidades arroladas para participar do estudo, o niumero
Fluxo dos pacientes 13 . .o . = .
de unidades elegiveis, e os motivos de exclusdao dos participantes
Discussao
Descrever aspectos importantes do ambiente em que os resultados foram obtidos.
s Discutir as possiveis diferencas onde caracteristicas locais como tradicGes;
Generalizagdao 21

organizagdo do servico publico; equipe assistencial ou recursos possam variar
daqueles obtidos no estudo

1.3.1.Medidas de acuracia diagnostica

A acuracia de um teste diagnostico leva em conta como ele pode identificar

corretamente as pessoas com uma determinada doencga e excluir as pessoas que

nao tém a doenca.

Essa acuracia pode ser estimada por meio de comparacéo dos resultados

de um teste com os resultados de um teste de referéncia. Os participantes de um

estudo de teste diagnostico devem submeter-se tanto ao teste indice quanto ao

teste padréo, para que em seguida, os resultados dos testes sejam comparados.

As medidas de acuréacia foram sumarizadas na figura 11.

A sensibilidade do teste € a capacidade do teste detectar a doenga quando

a mesma esté presente. Ja a especificidade € a propor¢cdo de individuos sadios

gue foram corretamente identificados pelo teste [Streiner e Norman, 2009b].
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Figura 11- Matriz de calculo baseada na tabela de contingéncia para testes diagndsticos
[Fischer, 2003].

Padrédo de referéncia .
Totais
Doente | Nao doente
Teste Positivo a b a+b
diagnostico Negativo c d c+d
a+c b+d a+b+c+d

Sensibilidade: a/(a+c)
Especificidade: d/ (b+d)

Valor preditivo positivo: al(atb)

Valor preditivo negativo: d/(c+d)
Prevaléncia: (a+c) / (a+b+c+d)
Odds ratio diagnostica: (axd) / (bxc)

Raz&o de verossimilhanga positiva: o o
L Sensibilidade / (1-especificidade)
(variaveis dicotdmicas)

Razao de verossimilhanca negativa: o o
o (1-sensibilidade) / especificidade
(variaveis dicotdmicas)

A razdo de verossimilhanca ‘“likelihood ratio (LLR)” é outro parametro
préprio do teste e nos indica quais sdo as chances de um teste positivo ter sido
obtido de um individuo acometido [Norman and Streiner, 2003]. Conceitualmente
seria a razdo de duas probabilidades: a probabilidade que um teste positivo seja
de um paciente doente dividido pela probabilidade de obter o0 mesmo resultado
positivo em pacientes saos [Fischer, 2003]. Quando a razdo de verossimilhanca
for igual a “um” significa que o resultado do teste tem chances iguais de ocorrer
em pacientes saos e doentes, enquanto que valores acima de dez sugerem que o
teste apresenta potencial para influenciar a conduta clinica [Fischer, 2003]. A
vantagem tedrica da razdo de verossimilhanca € que ela ndo € sensivel a
variacao da prevaléncia [Fischer, 2003].

A especificidade, sensibilidade e as razdes de verossimilhanca positiva e
negativa séo atributos do teste e ndo variam desde que o mesmo seja empregado

em populagcbes semelhantes. No entanto, se for aplicado em situagcdes onde
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houver diferentes testes de referéncia, os parametros deverdo ser recalculados
[Streiner, 2003], [Bossuyt, 2015].

As medidas de interesse quando um teste € empregado em grandes
grupos populacionais sdo: o valor preditivo positivo (VPP), que é a probabilidade
de um teste ser positivo em um paciente verdadeiramente doente; e o valor
preditivo negativo (VPN), que é a probabilidade de um teste ser negativo em um
paciente sdo. Este risco ndo pode ser calculado diretamente a partir de
sensibilidade e especificidade obtidos no teste preliminar, uma vez que esta
relacionado com a prevaléncia real da doenga na populagéo total. Tanto o VPP
guanto o VPN variam de acordo com a prevaléncia da doenca [Streiner e Norman,
2009].

Quando a prevaléncia da doenca é alta, o VPP é alto e o VPN é baixo,
portanto, o teste sera mais bem empregado para confirmar (“rule in”) a doenca e
nao para descartar, “rule out”, j4 que havera muitos falsos negativos [Streiner,
2003].

Quando aplicado em situacdes de rastreamento, onde geralmente a
prevaléncia da doenca a ser pesquisada é baixa (pesquisa de infeccédo pelo virus
da imunodeficiéncia humana em doadores de sangue, por exemplo) o VPP é
baixo (muitos falsos positivos) e o VPN alto. Neste caso, o teste € usado para
descartar (“rule out”) a condicdo, uma vez que o custo da perda de um caso
positivo € alto [Streiner e Norman, 2009], [Streiner, 2003]. Para fins
confirmatorios, sdo entdo realizados testes diagnosticos em série: o primeiro teste
com alta sensibilidade, mesmo assumindo alto potencial de falsos positivos, com
outro teste posterior com alta especificidade [Streiner, 2003].

A odds ratio (razdo de chances) diagnostica é outra metodologia
empregada para comparar testes e nao sofre influéncia da prevaléncia da doenca.
Pode ser obtida pelo quociente das razdes de verossimilhanga positiva e negativa
e valores acima de 20 indicam que o teste potencialmente pode auxiliar o
diagnéstico [Fischer, 2003].
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1.3.2. Medidas de reprodutibilidade

Os estudos de variabilidade levam em conta: a concordancia
intraobservador, ou a intensidade a qual o observador concorda com sua propria
classificagcdo previamente realizada, e, a concordancia interobservador,
concordancia entre observadores de um mesmo fend6meno [Cicchetti, 1982].

O ideal seria que analishssemos apenas a propor¢cdo de resultados
corretos, ou seja, 0s verdadeiros positivos e negativos. No entanto, ainda assim
poderiamos estar cometendo um erro uma vez que alguns resultados verdadeiros
poderiam ocorrer devido ao acaso, o que influenciaria nos resultados da acuracia
[Streiner, 2003]. Para que este problema seja corrigido usa-se o indice de Kappa
(k) de Cohen, obtido pela formula [Cohen, 1968]:

K = concordancia observada- concordéancia obtida pelo acaso
concordancia possivel- concordancia obtida pelo acaso

De acordo com a interpretacdo de Landis e Koch para o indice de Kappa,
concordancia pobre seria aquela onde o k <0.0; discreta se 0.0< k <0.2; regular se
0.2< Kk <0.4), moderado se 0.4< k <0.6, substancial se 0.6< k <0.8; quase perfeita
se 0.8< k <1.0 e perfeita se k =1 [Landis, 1977]. De acordo com Cicchetti et al.,
valores de k negativos, obtidos quando a concordancia ao acaso for superior a
concordancia observada, podem ocorrer devido a inexperiéncia ou a falta de

treinamento do observador [Cicchetti, 2008].

1.3.3. Emprego de parametros epidemioldégicos para o
diagnéstico do dengue

O amplo espectro clinico da doenca em muitas vezes complica o
diagnéstico acurado da mesma, principalmente na fase febril, onde o quadro deve
ser diferenciado de outros causados por até cerca de 12 agentes infecciosos

diferentes [Simmons, 2012].
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Esta necessidade de diferenciacdo causa dois problemas potenciais: 1-
diagnoéstico de outra doenca febril aguda quando o caso se trata de dengue,
acarretando em subdiagnéstico, como nas regibes de malaria; e 2- super-
diagnostico de dengue onde outras doencas febris agudas serdo clinicamente
diagnosticadas como dengue, como nos periodos de surto epidémico no Rio de
Janeiro.

A extensdo do subdiagnéstico pode ser estimada de acordo com a
capacidade de diagnosticar dengue. Em estudo realizado em um cenério onde
predominou DENV-1, o teste rapido NS1 e a pesquisa de IgM/IgG apresentaram
sensibilidade de 62% e 72,5%, respectivamente. Porém, quando usados em
combinacédo, por terem janelas de deteccdo complementares, a sensibilidade
aumentou para 93% [Fry, 2011]. Porém, a especificidade ndo pode ser obtida
devido ao pequeno tamanho amostral.

Nas infeccOes primarias, a sensibilidade do NS1 chega a ser maior que
90% e a antigenemia pode durar varios dias apos a resolucao do quadro febril
[Tricou, 2010], [Chaterji, 2011]. No entanto, na infeccdo secundaria, a
sensibilidade do teste cai para 60 a 80% [Guzman, 2010].

Apesar da boa sensibilidade, os critérios de diagndstico clinico da OMS
para dengue vém apresentando baixa especificidade. Em estudo prospectivo
realizado em Cingapura os critérios da OMS de 1997 e de 2009 apresentaram
sensibilidade variando de 95-98,3% e 96-100% respectivamente. Ja a
especificidade variou de 26-35% e 19-23% [Gan, 2014].

Analisando com maior detalhe as populacdes dos estudos, € possivel
afirmar que os principais motivos para a heterogeneidade nos resultados estao
relacionados a variagcbes no tempo de febre no momento da coleta e nas
proporcdes de infecgBes primarias e secundéarias. Em todos os estudos que
realizaram estas comparacdes, a sensibilidade tanto do NS1 quanto do PCR foi
maior nos primeiros trés dias de febre e nas infec¢cdes primarias do que nas
secundarias [Tricou, 2010], [Chaterji, 2011], [Guzman, 2010], [Gan, 2014].

Com o objetivo de contribuir para o diagnéstico precoce e acurado de
dengue, sdo apresentados neste trabalho os resultados de trés estudos: 1)

Acuracia de dados clinicos e laboratoriais para o diagnostico de dengue; 2)
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Acuracia de um teste imunocromatografico e de um teste ELISA com e sem
dissociacdo térmica para o diagnostico de dengue; 3) Concordancia
interobservadores quanto a sinais e sintomas de pacientes com uma doenca febril

aguda.



33

2. JUSTIFICATIVA

O dengue constitui um importante problema de saude publica no Brasil e
em muitos paises tropicais. A vigilancia ativa desta doenca a partir de um sistema
de informacao de salde bem estruturado é uma das estratégias prioritarias para o
seu controle [WHO, 2009].

Um desfecho clinico favoravel requer diagnéstico eficiente e precoce dos
casos guiado por um diagnostico diferencial acurado, confirmacéo laboratorial
rapida e pronta resposta nos casos graves [WHO, 2012]. No entanto, os critérios
postulados pela OMS apresentam sensibilidade e especificidade baixas [Dietz,
1990], [Vasconcelos, 1998], [Lima, 1999]. Apesar do desenvolvimento de métodos
rapidos de diagnadstico laboratorial [Dietz, 1990], [Bossuyt, 2003], [Zainah, 2009],
a sua disponibilidade ainda é restrita e a maioria dos diagnodsticos em areas
endémicas é baseada em critérios clinico-epidemiolégicos inespecificos.

Definui-se como o cenario mais apropriado para o desenvolvimento desta
tese por representar de forma fidedigna o cenério assistencial da cidade e do
estado do Rio de Janeiro durante as epidemias de dengue.

Esta tese se insere na linha de pesquisa em Validacdo Diagndstica do
Laboratério de Epidemiologia Clinica, vinculada desde 2004 ao Programa de
Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI) e da prosseguimento as investigacbes anteriores sobre
acuracia diagnéstica de critérios clinicos e laboratoriais.

Considerando as limitacdes dos estudos brasileiros anteriores, busca
ampliar o espectro de pacientes investigados em ambito de salude publica para
melhor subsidiar a decisdo diagnostica e solicitacdo do exame NS1 disponivel na

rede publica, além de aperfeicoar a qualidade das informacdes disponiveis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Avaliar a acuracia de algoritmo diagnéstico clinico-laboratorial para as
infecgBes por dengue obtidos através de um instrumento padronizado em cenario
amplo em termos de saude publica e espectro clinico de pacientes durante a

epidemia de DENV-4 ocorrida no Rio de Janeiro em 2013.

3.2. Objetivos especificos:

3.2.1. Avaliar a acuracia diagnoéstica dos critérios clinicos para o
diagnéstico de dengue durante a epidemia de DENV-4 ocorrida no Rio

de Janeiro em 2013.

3.2.2. Avaliar a acurécia diagnéstica do teste NS1 Bioeasy®
imunocromatografico e do Platelia™ ELISA NS1 com e sem

dissociacao térmica para o diagnéstico de DENV-4.

3.2.3. Avaliar a concordancia interobservador quanto aos sinais e sintomas

de pacientes com suspeita de dengue durante a epidemia de DENV-4.
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4. MANUSCRITO 1 - “ Accuracy of clinical criteria and an
immunochromatographic strip test for dengue diagnosis ina
DENV-4 epidemic”

Os resultados apresentados neste manuscrito sao referentes aos seguintes

objetivos especificos:

e Objetivo Especifico 1: Avaliar a acuracia diagnostica dos critérios
clinicos para o diagnostico de dengue durante a epidemia de DENV-

4 ocorrida no Rio de Janeiro em 2013.

e Objetivo Especifico 2: Avaliar a acuracia diagnostica do teste NS1

Bioeasy® imunocromatogréfico para o diagnéstico de DENV-4.

Situacdo do Manuscrito: Artigo publicado na revista BMC Infectious

Diseases
Medicina | Qualis Capes 2012: A2

Referéncia: Sibelle Nogueira Buonora, Sonia Regina Lambert Passos,
Cleber Nascimento do Carmo, Fernanda de Moraes Quintela, Diana Neves de
Oliveira, Flavia Barreto dos Santos, Yara Hahr Hokerberg, Rita Maria Ribeiro
Nogueira and Regina Paiva Daumas. Accuracy of clinical criteria and an
immunochromatographic strip test for dengue diagnosis in a DENV-4 epidemic.

BMC Infect Dis. 2016 Jan 29;16(1):37. doi: 10.1186/s12879-016-1368-7.
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Abstract

Background: Farly diagnosis of dengue infection is important for decision-making and timely implementation of
therapeutic measures. Although rapid NS1 assays have been used for dengue diagnosis since 2008, their
performance in DENV-4 cases has not vet been fully assessed.

Methods: We evaluated the accuracy of NST Bioeasy™ immunochromatographic strip test and of three clinical
criteria for dengue diagnosis. Patients presenting at an emergency care center within 72 h of an acute febrile illness
during the 2013 DENV-4 epidemic in Rio de Janeiro were consecutively enrolled for clinical and laboratory
evaluation. We classified patients as suspected dengue or not according to three clinical criteria: WHO 2009, WHO
1997, and INI-FIOCRUZ. Dengue diagnosis was defined by RNA detection using RT-PCR and the negative cases were
negative for all dengue serotypes and also Platelia™ NS1 ELISA. We obtained accuracy indices for NS1 Bioeasy™

alone and in combination with the clinical criteria.

Results: RT-PCR for DENV-4 was positive in 148 out of 325 patients. Positive likelihood ratio, sensitivity, and
specificity of NS1 Biceasy™ with WHO 2009, WHO 1997, and IN-FIOCRUZ criteria were 22.6 (95 % Cl 7.2-70.6),
40.6 % (95 % Cl 32.3-49.3), and 98.2 % (95 % Cl 94.9-99.6); 18.3 (95 % (I 6.8-49.2), 44.2 (95 % Cl 35.8-52.9), 97.6
(95 9% Cl 94.0-99.3); 26.2 (95 % Cl 6.5-106.5), 29.7 (95 % Cl 22.4-37.8), 985 (95 % Cl 96.0-99.9), respectively. WHO
1997 clinical criteria presented high sensitivity to rule out disease, but extremely low specificity. INI-FIOCRUZ had
moderate sensitivity and specificity, and could target a group to a more specific test.

Conclusions: Although the large rates of false negative results using NS1 Bioeasy™ rapid test advise against its use
for triaging (rule out) purposes in DENV-4 epidemics, it could be used as a confirmatory tool in a bedside algorithm.

Keywords: Dengue, Accuracy, Sensitivity, Specificity, Diagnosis, Point-of-care systems, NS1

Background

Dengue is an acute viral febrile disease mainly transmitted
by the Aedes aegypti mosquito. Dengue virus has four se-
rotypes (DENV 1-4) defined by phylogenetic and antigenic
characteristics. The immunity resulting from infection is
serotype-specific and does not protect the individual
against other serotypes [1].
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A recent study estimated that about 390 million cases of
dengue occurred in 2010, which is more than three times
the World Health Organization (WHO) estimates for that
same period [2]. However, only 96 million were symptom-
atic. Brazil has the highest dengue reporting rates world-
wide and between 2000 and 2007, over three million cases
were reported in the country, corresponding to approxi-
mately 60 % of cases in the Americas [3].

In Brazil, dengue outbreaks have occurred yearly since
1986 and during epidemic seasons the entire health care
system is overwhelmed by a three to four-fold increase in
patient visits. In the state of Rio de Janeiro, epidemics

© 2016 Buonora et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 40
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occurred in 1986 [4], 1990 [5], 2000 [6], and 2008 [7] by
DENV-1, DENV-2, DENV-3, and by the reemergence of
DENV-2, respectively, usually followed by dissemination
to other regions of the country. DENV-4 was first identi-
fied in this Brazilian state in 2011 [8] and accounted for
218,000 reported cases in the 2013 epidemic.

Early diagnosis is critical because some patients may
progress from a mild to a severe disease in a short period
of time [9, 10]. Repeated monitoring of platelet count and
hematocrit is recommended, as an abrupt decrease in
platelet count is a warning sign and a significant
hematocrit increase is an indirect sign of plasma leakage
[7]. In 1997, WHO proposed as a dengue clinical case a
patient that presented with fever and two or more of the
following: headache, retro-orbital pain, myalgia, arthralgia,
rash, hemorrhagic manifestations, and leukopenia [11].
However, due to the low specificity (36 %) of these criteria
[12], a new set was proposed in 2009 that grouped myalgia
and arthralgia in body aches, included nausea and vomit-
ing, and added some warning signs and symptoms [1].
The 80 % sensitivity and 57 % specificity of the newly
proposed WHO criteria [12], supports the importance of
laboratory confirmation.

A previous study carried out at the Evandro Chagas
National Institute of Infectious Diseases, Oswaldo Cruz
Foundation (INI-FIOCRUZ) in Rio de Janeiro analyzed
clinical and hematological data in ambulatory febrile pa-
tients and derived another diagnostic set of clinical criteria
for dengue diagnosis [13]. In this study population the
prediction rule, based on the presence of conjunctival
hyperemia and leukocyte count, shown 81 % sensitivity
and 71 % specificity [13].

Dengue laboratory diagnosis can be performed directly,
by identifying the virus or its components, or indirectly,
through serological tests detecting antibodies produced
against the virus. The sensitivity of each method relies on
disease duration at the moment of the clinical specimen
collection [14]. The indirect methods are the more com-
monly used but have limited usefulness in the acute den-
gue diagnosis. IgM peaks occur around the third to fourth
day of disease onset, and therefore a second clinical speci-
men collection is needed around day 14 to confirm the
IgM rise and conclusively diagnose the disease [15].
However, in scenarios where the prevalence of second-
ary dengue is high, such as in Rio de Janeiro State, the
duration and magnitude of the IgM response is reduced
possibly impairing the accuracy of this serologic param-
eter [16]. Furthermore, pairing IgM are usually not
point-of-care techniques, limiting their usefulness in
epidemic scenarios.

During the febrile phase, detection of viral RNA or non-
structural protein-1 (NS1) are the main methods for the
disease diagnosis. However, detection of viral RNA by re-
verse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) is
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relatively complex and expensive, and is therefore not
feasible in a number of health care settings, particularly in
epidemic situations. For this reason, the identification of
NSI has been suggested as an alternative because it is
present in the virus membrane, is highly stable and is
secreted in the human serum during the early phase of
dengue infection [15]. The sensitivity of the NSI ELISA is
reported to be greater than 90 % in primary infections and
varies from 60 to 80 % in secondary infections [17, 18].

The rapid detection of dengue NS1 by immunochro-
matographic methods represents a potential break-
through for laboratory case confirmation at early stages
of disease in settings with limited infrastructure because
they require minimal laboratory expertise and provide
results within 15 to 30 min of specimen reception [4, 15,
19]. This laboratory technique, first described in 2000
and widely used since 2008, has now been tested in all
dengue scenarios, especially in DENV-1 and DENV-3
scenarios [12, 15]. However, DENV-4 samples are still
underrepresented [15, 18, 20, 21].

Ferraz, et al. [22], when evaluating mainly Brazilian
DENV-1 samples by three different immunochromato-
graphic assays, identified the NSI1 Bioeasy™ as the one
with higher sensitivity (63 %) despite the high specificity
presented by all three (100 %). Another Brazilian study
evaluating accuracy parameters of 4 immunochromato-
graphic tests in a panel of acute DENV-1 to DENV-3
concluded that NS1 Bioeasy™ presented an overall 68 %
specificity and a 90 % sensitivity which could reach 95 %
in a DENV-1 setting [23].

A simple and accurate test to diagnose acute dengue
cases in outpatient healthcare settings is still required.
Considering this issue, we evaluated the diagnostic ac-
curacy of three clinical dengue diagnostic criteria (WHOQO
1997, WHO 2009, INI-FIOCRUZ) and NS1 Bioeasy™
immunochromatographic test in an urgent care center
during a DENV-4 epidemic in the city of Rio de Janeiro,
Brazil.

Methods

Ethical statement

This prospective cross-sectional diagnostic accuracy study
is reported according to the Standards for Reporting of
Diagnostic Accuracy Study (STARD) Guideline [24] and
was approved by the Research Ethics Committee of the
Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases-
FIOCRUZ, CAAE 0066.0.009.000-11, on March 23, 2012.

Enrollment, data, and specimen collection

We conducted the study in the city of Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, Brazil, from March to April 2013, during an
ongoing dengue epidemic. Adult patients (age >18 years)
attending a public urgent care center (Unidade de Pronto
Atendimento-UPA 24H) within 72 h of onset of an acute
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febrile illness without an evident focus of infection were
eligible for the study.

A trained nurse obtained informed consent and pro-
spectively enrolled the patients during business hours 5
days a week. An infectious disease physician collected data
on demographic characteristics, symptoms and physical
signs using a summarized version of a previously pub-
lished and tested semi-structured questionnaire [25]. The
tourniquet test was not performed and only spontaneous
hemorrhagic manifestations were recorded.

We evaluated all patients according to WHO 1997,
WHO 2009, and INI-FIOCRUZ clinical criteria defined
elsewhere [1, 11, 13, 26].

Blood samples were collected for complete blood count
and specific dengue tests including NS1 Bioeasy™, RT-
PCR, Panbio® dengue IgM capture ELISA and dengue IgG
ELISA, and Platelia® Dengue NS1 Ag-ELISA. Acute
dengue-4 cases were confirmed by RT-PCR. Serum
samples were sent to the Flavivirus Laboratory, a regional
reference laboratory for dengue and yellow fever at the
Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) where they were
frozen at -70 “C until using for dengue specific laborator-
ial tests.

Index tests

NS1 strip test

All febrile cases were tested by the NS1 Bioeasy™ immu-
nochromatographic strip test (Bioeasy”, Standard Diag-
nostics INC, Korea). This rapid test was chosen because it
has already been used in the state of Rio de Janeiro and in
other Brazilian states during dengue outbreaks. However,
its performance had not been previously assessed. Accord-
ing to the manufacturer’s instruction, the test can be
stored at room temperature and can adequately detect the
NS1 within 15 min using three drops of whole blood,
plasma or serum.

In the immunochromatographic strip test, the NS1
antigen present in the sample will complex with the gold
colloidal particles coated with anti-NS1 antibodies. After
migration, the complexes will be captured by anti-NS1
antibodies at the test line where a line will appear. The
presence of two lines in the cassette’s window means a
positive result, whereas the absence of the second line
means a negative result with an adequate control line,
which ensures the test is working properly.

Clinical criteria
Patients were classified as suspected dengue cases accord-
ing to three sets of clinical criteria described as follows:
WHO 1997: fever with two or more of the following:
headache, retro-orbital pain, myalgia, arthralgia, rash,
hemorrhagic manifestations, and leukopenia [11]; WHO
2009: fever with two or more of the following: nausea/
vomiting, rash, pain, leukopenia, and any of the following
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warning signs: abdominal pain, persistent vomiting, edema,
mucosal bleeding, lethargy, hepatomegaly or hemoconcen-
tration associated with a sudden drop in platelet count [1];
and INI-FIOCRUZ: presence of conjunctival redness with
leukocytes less than 7500/mm® or less than 3760 leuko-
cytes/mm? independently of other signs or symptoms [13].

Hemoconcentration in a single sample was defined by
a hematocrit >53 % in males or 48 % in females [27].
Leukopenia was defined as a total leucocyte count £4500
cells/mm? [27].

Reference tests

Dengue viral RNA

In order to identify dengue viral RNA and specifically den-
gue 4 serotype, we performed RT-PCR according to the
protocol described by Lanciotti et al. [28]. This highly spe-
cific protocol suggested by WHO [1] was considered the
“gold standard” method for dengue-4 case confirmation in
this study. Briefly, consensus primers (D1-5-TCAA
TATGCTGAAACGCGGAGAAACCG-3') and D2 (5'-
TTGCACCAACAGTCAATGTCITCAGGTTC-3") were
annealed to any of the four dengue serotypes to amplify a
511-bp product in a reverse transcriptase-polymerase re-
action. After a second round of amplification (nested
PCR) with type-specific primers (TS1 [5'- CGTCTCAGT
GATCCGGGGG- 3°], TS2 [5'-CGCCACAAGGGCCAT
GAACAG-37], TS3 [5-TAACATCATCATGAGACAGA
GC-3'] and TS4 [5'-CTCTGTTGTCITTAAACAAGAG
A-3"]), DNA products specific for each dengue virus sero-
type were generated.

NS1 antigen detection by ELISA

The Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laborator-
ies, France) was used for NSI antigen capture according
to the instructions by the manufacturer.

Immunologic markers

We performed the Panbio® dengue IgM Capture ELISA
(Alere”, Minas Gerais, Brasil) and Dengue Virus IgG
DxSelect™ ELISA (Focus Diagnostics, California, USA) ac-
cording to the manufacturers’ instructions for the qualita-
tive detection of anti-DENV IgM and anti-DENV IgG
antibodies, respectively.

Case definition
Since we aimed to describe only dengue 4 cases, a den-
gue (D4) case was defined as a patient confirmed with
DENV-4 by RT-PCR. Furthermore, acute DENV-4 cases
were classified as primary or secondary infections ac-
cording to the absence or presence of anti-dengue IgG.
A non dengue (ND) case was defined as a patient with
negative results for all dengue biomarkers (viral genome
from any serotype, anti-dengue IgM and NSI1).
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Patients with negative RT-PCR and Platelia™ Dengue
NS1 Ag-ELISA and/or dengue IgM positive results were
considered indeterminate [29]. Indeterminate cases and
patients with dengue infection by serotypes other than
DENV-4 were excluded.

Laboratory personnel performing one test were blinded
to the results of other tests.

Data processing and analysis
All clinical and laboratory data were collected and re-
corded in a database using the EpiData® 3.1 software [30].
Exploratory analysis was performed using the SPSS° v 17.0
software (SPSS Inc, Chicago, Illinois). MedCalc® 14.8.1
program was used to calculate 95 % confidence intervals
(CI) for sensitivity, specificity, positive predictive value
(PPV), negative predictive value (NPV), and likelihood ra-
tios of NS1 Bioeasy™ and dengue clinical criteria.

A sample size of 137 positive dengue patients was de-
termined as necessary to estimate, with 95 % confidence
level, a sensitivity of 85 % with an absolute error of 6 %.
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Considering a prevalence of 40 % among febrile patients,
342 febrile subjects should be evaluated.

Role of funding source

The Brazilian National Council of Scientific and Techno-
logical Development (CNPq) funded this study (PROEP
402068/2012, REBRATS 401366/2013-8 and Grant level 2
CNPq 311414/2013-3); however, the funder was not in-
volved in the design, sample handling, analysis, data inter-
pretation, conclusions or decision to publish.

Results
In this study, we evaluated a total of 375 acutely febrile
patients. Of those, 38 (10.1 %) were excluded, for rea-
sons shown in Fig. 1. For this reason, 12 patients in the
RT-PCR negative group were excluded for presenting
positive or indeterminate results for specific dengue IgM
or Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (Fig. 1).

From the 325 patients included in the study, 148
(45.5 %) had confirmed DENV-4 infection. No significant
differences in age and gender distributions were observed

Febrile patients
375
Exclusions=38
1 under aged
4 unavailable |aboratory panel
4 other dengue serotypes
6 more than 3 day-illness
23 missing clinical charts
Submitted to RT-PCR
337
Positive DENV-4 Negative DENV=4
148 189
Exclusions = 12
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WHO 2009 WHO 2009
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Fig. 1 STARD flow diagram of febrile Rio de Janeiro, March-April, 2013
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between D4 and ND groups. The hematocrits were similar
in both groups, but the platelet and leukocyte counts were
lower among D4 patients (Table 1). The median time from
onset of symptoms and medical care was 2 days in both
groups.

The secondary infections, defined by anti-dengue IgG
detection in the D4 group, were characterized in 124/
148 (83.7 %) patients, and the NSI strip test sensitivity
was lower (42 %) in secondary (52/124) than in primary
dengue cases (62.5 %; 15/24), p = 0.05.

We also tested the agreement between the NS1 Bioeasy™
test and the Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA. The overall
agreement, positive and negative concordances between
the tests were 84.1, 83.5 and 84.7 %, respectively.

Clinical and laboratory features of eligible patients
are shown in Table 2. No sign or symptom alone was
able to predict dengue, although leukopenia and
thrombocytopenia were more frequent in D4 cases.
Leukocyte counts below 4500/mm® were almost eight
times more likely to be present in D4 cases. In our study
population, we did not find warning signs such as nuchal
rigidity, altered consciousness, and ascites.

Using the WHO 1997 diagnostic criteria, a total of 145
(97.8 %) D4 and 172 (97.2 %) ND were clinically classified
as dengue suspected cases, with a sensitivity of 97.8 % and
specificity of 2.8 %. The WHO 2009 criteria clinically clas-
sified as dengue 129 (87.1 %) D4 and 134 (75.7 %) ND
with 87.1 % sensitivity and 24.3 % specificity. The INI-
FIOCRUZ clinical prediction rule classified as dengue sus-
pected 105 (70.9 %) D4 patients but also 50 (28.2 %) ND,
with a sensitivity of 70.9 % and specificity of 71.8 %
(Table 3).

The NS1 Bioeasy™ immunochromatographic strip test
alone was more accurate than the clinical criteria (OR =
34.4) and showed high specificity (97.8 %). However, the
test sensitivity was lower (44.5 %). The test incorrectly
classified as ND more than half of dengue patients
(55.2 %). With these results almost a third of the pa-
tients with a negative NS1 Bioeasy™ test in our setting
were in fact confirmed dengue cases (PPV = 68.3 %).

Combining the NS1 test with any clinical criteria did
not improve the sensitivity or alter the high false nega-
tive rates, which remained similar to those obtained by
the test alone. But all the evaluated clinical criteria could
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be complemented by this test resulting in an almost per-
fect specificity in a clinical setting.

Discussion

This is the first study we are aware of that assesses the
combined accuracy of dengue clinical criteria and a NS1
point-of-care immunoassay for early diagnosis in outpa-
tients during a DENV-4 epidemic. The WHO 1997
criteria was better to rule out the disease. When the INI-
FIOCRUZ clinical criteria was positive, then the NSI1
rapid test should be done. Patients with a positive strip
test should be treated as dengue cases; however, negative
results should be monitored for dengue or other acute fe-
brile illnesses. As the clinical diagnosis lacks specificity, a
definitive dengue case may need laboratory confirmation.

According to Lima, et al. [17], RT-PCR used in the
present research showed 90 % sensitivity and more than
95 % specificity on the second day after the onset of dis-
ease, the same median time obtained in our sample. It is
reasonable to consider this as a good diagnostic tool to
confirm dengue fever. However, considering false negative
results, we excluded 12 patients with negative RT-PCR
and a positive or indeterminate IgM or Platelia™ NSI re-
sults in which we could not identify the serotype.

At the time the study population was evaluated, there
were no reports of any other Flavivirus circulating simul-
taneously in the city of Rio de Janeiro that could interfere
in dengue laboratory results. We believe that we obtained
a true non-dengue set of patients.

We also evaluated the ability of hematological parame-
ters and individual signs and symptoms to discriminate
dengue from non-dengue. We found that leukopenia was
more {requent in D4 than in ND, although the overlap-
ping range between the two groups prevented an adequate
discrimination between them. The relevance of leukopenia
as a discriminant feature of dengue infection has been
previously documented, although the cutoff values may
vary [13, 31-34].

The platelet counts were lower in the D4 group, although
true thrombocytopenia was infrequent in both groups.
Similar to findings in other studies [22, 35], there was no
significant difference in hematocrit between groups. This
may be because both hemoconcentration and platelet drop
are usually not seen in the first days of disease [34].

Table 1 Epidemiological characteristics of 325 febrile patients, Rio de Janeiro, March—April, 2013

Median (IQR)

Dengue 4 (N=148) Non dengue (N=177) p-value
Age in years 366 (23.1-50.1) 36.5 (23.0-500) 0.99
Hematocrit (%) 426 (40.3-450) 42.2 (40.0-44.0) 0.45
Leucocyte counts (cells/mm?) 4251 (3400-4667) 7518 (5467-7900) <005
Platelet counts (cells/ mm?) 217.812 (187,667-236,667) 256,4945 (221,000-284,667) <005

IQR interquartile range
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Table 2 Clinical and laboratory features of 325 febrile patients, Rio de Janeiro, March—April, 2013
Dengue 4 (N=148) Non dengue (N=177) OR (95 % CI)
N % N %

Clinical
Exanthema 28 189 21 118 1.7 (09-32)
Conjunctival hyperemia 75 506 72 406 1.5(1-23)
Lethargy® 142 959 168 949 1.3 (04-36)
Joint pain 110 743 128 723 1.1(07-18)
Pain 143 266 171 96.6 1.0 (03-34)
Retro-orbital pain 105 709 124 700 1.0 (06-1.7)
Nausea/vomiting 99 669 120 67.7 1.0 (06-15)
Edema® 3 20 4 22 0.9 (02-40)
Liver enlargement® 4 27 33 0.8 (02-29)
Persistent vomiting® 35 236 48 271 0.8 (0.5-14)
Myalgia 134 905 161 909 0.9 (04-1.9)
Abdominal tenderness® 47 317 68 384 0.7 (05-1.2)
Bleeding® 12 8.1 25 141 0.5 (03-1.1)
Headache 133 89.8 169 954 04 (02-1.0)

Laboratory
Leukopenia 95 64.1 33 186 7.8 (47-130)°
Thrombocytopenia 17 114 3 45 27 (11-65)"°
Anti-dengue lgG 123 831 161 909 0.5 (03-1.0)

OR odds ratio, U confidence interval

*waming signs; Leukopenia =leucocyte count <4,500cells/mm?*; thrombocytopenia = platelet count <150,000 cells/mm?

bsignificant odds ratio

Repeated monitoring of the platelet count and hematocrit
is recommended, as an abrupt fall in platelet count is pro-
posed as a warning sign, and a significant hematocrit in-
crease is an indirect sign of plasma leakage [10, 34].

Gan, et al. [36] studied 256 adults in Singapore and re-
ported 87.1 % sensitivity and 26 % specificity for the
WHO 2009 criteria, similar to the present research. How-
ever, the 20 % sensitivity using the WHO 1997 criteria
was far different from those obtained in our study.

Due to its lower sensitivity (70.9 %), the INI-FIOCRUZ
clinical criteria does not seem very promising as an exclu-
sive screening alternative. However, it was much more

specific than both WHO criteria and showed the best clin-
ical performance for classifying suspected dengue cases. It
could be proposed (and tested in a different population) as
a screening tool to further confirm using more expensive
and time consuming specific laboratory tests.

Among the signs and symptoms in the three sets of
clinical criteria, none was significantly more frequent
among D4 patients. However, conjunctival hyperemia, a
sign used in the INI-FIOCRUZ criteria, had a perform-
ance similar to classic signs, such as exanthema.
Although not sufficiently accurate to be used as a dis-
criminant feature alone, this was an important finding

Table 3 Accuracy parameters for DENV-4 in 325 febrile patients, Rio de Janeiro, March—April, 2013

Sensitivity % Spedificity % LR+ LR— PPV NPV OR

(95 % CI) (95 9% CI) (95 9% CI) (95 % CI) (95 % CI) (95 9% CI) (95 9% CI)
WHO 1997 97.8 (93.8-996) 28(1.0-69) 1.0 (1.0-1.1) 0.7 (02-30) 456 (39.9-51.5) 625 (245-915) 14 (0.3-6.0)
WHO 2009 87.1(80.3-921) 243 (18.1-316) 1.1(10-13) 5(03-09) 488 (424-55.2) 695 (56.1-808) 2 (1.2-40)
INI-FIOCRUZ 709 (632-786) 71.8 (64.5-784) 25(20-33) 4(03-05) 676(595-749) 753 (680-817) 4 (3.9-104)
NST 445 (364-533)  97.8(94.2-994) 195 (73-522) 0.6 (05-07) 94.1(856-984) 683 (621-740) 344 (12.1-67.9)
WHQO 1997 and NS1 442 (358-529) 976 (94.0-993) 183 (68-492) 6 (05-07) 939(850-983) 678(614-737) 1(11.3-914)
WHO 2009 and NS1 406 (323-493) 982 (949-996) 226 (7.2-706) 6(05-07) 949 (859-989) 667 (604-725) 373(113-1229)
INI-FIOCRUZ and NST 297 (224-378) 989 (96.0-999) 262 (65-1065) 0.7 (06-08 956(84.9-995 632 (572-689) 369 (8.7-1555)

LR+ positive likelihood ratio, LR— negative likelihood ratio, PPV positive predictive value, NPV negative predictive value, OR odds ratio, C/ confidence interval
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because this clinical sign is not included in the WHO
criteria. At least three other studies have reported simi-
lar results, both in febrile outpatients in early disease
stages [13, 35, 37].

As described by Leo, et al. [38] and Paranavitane, et al.
[39] our study targeted early dengue disease in outpatient
setting, therefore we could not assess warning signs such
as nuchal rigidity, altered consciousness, and ascites,
abrupt platelet count fall or hemoconcentration, that
occur later during the disease.

The WHO 2009 dengue criteria improved rates of cor-
rect identification of severe dengue cases, aiding thera-
peutics and avoiding unnecessary deaths [30]. However,
it did not prove to be much more accurate (sensitive) for
screening or clinically diagnosing dengue 4 than the
WHO 1997 version. INI-FIOCRUZ criteria showed the
best-balanced performance and could enhance specificity
being used previously to the NS1 rapid test in selecting
a group of patients for this more specific test.

The NSI1 Bioeasy™ showed excellent specificity (97.8 %)
in the study population, which agrees with previous re-
ported results in different countries [15, 40]. However, we
found a substantially lower sensitivity (44.5 %) of Bioeasy™
NSI immunoassay in our DENV-4 patients compared to
the 61.3 and 90 % sensitivity described respectively by
Ferraz, et al. [22], and Silva, et al. [23] in DENV-1 and
DENV-3 scenarios. Lower sensitivity to DENV-4 com-
pared to the other serotypes has also been documented by
Pal, et al. [15], varying from 42 to 58 % depending on the
test used.

Differing performances according to serotype were also
recently described in a meta-analysis evaluating two NS1
ELISA tests for early dengue detection [18]. The study
concluded that Platelia® NSI and NS1 Panbio® tests
showed lower pooled sensitivity for DENV-4 (58 and
37 %, respectively) [18]. The interpretation given by some
authors includes the NS1 gene polymorphism associated
with immunological epitopes, a low NS1 concentration in
DENV-4 cases [20, 41], or low overall viremia [21]. Never-
theless, this latter hypothesis was not confirmed by
Allonso, et al. [20] in a recent Brazilian study.

As reported in other studies on NS1 detection using
conventional ELISA or rapid tests, we observed lower
NSI Bioeasy” sensitivity in secondary (42 %) compared to
primary (62.5 %) dengue cases [9, 12, 15, 20]. As most of
the cases (83.7 %) were secondary infections, this might
have contributed to the poor performance of the test in
our population. This low performance probably occurred
due to a rapid clearance in secondary cases [15] and/or as
a result of antigen-antibody complexes that disrupt the
test targets impeding the ability of the test to detect free
NS1 antigen [42, 43]. Efforts to dissociate immune com-
plexes by acid or heat treatment can probably enhance the
assays sensitivities [44].
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The high PPV (94.1 %) obtained in this 45.5 % dengue
prevalence scenario, similar to that obtained by Pal, et al.
[15], indicates that individuals testing positive on NS1 do
not require another confirmatory test. The performance
on specificity qualifies this test, as a confirmatory one, to
streamline the decision to treat the correctly identified
dengue patients in the clinical setting. It should be used
just after the onset of symptoms in order to avoid compli-
cations and deaths and to organize the flow of care at the
facility. This rapid test might also be useful for virologic
surveillance purposes to select serum samples for RNA
detection by PCR.

However, although highly specific, the NS1 rapid test
yields high false negative rates (55.5 %) among confirmed
DENV-4 patients, and its low sensitivity argues against its
incorporation as a screening diagnostic tool in clinical
practice. Recently, the Rio de Janeiro State Health Depart-
ment decided not to include the test for dengue screening
in outpatient settings. Its use has been restricted to evalu-
ate critically ill hospitalized patients.

Our study has some limitations: a small sample of pri-
mary dengue patients and the absence of the tourniquet
test, a WHO sign criteria, considered a painful and
lengthy procedure with poor patient compliance. We were
also not able to reevaluate the patients in the convalescent
period due to the pragmatic diagnostic study outline and
the dynamics of the Rio de Janeiro city’s health care sys-
tem. Although the gold standard for dengue diagnosis
would be pairing specific dengue IgM in acute and conva-
lescent period, as proposed by WHO [11], recent studies
have also exclusively used PCR as the reference test to
evaluate early phase dengue [45], to evaluate clinical algo-
rithms [46] or ELISA and NS1 tests [15].

Conclusions

The development of more sensitive point-of-care tests
for dengue diagnosis to act as a screening tool remains a
challenge, especially for endemic countries, where the
prevalence of secondary cases is high. In summary, we
proposed a clinical-laboratory algorithm which combines
the INI-FIOCRUZ and the WHO 1997 clinical criteria,
in order to select ambulatory suspected early dengue
cases (within 3 days of onset of disease) eligible for NS1
strip testing. The patients that test positive should be
immediately treated for dengue, and the patients that
test negative would still require subsequent diagnostic
investigation. We recommend external validation in dif-
ferent settings.
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5- MANUSCRITO 2 - “Interobserver agreement of signs and

symptoms during a dengue epidemic in Rio de Janeiro.”

Os resultados apresentados neste manuscrito sao referentes ao seguinte objetivo
especifico:

e Objetivo Especifico 3: Avaliar a concordancia interobservador
guanto aos sinais e sintomas de pacientes com suspeita de dengue
durante a epidemia de DENV-4 ocorrida no Rio de Janeiro em 2013.

Situagdo do Manuscrito: Envio ao revisor de lingua inglesa em data

proxima.

Periddico pretendido: Translational Research, The Journal of Laboratory
and Clinical Medicine.

Medicina | Qualis Capes 2012: A2

Autoria: Sibelle Nogueira Buonora, Sonia Regina Lambert Passos, Regina
Paiva Daumas, Levy Vilas Boas Fukuoka; Diana Neves Rodrigues de Oliveira;
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Titulo: Interobserver agreement of signs and symptoms during a dengue
epidemic in Rio de Janeiro.

Keywords: reproducibility of results; nurse clinicians; history-taking methods;
dengue; fever; variability; signs and symptoms.

ABSTRACT

Patients infected with dengue have a wide spectrum of clinical
manifestations. In Brazil primary care practitioners formulate dengue diagnosis
based solely on clinical criteria. Medical-history taking agreement is prerequisite
for validity and data collection instruments have been developed to aid the specific
clinical diagnosis based solely in medical-history taking, physical examination and
clinical criteria. Since nurses play an important role in the triage and care of all
dengue patients, we compared and evaluated the interobserver agreement among
nurses and physician for clinical signs and symptoms.

We performed a cross-sectional diagnostic accuracy study during the 2013
Rio de Janeiro dengue outbreak at an outpatient unit including 346 (44% dengue-
4) adult patients with a fever history for the last 72 hours without evident infectious
source. A standardized questionnaire was used and the interobserver agreement
was estimated by the Kappa statistics.

We assessed 27 signs and symptoms. Four almost perfect agreement
signs (patient noticed red eyes, cough, diarrhea and vomiting) were found and one
symptom (earache) and six discrepancies: examiner noted red eyes, lethargy,
exanthema, dyspnea, bleeding and myalgia. Evaluating the 1997 and 2009 World
Health Organization dengue clinical criteria we found a moderate Kappa index
(0.49; 0.18-0.79), for the eldest criteria and a more stable substantial index (0.78;
0.69-0.87) for the 2009 criteria.

The signs and symptoms that presented almost perfect to substantial
agreement: coryza, sore throat and cough except dyspnea. In the present study
the Kappa index of patient’s perception of red eyes varied from substantial to

almost perfect and exanthema’s Kappa index varied from regular to substantial,
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but the health professional’s red eye perception remained among the discrete and
regular limits.

When applied during a dengue outbreak by healthcare workers with
different backgrounds (nurses and senior physicians), the agreement among the
majority of the signs and symptoms used to evaluate acute febrile illnesses was
substantial, suggesting its applicability after extensive training. The accuracy of
these signs and symptoms among other professionals other than physicians, could
be investigated in settings with other acute febrile illnesses such as Zika and

Chikungunya by using this tool.

INTRODUCTION

Dengue, an acute systemic mosquito-borne flaviviral disease is the most
rapidly spreading viral disease in the world [WHO, 2009]. It is endemic in many
tropical and subtropical areas and has established itself globally in both endemic
and epidemic transmission cycles [Bhatt, 2013]. Patients infected with dengue
have a wide spectrum of clinical manifestation ranging from silent infections with
no symptoms to a mild flu-like syndrome, dengue fever, or severe dengue disease
including dengue hemorrhagic fever and dengue shock syndrome [Zhang, 2014],
[WHO, 2009]. Recent estimates account that globally there are 390 million
dengue infections per year of which 96 million present some kind of symptom
[Bhatt, 2013].

In the majority of the countries where dengue is endemic, including Brazil,
the access to laboratory facilities during the outbreaks is limited. Primary care
practitioners formulate dengue diagnosis based solely on clinical criteria [Brasil,
2011]. Although these clinical criteria do not allow the early identification of
potentially severe cases, they can indicate the need of laboratory tests to promptly
begin specific treatment, in order to establish adequate, effective and timely care
avoiding severe cases and high mortality rates [Low, 2011].

The medical-history taking agreement defined by the examiner’s ability to
measure the parameter in a reproducible and consistent manner is prerequisite for
validity [Streiner, 1995]. Quite common in rheumatologic subsets [Peat, 2003],

[Chiari, 2011], [Gossec, 2013], data collection instruments have been developed
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and evaluated to aid the specific clinical diagnosis based solely in medical-history
taking, physical examination and clinical criteria. However, in acute febrile
diseases the methodology has been explored in pediatric febrile cases
[Abdulkadir, 2014], but in dengue the issue has been less addressed [Juarez,
2005], [Jayaratne, 2012], [Lee, 2012]. In 2011, Daumas et al., validated a semi-
structured questionnaire and its procedure manual standardizing the clinical
approach to acute febrile illnesses (AFI) including dengue cases. The authors
found substantial agreement for the majority of the signs and symptoms
suggesting that the standardized instrument may be helpful in evaluating AFI
[Daumas, 2011].

Nurses play an important role in the triage and care of all dengue patients
[Barniol, 2011]. At Rio de Janeiro State the Early Response Units (Unidade de
Pronto-Atendimento - UPA 24H) are the most adequate scenario to evaluate a
structured instrument for early identification of a suspected dengue case. In these
units the nurse is responsible for all primary evaluations including suspected
dengue patients. We therefore believe that nurses should be part of the
guestionnaire’s validity.

In this study we compared and evaluated the interobserver agreement for
clinical signs and symptoms which also comprise the World Health Organization
(WHO) dengue diagnostic algorithm; specially comparing the interobserver

agreement for signs and symptoms among nurses and physician.

METHODS

We performed a cross-sectional diagnostic accuracy study during April and
May 2013 dengue outbreak at an outpatient unit (UPA 24H) in the city of Rio de
Janeiro according to the Statement for Reporting Studies of Diagnostic Accuracy
(STARD) guidelines [Bossuyt, 2015].

Patient eligibility and selection criteria
We included patients aged above 18 years old of both genders that

presented to the clinic spontaneously with fever or a history of fever for the last 72
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hours without any evident infectious source. We excluded all pediatric patients
and those with an evident source of infection. At the outpatient unit, the patients
were treated despite the research.

The calculated minimum sample size was of 320 dengue suspected
patients as necessary to estimate, with 95% confidence level, a sensitivity of 85%
with an absolute error of 6%. The observations were performed independently by

physicians and nurses and were masked for each other’s results.

Questionnaire

We tested a summarized version of the previously validated semi-structured
sign and symptom acute febrile illness standardized questionnaire [Daumas,
2011]. There was a procedure manual and the research team was extensively
trained about the question formulation and the form tabulation methods.

The questionnaire comprised 17 dichotomous (present/absent) questions
about the comorbidities, habits and routines; other 45 dichotomous questions were
performed concerning symptoms presented from the beginning of the disease until

the medical consultation (attachment 1).

Data collection, processing and analysis

Each patient was assessed by two researchers which comprised one of the
two trained nurses and an intern (sixth year medical student) or a senior infectious
disease physician. The trained nurse obtained the informed consent and
prospectively enrolled the patients during business hours five days a week. After
the first questionnaire application, the patients waited approximately 10 minutes
for the second application by the intern or the physician in a separate room at the

outpatient unit.

Dengue diagnostics

Serum samples of all eligible patients were obtained and sent to the
Flavivirus Laboratory, a regional reference laboratory for dengue and yellow fever
at the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) where they were frozen at -70 °C
until dengue specific laboratorial tests as of Panbio® dengue IgM Capture ELISA,
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Platelia” Dengue NS1 Ag-ELISA and reverse transcriptase- polymerase chain

reaction (RT-PCR), were performed.

Statistical analysis

Data were collected in a specific form and entered in the Epi Data® 3.1
software [Lauritsen, 2004]. Statistical analyses were performed in MedCalc®,
SPSS® v16 and WinPepi softwares [MedCalc, 2015], [Abramson, 2011].

The descriptive analysis was performed using simple frequency where the
mean prevalence was the mean among the nurse’s and the physician’s positive
observations.

The interobserver agreement among the observers was estimated by the
Kappa statistics, which corrects for chance agreement [Cohen, 1968]. All signs
and symptoms were dichotomous and simple Kappa (k) values were calculated
considering 95% confidence intervals and a null hypothesis of k<80%, 5% alfa and
10% beta errors. Kappa values were interpreted according to Landis and Koch
proposals of poor agreement if k<0.0; discrete if 0.0<k<0.2; regular if 0.2<k<0.4),
moderate if 0.4<k<0.6, substantial if 0.6<k<0.8; almost perfect if 0.8<k<1.0 and
perfect if k=1 [Landis, 1977]. We also obtained the corrected Kappa for bias and
prevalence using Prevalence-Adjusted Bias-Adjusted Kappa (PABAK), proportions
of positive (Ppos) and negative agreement (Pneg) [Cichetti, 1990].

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Evandro
Chagas National Institute of Infectious Diseases - FIOCRUZ, CAAE
0066.0.009.000-11, on March 23, 2012. All patients agreed and signed an

informed consent.

RESULTS

The study enrolled 374 patients. Twenty-eight were excluded previously to
the data analysis: 26 patients did not have a paired evaluation and 2 were sick for
more than 72 hours. This study assessed 346 patients, of these 56% were female,
3 were pregnant. The median age was 34 years (18-83). The median time elapsed

between the reported fever onset and the medical visit was 2 days.
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Most of the patients, 89%, were evaluated by a nurse-infectious disease
physician pair and the remaining 11% by the nurse-intern pair.

We obtained 180 dengue confirmed cases. The majority, 152 cases, were
identified by RT-PCR, where serotype 4 was predominant (148 cases- 82.3%) with
serotype 1 and 3 occurring in 2 cases each. In 28 patients (15.5%) the serotype
was not identified and the diagnosis was based on Platelia” Dengue NS1 Ag-
ELISA or IgM positivity.

We also analyzed the signs and symptoms interobserver agreement
among dengue and non-dengue patients, but since there was low agreement
variability in the results compared to the entire study population they were not
presented. The interobserver agreement of signs and symptoms are exposed in
tables 1 and 2.

Table 1: Mean prevalence, simple kappa, PABAK, proportions of positive and
negative agreements of the signs assessed in the 346 interobserver agreement
population, Rio de Janeiro, 2013.

Sign ?A‘V; (553(‘,2'05) PABAK z%’)s '(D%‘j)@l
Measured fever at home 49 (0.62.7(%.78) 0.71 [85.3|95.4
Patient noticed red eyes 46 (0.7(1).?8.88) 0.80 |89.0/90.5
Cough 40 (0_72'?3_90) 0.85 (90.4|93.7
Examiner noticed red eyes | 36 (0.1(7)'_28.39) 0.29 |52.7(71.3
Diarrhea 34 (0.82.?2.94) 0.90 (92.4|96.0
Coryza 32 (0.62.-73.82) 0.77 [825|91.4
Hoarseness 30 (0.52.?(7).76) 0.72 |77.2|89.8
Vomiting 26 (0.891.?8.95) 0.92 |92.3|97.2
Bleeding 15 (O.Sg.?(l).63) 0.74 |57.7|92.4
Exanthema 10 (0_32'_53_6 s | 082 |559]950

MP= mean prevalence; Cl= confidence interval; PABAK= Prevalence-Adjusted Bias-Adjusted Kappa; Ppos=
positive proportions; Pneg= nNegative proportions; OR= odds ratio

We assessed 13 clinical signs, however faints, jaundice and seizures were

not evaluated since their frequency was below 5%. The remaining 10 signs
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presented a wide range of Kappa indexes. Almost perfect values were obtained in
cough, diarrhea and vomiting. Patient’s perception of red eyes varied from
substantial to almost perfect, but the researcher’s perception of red eyes obtained
Kappa remaining among the discrete and regular limits. Regular Kappa index
occurred in exanthema and bleeding, but their lower 95% confidence interval (95%
Cl) limits reached discrete levels. The most common reported bleeding events

were epistaxis, gum bleeding and hemoptysis.

Table 2: Mean prevalence, simple kappa, PABAK, proportions of positive and
negative agreements of the symptoms assessed in the 346 interobserver
agreement population, Rio de Janeiro, 2013.

Symptom I(\AO/S (é)%ngl) PABAK I(:;%’)S IZ;SJ
Lethargy 96 (0.0g.—zg.54) 0.90 |97.4|32.0
Headache % | o 48'?883) 0.92 |98.0/68.3
Myalgia 92 (0.22'?8.57) 0.82 |95.2/44.4
Chills 88 | (o o 4| 084 954675
Anorexia 83 (0.48'_6372) 0.78 |93.5|/67.3
Lumbar pain 81 (0.52.-6876) 0.79 (936|724
Taste changes 75 (0.53.?876) 0.75 |91.6|74.7
Arthralgia 73 (0.63'73.84) 0.81 |93.6/82.6
Dizziness 69 (0.62.-78.78) 0.74 |90.8|79.2
Photophobia 64 (0.7(1"_7885) 0.80 |92.2(86.1
Nausea 63 (0.62.?8.77) 0.71 |88.5/80.3
Retro-orbital pain | 72 (O.Gg.?g.84) 0.81 |93.4|82.4
Abdominal pain 45 (0.68.-7;.84) 0.77 |87.4/895
Dyspnea 43 (0.33'?855) 0.45 [67.9|76.2
Sore throat 24 (0.62'-78.79) 0.78 |76.8|92.7
Earache 16 (0.7?538.91) 0.91 |86.0|97.2
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: 0.79
ltching 16 (0.70 - 0.88) 0.89 [82.2/96.7

MP= mean prevalence; Cl= confidence interval; PABAK= Prevalence-Adjusted Bias-Adjusted Kappa; Ppos=
positive proportions; Pneg= Negative proportions; OR= odds ratio

Earache was the only symptom that reached almost perfect Kappa.
Abdominal pain, arthralgia, photophobia, nausea, retro-orbital pain, sore throat,
dizziness and itching reached Kappa index and its respective confidence interval
(95% CI) in the substantial category. Substantial Kappa index with moderate
inferior limit by the 95% CI were: anorexia, taste changes, chills, headache and
lumbar pain. Moderate varying to regular Kappa indexes occurred in dyspnea and
myalgia. The latter presented even worse kappa values in non-dengue patients.
Lethargy presented regular Kappa with its lower 95% CI in the discrete category.

When analyzing other agreement rates, low Py, occurred in bleeding,
earache, exanthema, itching and sore throat and the examiner’s perception of red
eyes. Low Py values were mostly observed in the symptoms group namely
anorexia, chills, dizziness, headache, lethargy, lumbar pain, myalgia and taste
changes.

When combining the signs and symptoms that fulfill the 1997 and 2009
WHO dengue clinical criteria we found a moderate varying from discrete to
substantial Kappa index (0.49; 0.18-0.79), for the eldest criteria and a more stable
2009 WHO dengue criteria with a substantial varying to almost perfect kappa
index (0.78; 0.69-0.87).

The 2009 WHO clinical criteria is composed by a group of symptoms called
aches and pains [WHO, 2009]. Among these, arthralgia and retro-orbital pain
presented better reproducibility with Kappa index varying from substantial to
almost perfect. Headache was substantial but its lower 95% CI reached moderate
levels. Myalgia was the worst of all the symptoms that compose the aches and
pains criteria since Kappa was regular with its lower 95% CI range in the discrete
category. However, when we group the entire aches and pains components, all
346 patients fulfilled this criterion independently if they had dengue or not.
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DISCUSSION

In our study among 27 signs and symptoms we found six interobserver
discrepancies identified by regular and moderate Kappa indexes - examiner noted
red eyes, lethargy, exanthema, dyspnea, bleeding and myalgia. These results
enlightens that a well-trained nurse can use the standardized questionnaire to
evaluate suspected dengue cases. In contrast, when evaluating HIV patients
Holzemer et al. identified that nurses' ratings showed a consistent
underestimation of frequency and intensity of the signs and symptoms
experienced by patients with HIV disease [Holzemer, 1999].

Leo et al. excluded lethargy from their dengue cohort analysis arguing to
the patient’s difficulty in differentiating lethargy from tiredness [Leo, 2013]. Thein
et al. also excluded the symptom to improve the specificity in severe dengue
cases [Thein, 2013]. The moderate agreement of exanthema (kappa= 0.52; 0.36-
0.64) found in our study opposed to other published studies [Daumas, 2011],
[Passos, 2008] possibly occurred due to the early (2 days) disease assessment in
our study.

Daumas et al. evaluated the interobserver agreement of AFI signs and
symptoms comparing patient evaluations made at the same time among interns
and physicians and found high agreement indexes [Daumas, 2011]. Our study, on
the other hand, formulated interobserver agreement indexes among nurses and
physicians that evaluated the patient individually at different moments and we
found only four almost perfect agreement signs (patient noticed red eyes, cough,
diarrhea and vomiting) and one symptom (earache). This probably occurred since
symptoms are subjective experiences while signs are detectable by the patient or
another person; heterogeneous pairs concerning professional background (nurse
vs physician); and also because the history-taking in this study occurred twice in
different moments each [UCSF, 1994].

The low reliability of bleeding signs in our study could be partially explained
due to the prevalence of upper respiratory tract bleeding that could be confounded
with periodontal diseases such as periodontitis not attributed to low platelet values.

This low precision diagnostic criteria (bleeding) if associated to melena and



55

hematemesis becomes worrisome since Zhang et al., for example, recommends
that all patients with bleeding events should be monitored considering a 14-fold
increased risk for disease progression [Zhang, 2014].

Signs and symptoms cited by Huang et al. suggesting other febrile illnesses
as found in influenza presented almost perfect to substantial agreement: coryza,
sore throat and cough except dyspnea [Huang,2014].

The WHO 2009 dengue clinical criteria has aches and pains as screening
criteria for dengue diagnosis [WHO, 2009]. In our study, the WHO 2009
agreement was substantial, probably because it included arthralgia or orbital pain,
since headache, lumbar pain and myalgia presented lower kappa indexes. We did
not find a study that evaluated the agreement of this important dengue clinical
criteria. The high sensitivity and very low specificity of the WHO 1997 and 2009
clinical criteria have already been addressed by our group [Buonora, 2016].

The Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases, Oswaldo
Cruz Foundation (INI-Fiocruz) clinical criteria comprises the patient’s red eye
identification and history of rash and reached a 71.3% sensitivity and a 71.5%
specificity when evaluating early dengue cases [Daumas, 2013], [Buonora, 2016].
Conroy et al., considered that conjunctival injection was more common in patients
with dengue compared to those with leptospirosis, despite not statistically
significant [Conroy, 2014]. In the present study the Kappa index of patient’s
perception of red eyes varied from substantial to almost perfect and exanthema’'s
Kappa index varied from regular to substantial, but the health professional’s red
eye perception remained among the discrete and regular limits.

This study has advantages since it was prospectively executed restricting
our study to one dengue outbreak we could evaluate the early clinical
presentations of mainly dengue serotype-4, we were able to demonstrate the
applicability of a structured questionnaire evaluate acute dengue cases in a
multiprofessional manner to. However, there are some limitations: we did not
evaluate physical (warning signs) and laboratory exams of WHO 1997 and 2009
dengue clinical criteria [WHO, 1997], [WHO, 2009]. However, due to the early
phase of the disease assessment, until 72 hours, the probability of encountering

warning signs was low [Leo, 2013]. Generalizability of clinical presentation to
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settings with other co-circulations is not possible because we only evaluated
dengue serotype-4. Since we aimed to study acute dengue signs and symptoms
we did not asses severe dengue cases in the study population due to lack of follow
up.

When applied during a dengue outbreak by healthcare workers with
different backgrounds (nurses and senior physicians), the agreement among the
majority of the signs and symptoms used to evaluate AFI was substantial,
suggesting its applicability after extensive training. The accuracy of these signs
and symptoms among other professionals other than physicians, could be
investigated in settings with other acute febrile illnesses such as Zika and

Chikungunya by using this tool.
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FIOCRUZ Ittt Nocooa de Tkeclogh
Fundacao Oswaldo Cruz Evandro Chagas
Acute Febrile Syndrome Query- UPA
Code Gender Enrollment date
1( )M 2( )F /__/
Birth date Observer
1( ) Physician 3( )Nurse?2
] ] 2( )Nurse1l 4( )lIntern
Comorbidities

Pregnant Diabetes Mellitus COPD
1( )Yes 1( )Yes 1( )Yes
2( )No 2( )No 2( )No
3( )Ignored 3( )Ignored 3( )Ignored
Asthma Rhinitis Smoker
1( )Yes 1( ) Yes 1( )Yes
2( )No 2( )No 2( )No
3( )lIgnored 3( )Ignored 3( )Ignored
Hypertension Sickle cell disease Alcohol abuse
1( ) VYes 1( ) VYes 1( ) VYes
2( )No 2( )No 2( )No
3( )Ignored 3( )Ignored 3( )Ignored
Other disease? Which? Drug abuse
1( ) VYes 1( )Yes Which?
2( )No 2( )No
Uses chronic medication? Which?
1( )VYes
2( )No
Immunosuppressive disease? Which? Immunosuppressive drugs?
1( )Yes 1( )Yes
2( )No 2( )No

Clinical information

Main complaint

Fever Measured? Date fever began
1( )Yes 2( )No 1( )Yes 2( )No

[/
Noticed red eyes? Chills Headache
1( )Yes 1( )Yes 1( )VYes
2( )No 2( )No 2( )No
3( )lIgnored 3( )Ignored 3( )Ignored
Photophobia Retro orbital pain Oropharyngeal pain
1( )Yes 1( )Yes 1( )Yes
2( )No 2( )No 2( )No
3( )Ignored 3( )Ignored 3( )Ignored
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Hoarseness Taste changes Earache

1( ) Yes 1( )Yes 1( )Yes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )Ignored 3( )Ignored 3( )lgnored
Coryza Prostration Mialgia

1( ) VYes 1( ) VYes 1( ) VYes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )Ignored 3( )lIgnored 3( )lIgnored
Lombalgya Arthralgia Anorexia

1( )Yes 1( )Yes 1( )Yes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )lIgnored 3( )Ignored 3( )lgnored
Nauseas Vomits Abdominal pain
1( )VYes 1( )VYes 1( ) VYes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )Ignored 3( )Ignored 3( )lgnored
Dyspnea Cough Non- Productive cough
1( ) Yes 1( )Yes productive | 1( ) Yes

2( )No 2( )No 1( )Yes | 2( )No

3( )Ignored 2( )No

Diarrhea Liquid Pasty Number

1( ) VYes 1( )VYes 1( ) VYes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )Ignored

Hemorrhage Conjunctival Epistaxis

1( ) Yes 1( )Yes 1( )Yes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )lgnored 3( )lIgnored 3( )lIgnored
Gum bleeding Petechial Methrorragy
1( )Yes 1( )Yes 1( )Yes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )lgnored 3( )Ignored 3( )Ignored
Hematuria Bloody vomit Melena

1( )Yes 1( )Yes 1( )Yes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )lgnored 3( )Ignored 3( )Ignored
Hemoptoic Dizziness Faints

1( )VYes 1( )VYes 1( )Yes 2( )No 3()
2( )No 2( )No Ignored

3( )Ignored 3( )Ignored

Exanthema Jaundice ltching

1( )Yes 1( )Yes 1( )VYes

2( )No 2( )No 2( )No

3( )Ignored 3( )Ignored 3( )lgnored
Convulsion Did you notice the patient’s red eyes?
1( )VYes 1( ) VYes

2( )No 2( )No

3( )lIgnored 3( )Ignored
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6. MANUSCRITO 3 - “Increased sensitivity of NS1 ELISA by heat
dissociation in acute Dengue-4”

Os resultados apresentados neste manuscrito se referem ao seguinte
objetivo especifico:
e Objetivo Especifico 2: Avaliar a acuracia diagnostica do teste NS1
Bioeasy® imunocromatogréfico e do ELISA NS1 com e sem
dissociacao térmica para o diagnéstico de DENV-4
Situacdo do Manuscrito: submetido como comunicacao breve
Periodico submetido: Journal of Virological Methods
Medicina | Qualis Capes 2012: B1
Autoria: Sibelle Nogueira Buonora, Flavia Barreto dos Santos, Regina
Paiva Daumas, Sonia Regina Lambert Passos, Manoela Heringer da Silva,

Monigue Rocha de Lima
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45Dengue is an acute febrile illness considered the major worldwide arboviral disease, in
46terms of morbidity, mortality, economic impact and dissemination [WHO, 2009].
47Dengue occurs in all non-polar continents [Simmons, 2012] and is an important public
48health concern in tropical and subtropical regions mainly in Asia and Americas [Gubler,
491998] [Schatzmayr, 2000]. Estimates account for 390 million dengue infections per year
500f which 96 million present clinical manifestations [Bhatt, 2013]. The disease is
5lendemic in 100 countries and approximately 40% of the world population is at risk of
52dengue infection [WHO, 2009]. By the end of the 20" century, Brazil became the
53country with the highest notification rate, accounting for 98.5% of the American
S4continent’s reported cases and the highest fatality rate in the sub region [WHO, 2009].
55Since 2008, all four dengue serotypes (DENV-1 to DENV-4) can be found in the
56country [Messina, 2014].

57

58NS1 Ag is a dengue highly conserved specific soluble glycoprotein essential for viral
S9replication and viability that can be detected in dengue patients from day 1 up to 18
60days after fever onset [Xu, 2006] with a peak sensitivity in the first 3 days of fever onset
61[Duong, 2011]. It induces a strong humoral response and is known as a complement-
62fixing antigen [Lima et al, 2014].

63

64Previous studies have evaluated the usefulness and the accuracy NS1 tests [Lima, 2010]
65[Lima, 2011][da Costa, 2014] [Pal, 2014] [Sea, 2013]. According to da Costa et al. the
66main factors influencing the diagnostic accuracy are the type of infection (primary
67versus secondary), viral serotype, geographical origins of samples, and the timing of

68sample collection [da Costa, 2014].

64
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70Low NSI test sensitivity in secondary dengue infections may be attributed to high levels
71of IgG in anamnestic response with immune complex formation impairing antigen
72detection by ELISA [Koraka, 2003] [Lima, 2014]. Some studies have also noticed lower
73NS1 sensitivity in DENV-4 compared to other serotypes, in both primary and secondary
74dengue [Pal, 2014] [da Costa, 2014]. Furthermore, immune complexes dissociation
75techniques have proven to be important for the early diagnosis of several viruses,
76including DENV. A study conducted in Rio de Janeiro with DENV-4 cases analyzed
77acid treatment/neutralization and heat dissociation, with a better performance for the
78latter [Lima, 2014]. In the present study, we compared the sensitivity of NS1 ELISA in
79heat dissociated and non-dissociated samples from acute DENV-4 patients.

80

81This study is part of a prospective cross-sectional pragmatic diagnostic study of clinical
82and diagnostic algorithms for dengue diagnosis conducted at Rio de Janeiro, Brazil
83during the 2013 dengue epidemic season (March and April). We used the Standards for
84Reporting of Diagnostic Accuracy Study (STARD) Guideline [Bossuyt, 2003] and the
85Research Ethics Committee of the National Institute of Infectious Diseases Evandro
86Chagas — Fiocruz approved the study. All patients signed an informed consent form.
87Eligible adult patients who presented to a public outpatient unit (Unidade de Pronto
88Atendimento-UPA 24H) within 72 hours of a febrile illness without an evident source
890of infection were interviewed and examined by the investigators.

90

91Blood samples were collected and sera stored at -70 °C until the tests. The index test

92(Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA), specific IgG and confirmatory RT-PCR were all

65



93performed at the Flavivirus Regional Reference Laboratory, 10C, FIOCRUZ. The
94Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (Bio-Rad Laboratories, Marnes-La-Coquette, France)
95was performed in all samples according to the manufacturer’s instructions and described
96elsewhere [Lima, 2010]. The same samples were further submitted to the heat
97dissociation method when S0uL of the serum was added to 100 pl. of RNA/DNAse free
98water and heated in a boiling water bath for five minutes, as described previously
99[Lima, 2014]. The Dengue Virus IgG DxSelect™ ELISA (Focus Diagnostics, California,
100USA) was performed according to the manufacturer’s instructions in all samples to
101diagnose secondary dengue cases. The viral RNA detection by RT-PCR was performed
102according to the technique described elsewhere [Lanciotti, 1992]. Laboratory personnel
103were blinded to other laboratory data such as Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA, 1gG
104and RT-PCR when executing a specific test. DENV infections by other serotypes were
105excluded. Exploratory analysis was performed using SPSS® v 17.0 (SPSS Inc., Chicago,
10611linois). The MedCalc® 14.8.1 program was used to calculate 95% confidence intervals
107(CI) for the Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA sensitivity.
108
109A total of 372 ambulatory patients were enrolled, with 10 exclusions (six presenting
110symptoms for more than 3 days and four due to infections to other DENV serotypes.
111The remaining 362 patients had their clinical profile previously described [Buonora,
1122016]. Briefly, 55.6% were female, the median age was 33 years old (ranging from 18
113to 83) and the median time from the onset of illness was two days.
114The RT-PCR identified DENV-4 in 42.8% (155/362) of the cases. From those, 16.7%
115(26/155) were classified as primary infection cases and 83.3% (129/155), as secondary

1160nes.
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118The NS1 ELISA performance as described by the manufacturer’s protocol in DENV-4
119cases (n=155) resulted in 42.5% (66/155) of positive cases, 47.0% (73/155) negative
120and 10.3% (16/155) indeterminate (Table 1). After the heat dissociation process, all 66
121DENV-4 positive cases remained positive;24 negative all 16 indeterminate cases
122became positive. As previously described by Lima et al [Lima, 2014], 5 indeterminate
123cases in the non-dissociated NS1 primary infection group also turned positive after heat
124dissociation. These results could jeopardize the theory of [gG immune complex
125formation; however the increase in sensitivity in those cases might occur due to an
126increased detection of monomeric NS1 forms [Falconar, 1990].

127

128Table 1- NS1 performance in early DENV-4 patients according to type of infection and method
129used in 155 DENV-4 patients, Rio de Janeiro, March and April 2013.

67

Type of infection
Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA | Results Primary Secondary ;02&2155
N=26 N=129
Positive 17 49 66
(65.4)* (38.0) (42.6)
N . . 4 69 73
Non-dissociated Negative (15.3) (53.5) @7.1)
Indeterminate > 1 16
(19.2) (8.5 (10.3)
Positive 22 68 90
Heat dissociated (84.6) (52.8) (58.0)
Negati 4 61 65
egative (15.4) 47.2) (42.0)

130 * The numbers in parenthesis are percentages

131

132In our study, the overall sensitivity of the NSI test in DENV-4 cases was 47.5%, quite
133similar to the 46.6% obtained by Lima [Lima, 2014], but lower than the 58% sensitivity
134obtained in da Costa’s meta-analysis [da Costa, 2014], table 2. As previously
135demonstrated, DENV-4 may show lower overall viremia and NSI levels making it a

136weaker target, lower NS1 secretion and polymorphism associated to immune epitopes
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137quite frequent in South American samples such as ours [Pal, 2014] [da Costa, 2014].

138Even attenuating the influence of secondary infections by heat dissociation, the

139sensitivities obtained were still low. The differences in the sensitivities in primary and

140secondary infections (80.9% vs 41.5%) were also found in da Costa’s meta-analysis

141(94.6% vs 66%) |da Costa, 2014].

142

143Table 2- Sensitivity of Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA in acute DENV-4 cases, Rio de Janeiro,

144March and April 2013.

Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (S; 5n qs/l tg;t)y p-value
1]
>
E Non-dissociated ?;éSQ _56.1)
E 0.001
<0.
; Heat dissociated 574 v
g (49.2 - 65.3)
>
—z
e Lo 80.9
é Primary Non-dissociated (58.1 - 94.6) 5<0.001
£ Heat dissociated ?3561 _95.6)
g 41.5
& . .
Z | Secon dary Non-dissociated (32.5 - 51.0) 0001
Heat dissociated 519 o
(43.0 —60.8)

145
146

147We demonstrated significant sensitivity increases after dissociation in both types of

148DENV-4 infections in agreement with other studies that used unspecific dengue

149serotype acid dissociated NS1 samples [Lapphra, 2008] [Koraka, 2003].

150

151This study has advantages since it was prospectively executed, the samples were

152clinically and laboratorially well characterized, and collected during a single outbreak in

153one outpatient unit increasing the chance of genotypic similarity. We were able to

154demonstrate the advantages of incorporating heat dissociation to the Platelia™ Dengue

155NS1 Ag-ELISA kit in order to increase its sensitivity, mostly in settings where
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156¢irculating DENV-4 can be an issue. The study limitation was the lack of heterogeneity
157of viral strains that impairs the generalization of the results in other epidemic settings.
158

159Although time expending and the requirement of specific laboratory equipment the NS 1
160ELISA combined to heat dissociation could be a slightly better alternative for accurate
161dengue diagnosis.

162

163Acknowledgements

164This study was funded by the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
165Tecnolagico- CNPq through CNPg/PROEP 402068/2012-2 grant and CNP¢/REBRATS
166401366/2013 grant. SRLP is funded through CNPq 311414 / 2013-3 grant. The sponsors
167were not involved in the design, sample collection and handling, analysis, data

168interpretation or conclusions.

169

170 1. Bhatt S, Gething PW, Brady OJ, Messina JP, Farlow AW, Moyes CL, et al. The
171 global distribution and burden of dengue. Nature. 2013 Apr
172 25:496(7446):504-7.

173 2. Bossuyt PM, Reitsma JB, Bruns DE, Gatsonis CA, Glasziou PP, Irwig LM, et al.
174 Toward complete and accurate reporting of studies of diagnostic accuracy.
175 The STARD initiative. Am J Clin Pathol. 2003 Jan;119(1):18-22.

176 3. Buonora SN, Passos SR, do Carmo CN, Quintela FM, de Oliveira DN, dos

177 Santos FB, et al. Accuracy of clinical criteria and an



178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

immunochromatographic strip test for dengue diagnosis in a DENV-4
epidemic. BMC Infect Dis. 2016 Jan 29;16(1):37.

da Costa VG, Marques-Silva AC, Moreli ML. A meta-analysis of the diagnostic
accuracy of two commercial NS1 antigen ELISA tests for early dengue virus
detection. PLoS One. 2014 Apr 11;9(4):e94655.

Duong V, Ly S, Lomn Try P, Tuiskunen A, Ong S, Chroeung N, et al. Clinical
and virological factors influencing the performance of a NS1 antigen-capture
assay and potential use as a marker of dengue disease severity. PLoS Negl
Trop Dis. 2011 Jul;5(7):e1244.

Falconar AK, Young PR. Immunoaffinity purification of native dimer forms of
the flavivirus non-structural glycoprotein, NS1. J Virol Methods. 1990
Dec:30(3):323-32.

Gubler DJ. The global pandemic of dengue/dengue haemorrhagic fever: current
status and prospects for the future. Ann Acad Med Singapore. 1998
Mar;27(2):227-34.

Koraka P, Burghoorn-Maas CP, Falconar A, Setiati TE, Djamiatun K, Groen J,
et al. Detection of immune-complex-dissociated nonstructural-1 antigen in
patients with acute dengue virus infections. J Clin Microbiol. 2003
Sep:41(9):4154-9.

Lanciotti RS, Calisher CH, Gubler DJ, Chang GJ, Vorndam AV. Rapid detection
and typing of dengue viruses from clinical samples by using reverse

transcriptase-polymerase  chain reaction. J Clin Microbiol. 1992

Mar;30(3):545-51.

70



201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Lapphra K, Sangcharaswichai A, Chokephaibulkit K, Tiengrim S,
Piriyakarnsakul W, Chakorn T, et al. Evaluation of an NS1 antigen detection
for diagnosis of acute dengue infection in patients with acute febrile illness.
Diagn Microbiol Infect Dis. 2008 Apr;60(4):387-91.

Lima MR, Nogueira RM, Bispo de Filippis AM, dos Santos FB. Comparison of
two generations of the Panbio dengue NS1 capture enzyme-linked
immunosorbent assay. Clin Vaccine Immunol. 2011 Jun;18(6):1031-3.

Lima MR, Nogueira RM, Filippis AM, Nunes PC, Sousa CS, Silva MH, et al. A
simple heat dissociation method increases significantly the ELISA detection
sensitivity of the nonstructural-1 glycoprotein in patients infected with
DENYV type-4. J Virol Methods. 2014 Aug;204:105-8.

Lima MR, Nogueira RM, Schatzmayr HG, dos Santos FB. Comparison of three
commercially available dengue NS1 antigen capture assays for acute
diagnosis of dengue in Brazil. PLoS Negl Trop Dis. 2010;4(7):e738.

Lima MRQ, Santos FB, Nogueira RMR. Dengue diagnosis: commercially
available Kkits and laboratory support. Clinical Insights: Dengue:
Transmission, Diagnosis & Surveillance. led. London: Future Medicine

Ltd., 2014, p. 27-47.

Messina JP, Brady OJ, Scott TW, Zou C, Pigott DM, Duda KA, et.al. Global
spread of dengue virus types: mapping the 70 year history. Trends
Microbiol. 2014 Mar;22(3):138-46.

Pal S, Dauner AL, Mitra 1, Forshey BM, Garcia P, Morrison AC, et.al.
Evaluation of dengue NSI antigen rapid tests and ELISA kits using clinical

samples. PLoS One. 2014 Nov 20;9(11):e113411.

71



225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

17.

18.

19.

20.

21.

Schatzmayr HG. Dengue situation in Brazil by year 2000. Mem Inst Oswaldo
Cruz. 2000;95 Suppl 1:179-81.

Sea VR, Cruz AC, Gurgel RQ, Nunes BT, Silva EV, Dolabella SS, al
Underreporting of Dengue-4 in Brazil due to low sensitivity of the NS1 Ag
test in routine control programs. PLoS One. 2013 May 23;8(5):e64056.

Simmons CP, Farrar JI, Nguyen v V, Wills B. Dengue. N Engl J Med. 2012 Apr
12;366(15):1423-32.

WHO. Dengue: diagnosis, treatment, prevention and control. Geneva; 2009

http://www.who.int/neglected diseases/en/. Accessed in 15 Jan 2015

Xu H, Di B, Pan YX, Qiu LW, Wang YD, Hao W, et al. Serotype 1-specific
monoclonal antibody-based antigen capture immunoassay for detection of
circulating nonstructural protein NS1: Implications for early diagnosis and

serotyping of dengue virus infections. J Clin Microbiol. 2006

Aug:44(8):2872-8.

72



73

7. CONCLUSOES

Apresentamos maior acuracia no algoritmo clinico-laboratorial que
combinou o critério clinico INI-FIOCRUZ com o da OMS 1997, a fim de
selecionar suspeitos de dengue 4, com até 3 dias de inicio da doenca,
elegiveis para um teste NS1 rapido. Assim, 0s pacientes testados positivos
ao NS1 rapido deveriam ser imediatamente tratados para dengue e 0s

pacientes que testaram negativos requerem investigacao subsequente.

Apesar da alta especificidade, a baixa sensibilidade obtida no teste NS1
imunocromatografico avaliado sugere uma lacuna importante no
diagnéstico rapido de dengue 4, principalmente em areas onde a

prevaléncia de dengue secundaria € alta.

A concordéancia controlada para o acaso da sintomatologia que compde o
algoritmo clinico-laboratorial foi substancial, quando contrastado entre
profissionais de formacgéo distinta, médicos e enfermeiros, sugerindo a sua

aplicabilidade apoés treinamento.

O teste NS1 ELISA apresentou sensibilidade um pouco maior em dengue 4
agudo quando utilizada uma técnica de dissociacdo térmica comparado a

técnica tradicional, tanto para dengue primario quanto secundario.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A elaboragéao de um trabalho de campo com perfil de “ensaio pragmatico” é
uma tarefa dificil. Todo o processo de organizacdo de um trabalho de campo
seguindo as normas das Boas Préaticas em Pesquisa Clinica como brochuras do
pesquisador, livros de registro, Procedimentos Operacionais Padrdo, etiquetas,
precisaram ser pensados para um local puramente assistencial sem nenhuma

familiaridade com Pesquisa Clinica.

Apesar de termos realizado um estudo piloto em uma Unidade de Pronto
Atendimento 24H (UPA 24H) na epidemia de 2012, a intencdo de abranger duas
UPA com atendimento padronizado nos moldes de um ensaio cientifico foi
recoberta de limitagbes. A comecar pelo envolvimento de profissionais
preocupados com a assisténcia em situacdo de epidemia, onde o numero de
atendimentos na unidade quadruplica e ndo é possivel assegurar a acuracia da
coleta e registro da anamnese e exame fisico para que possam ser utilizados em

um ensaio.

As atencOes se voltaram entdo para uma UPA 24H apenas, a unidade da
Tijuca, que apresentou algumas vantagens: recebe pacientes de varias partes da
cidade e também de municipios vizinhos devido a facilidade de meios de
transporte e do fluxo diario de trabalhadores para aquele bairro; proximidade
relativa a Fiocruz, facilitando o fluxo de amostras para o Laboratério de Flavivirus

do Instituto Oswaldo Cruz (10C).
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Apbs a equipe ter sido treinada, a coleta foi iniciada no pico da epidemia de
2013 e suspensa quando o numero de suspeitos ja ndo ultrapassavam os trés
casos por dia. A impressao da equipe de campo era que todos 0s pacientes que
entravam na UPA 24H estavam com dengue face a exuberancia clinica dos sinais
e sintomas. De fato, todos aqueles que apresentavam febre foram convidados a
participar da pesquisa e preencheram o critério clinico para diagndéstico de
dengue pela Organizacdo Mundial da Saude, porém com especificidade muito
baixa. N&o conseguimos descartar os ‘ndo dengue”. Seguindo a diretriz do
Ministério da Saude e da Secretaria Estadual de Saude, todos 0s casos suspeitos
de dengue deveriam ser monitorados clinica e laboratorialmente
preferencialmente a cada dois dias, provocando uma sobrecarga proibitiva do

sistema assistencial em tempos de epidemia.

A avaliacdo da confiabilidade interobservador destacou ainda mais o papel
do enfermeiro na abordagem ao paciente suspeito de dengue. Antes, sua atuacao
estava restrita a classificacdo de risco e manejo terapéutico do doente.
Confiabilidades substanciais e quase perfeitas nos sinais e sintomas dos
pacientes arrolados no estudo possivelmente auxiliardo a organizacdo de
sistemas assistenciais em situagbes epidémicas de baixo poder aquisitivo
deixando os poucos profissionais médicos para os cuidados dos pacientes

graves.

Durante toda a coleta, as amostras congeladas foram levadas para o
laboratério de referéncia pelo menos duas vezes por semana. As analises
laboratoriais especificas, executadas no IOC ocorreram no segundo semestre de

2013 e primeiro semestre do ano seguinte. Com apoio financeiro do Conselho
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Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQq) e a expertise da
equipe técnica, todas as amostras foram testadas para RNA viral, Bioeasy®
imunocromatogréfico, IgM, 1gG e Platelia® Elisa NS1 com e sem dissociacao
térmica. Assim, foi possivel ndo s6 sabermos o sorotipo circulante naguela
epidemia como também analisar a variabilidade de resultados e a acuracia dos
testes nas mais diversas situacdes: dengue primdria, secundaria, dissociacdo

térmica, técnica habitual.

A analise dos dados laboratoriais revelou um grande paradigma: a falta de
um padrao de referéncia. Isto porque apesar da coleta ter ocorrido em momento
oportuno para a recuperacdo do RNA viral, em algumas amostras o resultado foi
negativo com Platelia® Elisa NS1 positivo, exposto na figura do artigo trés. Qual o
tratamento a ser dado nesta situacdo? E a baixa sensibilidade do Bioeasy®
imunocromatografico? Como diagnosticar rapidamente a doenca a fim de auxiliar

a terapéutica dos casos confirmados? Como diagnosticar dengue de forma

acurada em cenéarios onde outros Flavivirus como o Zika circulam?

Os resultados preliminares de baixa sensibilidade da técnica Bioeasy®
imunocromatografico empregada nas unidades publicas de saulde
instrumentalizou os gestores publicos a suspender a recomendacdo do uso do
teste nas unidades de emergéncia, uma vez que mais da metade dos pacientes
suspeitos de dengue sao liberados para casa com a falsa impressao que nao tém
dengue e ndo recebem a orientacéo de hiper-hidratagdo. Considero que esta seja
a maior resposta que a pesquisa académica pode dar a assisténcia, o retorno do

resultado para auxiliar o manejo.
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Talvez a combinacao de critérios clinicos como o do INI-Fiocruz, associado
a um teste imunocromatografico cuja amostra tenha sofrido dissociacdo térmica,
seja uma possibilidade para diagnosticar dengue na fase aguda de forma acurada
e precoce a tempo a fim de influenciar na terapéutica a ser instituida nos

pacientes.
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1. Ildentificagao:

Titulo do Projeto: "Ensaio diagnostico pragmatico de algoritmo clinico-laboratorial para
dengue em unidades de pronto atendimento no Rio de Janeiro™.

Pesquisador Responsavel: Sonia Regina Lambert Passos.

Doutoranda: Sibelle Nogueira Buonora.

Instituigio Proponente: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas — FIOCRUZ.

Data de Apresentagido ao CEP: 21/12/2011.

2. Sumario:

Visa a avaliar a acuracia de algoritmo diagnéstico clinico-laboratorial para o dengue
obtidos com o uso de instrumento padronizado em setting amplo em termos de saude
publica e espectro clinico de pacientes. Tem como objetivos especificos: 1) Comparar a
acuracia diagnoéstica do escore de critérios clinico-laboratoriais propostos para o
diagndstico de dengue com os critérios preconizados na vigilancia epidemioldgica pelo MS
- Brasil em uma ampla amostra de pacientes atendidos com sindrome febril aguda em
unidades de satide no estado do Rio de Janeiro; 2) Avaliar a confiabilidade interobservador
de escore clinico padronizado para o diagnéstico de dengue. O estudo sera do tipo ensaio
pragmatico diagnoéstico onde serdo comparados dois grupos em UPA distintas. No primeiro
grupo sera aplicado de forma randomizada o questionario resumido previamente validado
de Sindrome Febril Aguda e os sujeitos do estudo terdo a pesquisa laboratorial realizada
segundo orientagdo do Ministério da Salde. No segundo grupo, em outras UPA, os
pacientes serfo avaliados como suspeitos de dengue segundo os critérios de vigilancia do
Ministério da Saude, sem aplicagdo de questionario e também realizardo a pesquisa
laboratorial recomendada pelo Ministério da Saude. Serdo incluidos pacientes de ambos
os sexos que procuram a UPA 24 horas por demanda espontanea com idade superior a 18
anos, apresentando febre ou histéria de febre por até 7 dias sem evidéncia de foco
infeccioso. Para o estudo de validacdo das regras espera-se arrolar no minimo 214
pacientes em cada grupo (dengue e nédo dengue). Para o estudo de confiabilidade da regra
o tamanho amostral minimo necessario & de 320 observagdes (suspeitos de dengue). O
estudo sera inédito por permitir avaliacdo do algoritmo elaborado e publicado (Daumas,
2011) em situagcdo de '"vida real" em unidades de pronto atendimento que lidam
diretamente com o publico e que registram grande nimero de atendimentos. O estudo sera
realizado em cinco UPA administradas pela Secretaria de Estado de Saude cujo volume de
atendimento de dengue foi representativo na epidemia 2010-2011. Em cada UPA serdo
estudados 120 pacientes arrolados de forma randomizado.

3. Observacgdes Gerais: (Atendendo a Resolugédo CNS 196/96).

Projeto com delineamento adequado. Fazem parte integrante deste estudo: 1) Questionario
Estruturado; 2) Manual para preenchimento do questionario de dengue (Daumas, 2011); 3)
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido elaborado em linguagem acessivel ao sujeito de
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pesquisa; 4) Carta de Anuéncia do Coordenador Geral das UPAs. Esta proposta conta com
recursos da prépria unidade da Secretaria Estadual de saldde do Rio de Janeiro e
financiamento bolsa Jovem Cientista do Nosso Estado da FAPERJ da orientadora
pertencente ao Laboratério de Epidemilogia Clinica do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas - FIOCRUZ.
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Anexo 10.2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Consentimento Livre e Esclarecido

Estudo: Ensaio diagnostico pragmatico de algoritmo clinico-laboratorial para Dengue em unidades
de pronto atendimento no Rio de Janeiro

Pesquisadoras responsaveis: Dra.Sibelle Nogueira Buonora e
Profa. Sonia Regina Lambert Passos
Secretaria Estado da Salde e Instituto de Pesquisa Evandro Chagas

Informacgdes ao Paciente e Consentimento Livre Esclarecido
[uma cépia devera ser entregue ao paciente]

Nos gostariamos de oferecer a vocé a possiblidade de participar de um estudo controlado que vail
avaliar se 0s seus sintomas séo sugestivos ou ndo de dengue. Nos pensamos que alguns sintomas que as
pessoas apresentam possam sugernr dengue inclusive alguns ou todos os sintomas que vocé esta
apresentando, mas ainda néo esta totalmente definido quais sao.

Se vocé concordar, nos faremos algumas perguntas de um guestionario e vocé sera normalmente
avaliado por um medico. Todos os sintomas apresentados por vocé e as alteracdes do seu exame serao
registrados num formulario praprio.

Como todo doente com suspeita de dengue, vocé tera o seu sangue coletado para avaliar se ha
alguma alteracdo que também possa sugerir dengue (grave ou naoc grave). Serdo realizados um
hemograma completo, teste rapido para Dengue e uma terceira amostra de sangue sera enviada para a
Fundac&o Oswaldo Cruz para pesquisar qual tipo de virus da dengue (Dengue 1, 2, 3 ou 4) que esta
causando a sua doenca. Para fazer estes exames, serdo colhidos 20 ml de sangue, o equivalente a duas
colheres de sopa de sangue para pesquisar alteracées sugestivas de dengue.

O procedimento de coleta de sangue é bastante simples e seguro, usamos sempre material estéril
e descartavel, mas raramente ocorrem complicacdes como hematomas (mancha roxa devido ao
extravasamento de pequena quantidade de sangue no local da puncéo) e pequenos sangramentos no
local da coleta.

Vocé recebera os resultados dos exames de hemograma e teste rapido de dengue do laboratorio
conforme todos os demais doentes avaliados na UPA 24H, logo que ficarem prontos. A pesquisa do tipo
do virus & mais demorada, mas este resultado ndo ira alterar o seu tratamento. Quando o resultado ficar

pronto, caso haja interesse, entraremos em contato para fornecé-lo.

De acordo com os resultados dos exames de sangue e caso o seu estado de saude piore ou néo
se modifique, o médico podera pedir para vocé retornar outras vezes para uma nova consulta, responder a

algumas perguntas e fazer novos exames de sangue.

Vocé ndo tem que concordar em participar do estudo. Se vocé ndo quiser, o seu tratamento,
orientacoes médicas, nem a realizacdo dos seus exames serao afetados. Se vocé concordar em participar

do estudo e mudar de ideia mais tarde, vocé pode se retirar sem que haja interferéncia no seu cuidado.
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Toda a informacdo coletada durante o estudo sera confidencial. Esta informacédo pode ser
consultada por um membro autorizado do grupo de pesquisa ou por um representante das autoridades de
saude. Isto sera feito confidencialmente e somente na presenca de um meédico. Toda a informacéo
coletada terd somente as suas iniciais e o nimero de prontudrio.

Vocé pode contatar 2590-6260 se vocé tiver perguntas sobre o estudo, sobre os seus direitos como
um membro da pesquisa, ou se vocé sofrer qualquer tipo de prejuizo durante o estudo. Antes que vocé
possa participar neste estudo, vocé precisa concordar com este formulario para confirmar o seguinte:

1. Eu concordo em participar deste estudo clinico sobre dengue.

2. Eu fui informado pelo investigador da natureza, dos objetivos, e da duracdo do estudo, assim
como seus possiveis beneficios e perigos potenciais, incluindo todo o desconforto que pode ocorrer

em mim.

3. Eu estou livre para me retirar deste estudo clinico em qualquer momento, sem justificar minha

deciséo. Isto ndo afetara em nenhuma maneira a qualidade do meu cuidado médico

4. Eu estou ciente que eu serel prontamente informado de toda informacéo nova que surja durante
0 estudo que possa alterar minha deciséo para continuar.

5. Eu aceito que os resultados do estudo serfo comunicados & autoridade competente & ao grupo

de pesquisa.

6. Eu confirmo que eu recebi uma cépia das Informacgdes ao Paciente e do Consentimento Livre
Esclarecido que se relaciona a este estudo.

Nome do paciente ou representante legal (legivel):

Assinatura:

Data:

Nome do investigador (legivel):

Assinatura:

Data:

Importante: Uma cdpia devera ser entregue ao paciente
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Anexo 10.3- Questionario de Sindrome Febril Aguda
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I Questionario para avaliagdo de Sindrome Febril Aguda-Dengue em UPA I

Codigo BAM Data do atendimento
___/___/
Iniciais: Data de Nascimento Sexo Observador
1{ i 2( )F
! / 1{ }sibelle
2( JOutro
Comorbidades
Gestante Diabetes Mellitus DPOC
1{ )Sim 2{ JNdo 3{ ) Nio sei i{ )Sim 2{ JNdo 3( })Nio sei i{ }Sim 2{ JNdo 3( )Nio sei
Asma Rinite Tabagismo
1{ )Sim 2{ JNdo 3{ )Ndo sei 1{ )Sim 2{ )N&do 3( )Nao sei 1{ )Sim 2{ JNdo 3( )Néo sei
Hipertensdo arterial Anemia falciforme Alcoolismo
1{ )Sim 2{ JNdo 3( )Nio sei 1( }Sim 2{ JNie 3( )Nio sei 1 }Sim 2( JNao 3( )N&o sei
Uso de medicamentos Qual? Drogas ilicitas
1(  )sim 2{ JNdo 1{ )sim_2( Ndo Qual?
Doenca imunossupressora Qual? Droga Imunossupressora
1 )sim 2( NEo 1 }sim  2{ )NEo

Dados Clinicos

Queixa Principal

Febre Mediu? Data do surgimento da febre
1( )Sim 2{ }Nao 1 }sim 2{ )Naec
Y S S

Data do desaparecimento da febre Calafrios Cefaleia

1{ )sim 2{ )NEo 3( )Nio sei 1 )Sim 2( JNEo 3 ( )Nio sei

Y S
Fotofobia Dor retro orbitaria Dor na orofaringe
1{ )Sim 2{ JNdo 3{ )Nido sei 1{ )sim 2{ )NEe 3( )Nio sei 1 )Sim 2( )NEe 3( )Néo sei
Rouquiddo Alteracdo do paladar Dor de ouvido
1{ )Sim 2{ JNdo 3{ ) Nio sei i{ )Sim 2{ JNdo 3( })Nio sei i{ )Sim 2{ JNdo 3( )Nao sei
Coriza Prostragao Mialgia
1{ )Sim 2{ JNdo 3( )Nido sei 1{ )sim 2{ )N&Eo 3( )Nio sei 1{ )Sim 2( )Ndo 3( )Néo sei
Lombalgia Artralgia Anorexia
1{ )Sim 2{ JNdo 3{ )Nio sei i{ )Sim 2{ JNdo 3( })Nio sei i{ }Sim 2{ JNdo 3( )Nio sei
Nauseas Vdmitos Dor abdominal
1{ )Sim 2{ JNdo 3( )Nido sei 1{ )sim 2{ )Ndo 3( )Nio sei 1{ )Sim 2( )NEo 3( )Néo sei
Dispnéia Tosse Tosse seca Tosse produtiva
1f )Sim 2{ JNdo 3 ) Nio sei 1{ }Sim 2{ )NEo 1 }Sim 2{ )NEo 1 }Sim 2{ )NEo
Diarréia Liquidas Pastosas Namero de evacuagdes
1( )Sim 2{ JN&o 3 ( ) Ndo sei 1 })sim 2{ )Nio 1{ )Ssim 2( )Ndo
Hemorragias Conjuntival Epistaxe
1{ )Sim 2{ JNdo 3{ )Nio sei 1{ )sim 2 JN&Ee 3( )Nio sei 1 )Sim 2( JNEo 3( )Nio sei
Gengivorragia Petéquias Metrorragia
1( )Sim 2{ JNdo 3 [ ) Nio sei 1( }Sim 2{ JN3o 3 ( ) Nio sei i }Sim 2( JNdo 3 ( ) N&o sei
Hematiria Hematémese Melena
1( )Sim 2{ JNdo 3( )Nio sei 1( Jsim 2{ JNdo 3( )Nio sei 1{ Jsim 2( JNao 3( )Nao sei
Hemoptoicos Tonteira Desmaio
1{ )Sim 2{ JNio 3( )Nido sei 1{ )sim 2{ )NEe 3( )Nio sei 1 )Sim 2( )JNEe 3( )Néo sei
Exantema Ictericia Prurido
1{ )Sim 2{ JNao 3{ )Nao sei 1{ )Sim 2{ JNao 3( )Nao sei 1 )Sim 2( JNao 3( )Nao sei
Convulsdes
1{ })sim 2{ JNSo 3( ) Ndo sei




Exame fisico

Peso Pa sentado PA em pé
Temperatura asilar Prova do lago Frequéncia cardiaca
1 Positiva 2| JMegativa 3( | NEo
realizada
Frequéncia respiratoria Pulso filiforme Enchimento capilar lentificado
1| )Presente 2| lausente 3{ )Mo 1[ )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliade
Extremidades frias Dispnéia Desidratagdo
1] )Presente 2[ )Jausente 3[ ] Ni3o 1] )Presente 2| lausente 3{ | M0 1 )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Palidez cutdnec-mucosa Edemas Rubor facial
1] )Presente 2[ )Jausente 3 [ ] MEo 1| )Presente 2| lausente 3{ )Mo 1[ )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Congestdo ocular ou hiperemia conjuntival | Ictericia Enantema
1] )Presente 2[ )Jausente 3[ ] Ni3o 1] )Presente 2| lausente 3{ | M0 1 )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Hiperemia de crofaringe adenomegalias Exantema
1] )Presente 2[ )Jausente 3 [ ] MEo 1| )Presente 2| lausente 3{ )Mo 1[ )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Macular Maculo-papular Vesiculoso
1] )Presente 2[ )Jausente 3[ ] Ni3o 1] )Presente 2| lausente 3{ | M0 1 )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Hemorragias Petéquias PUrpura
1] )Presente 2[ )Jausente 3 [ ] MEo 1| )Presente 2| lausente 3{ )Mo 1[ )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Gengivorragia Hemoptoicos Iritagio paritoneal
1] )Presente 2[ )Jausente 3[ ] Ni3o 1] )Presente 2| lausente 3{ | M0 1 )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Hepatomegalia Esplenomegalia Ascite
1] )Presente 2[ )Jausente 3 [ ] MEo 1| )Presente 2| lausente 3{ )Mo 1[ )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Dor & percussao lombar Convulsbes Alteragao do nivel de consciéncia
1] )Presente 2[ )Jausente 3[ ] Ni3o 1] )Presente 2| lausente 3{ | M0 1 )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Rigidez de nuca sopra cardiaco Ausculta pulmonar alterada
1] )Presente 2[ )Jausente 3 [ ] MEo 1| )Presente 2| lausente 3{ )Mo 1[ )Presente 2| Jausentz 3 [ | MNio
avaliado avaliado avaliade
Exames laboratoriais
Registro Hematdcrito Plaquetas
Leucometria M5l IgM
1] ) Positiva 2{ )MNegativa 3 N30 1| |Positiva 2{ )Negativa 3( )Mio
avaliado avaliade
lga TGO TGP
1 |Positiva 2[ )Megativa 3( N30
avaliado
Confirma dengue Qutra doenga

1] )sm 2 N30

1 )sim 2| ]Mio
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Manual para preenchimento do questionario de dengue

Histéria da doenca atual

Marque os sinais/sintomas:
o S-sim/N-No/NS- ndo set/ NR- ndo realizado (verificado)

Sintomas

1. Febre
Vocé verificou a sua temperatura com o termametro? (S [ N)

2. Calafrios
“Vocé tem calafrios?” Vocé precisa se agasalhar para sentir-se melhor? Ou “Vocé sente frio e fica arrepiado?” (5 / N / NS)

3. Cefaléia
“Vocé tem dor de cabego?” Se tem, precisa tomar remedio? Aliviou? (S / N/ NS)

4. Fotofobia
“A luz te incomoda?” Voce evita a luz? (5 [ N / NS)

5. Dor retroorbitéaria
“Vocé sente dor nos olhos ou arredor deles?” (Mostre a regido ao paciente) (5 /N / NS)

6. Dor na orofaringe:
“A sua garganta arde quando voce estd comendo, bebendo dgua ou engolindo saliva ?” Melhora com remedio? (5 / N [ NS)

7. Rouquidio
“Vocé percebeu alguma diferengo na sug voz? Sua voz estd rouca?” (5 [ N / NS)

8. Alteracdo do paladar
“A comida ou bebida tem gosto diferente ?” (S / N / N5}

9. Dor de ouvido
“Vocé estd com dor de ouvido?” Melhora com remédio? (5 / N / NS)

10. Coriza
“0 seu nariz estd escorrendo?” (5 / N / NS}

11. Congestdo nasal
“0 seu nariz esta entupido?” (S / N / NS)

12, Exaustdo
“Vocé se sente cansado / exausto?” (5 /N / NS)

13. Mialgia
“0 seu corpo dai? Melhora com remédio? (5 /N / NS)

14, Dor lombar:
“Vocé tem dor nas costas?” (Mostre ao paciente a regido a qual vocé estd se referindo) (5 / N / N3)

15. Artralgia
“Suas juntas doem?” (Exemplifique mostrando algumas articulagdes) (5 /N / NS)

16. Anorexia
“Vocé perdeu a fome?” (5 /N / NS)

17. Nauseas
“Vocé se sente enjoado?” (5 /N / NS)
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18. Vomitos
“Vocé vomitou?” (S [N/ NS)

19. Dor abdominal
“A sug barriga doi?” (S / N [ NS)

20, Coluria
“Que cor estd a sug urina ? Esta parecida com ‘Coca-Cola™?" (S / N / NS)

21, Diarréia
“Vocé tem diarréia? (5/ N/ NS)

22, Dispnea
Pergunte o paciente sobre dificuldades respiratarias correlacionando com atividades fisicas. “Vocé esta respirando cansado?” (3 / N / NS)

23.Tosse (presence e caracteristicas)
“Vocé tem tossido?” De acordo com a resposta assinale:

23.1 Tosse seca (5 / N/ NS)
23 2 Tosse produtiva “A sua tosse tem catarro? * (S / N / N5}

24, Hemorragia (5 / N / NS)

“Vocé tem algum sangramento anormal?”

Pergunte sobre sitios especificos de sangramento. Se a resposta for afirmativa prossiga com as perguntas a seguir e marque SIM para hemorragia.
24.1, Epistaxe “0 seu nariz sangrou?” (S /N /NS)
24.2, Hemorragia gengival “Vocé teve hemorragia gengival desde o inicio desta doenca? Foi espontdnec ou quando escovou os dentes? E
um problema antigo (crdnico) ou apareceu durante esta doenga ? (Ndo considere se o padrdo for idéntico ao anterior a doenga atual) (5 [

N/NS)

24.3. Metrorragia Vocé teve sangramento vaginal fora do periodo menstrual? O volume foi menor, igual ou maior do que o fluxo
menstrual habitual?” (5 [ N / NS)

24.4, Hematdria “A sug uring ficou vermelha? Vocé urinou sangue?” (3 /N [ N3)
24.5. Hematémese “Vocé vomitou sangue? Vocé tem tido vamitos enegrecidos ou vomitou tipo borra de café?” (5 / N / N5)
24.6. Melena “Qual é a cor das suas fezes? As suas fezes estdio escuras, amolecidas e muito fedorentas?” (S [ N / N5)

24.7. Episodios hemoptoicos/Hemoptise “Voce tem tossido sangue vivo? [sso aconteceu quantas vezes durante esta doenga?” (S /N /
NS)

25, Tonteira
“Voce se sentiv tontofa)

26, Desmaios
“Vocé desmaiou?” (S [ N / NS)

27, Exantema
“Vocé percebeu a presenga de manchas roseas ou avermelhadas na sua pele? Elas sdo isoladas ou espalhadas pelo corpo e se aglomerando em
manchas grandes #* (5 /N / N5)

28, Prurido
“Vocé tem tido coceira no corpo todo ou em alguma parte do seu corpo?” (S /N [ NS)
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Exame fisico

Caso algum item ndo tenha sido verificado justifique ao final do questionario.
Meca e registre a temperatura axilar, freqiéncias respiratoria e cardiaca e pressdo arterial sentado e deitado.

1. Hipotensdo (S / N/ NR)
A PAsistdlica & menor que 90 mm Hg?

2. Enchimento capilar lentificado (S/ N /NR)
0 enchimento capilar é = 2 seg?

3. Pulso fracoffiliforme (S / N/ NR)
Cheque o pulso radial. Esta fraco?

4. Extremidades frias (S / N/NR)
5. Dispnea (respiragdo laboriosa) (S /N/NR)

6. Desidratacéo
Avalie a mucosa quanto ao aspecto e umidade. O furgor & checado pingando a pele. (S /N/NR)

7. Palidez cutaneo-mucosa
Avalie a cor da lingual. conjuntivas e a palma das mdos. (S / N/ NR)

8. Edemas
Para acessar intensidade, comprima a area edematosa com o polegar ou ponta do dedo e pesquise endenfagdo. (S/N/NR)

9. Congestio ocular/ hiperemia conjuntival
Avalie a cor e vasos da conjuntiva. Olhos venmelhos e/ou vasas oculares visiveis? (S / N/ NR)

10. letericia (S / N/ NR)

11. Exantema (S / N/ NR)

Macular S/N/NR
Maculopapular S/N/NR
Vesicular S/N/NR

12. Enantema (S/N/NR)
Presenca de manchas vermelhas na mucosa da orofaringe.

13. Hiperemia de orofaringe (S /N/NR)
14. Adenomegalia (S/ N/NR)

15. Petéquias
Manchas puntiformes vermelhas ou amoxeadas na pele ou mucosa que nédo desaparecem a digitopressdo. (S / N/ NR)

16. Plrpura
Maculas entematosas ou arroxeadas indicando sangramento submucoso que ndo desaparecem a digitopressdo. (S/ N/ NR)

17. Hemorragia gengival (S / N/ NR)

18. Hepatomeqalia (S / N/ NR)
Sim se a hepatimetria exceeder 12cm.

19. Esplenomegalia (S [ N/ NR)
Pailpe 0 abdome com o pacients em decibito dorsal e deciibito lateral.

20. Punho percussdo lombar (S / N/ NR) (unilateral)
O paciente tem punha percussio lombar? Nao considere se a dor for bilateral ou simétrica.

21. Rigidez de nuca (S /N /NR)
Com o paciente em declbito dorsal, flefir a cabega. Ha resisténcia e dor?

22. Sopro cardiaco (S/ N/ NR)

23. Ausculta pulmonar alterada (S / N/ NR)
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