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VILANCULO, NAM. DETECCAO MOLECULAR DE PNEUMOCYSTIS JIROVECII E
HISTOPLASMA CAPSULATUM EM PACIENTES INFECTADOS POR HIV NO
HOSPITAL CENTRAL DE MAPUTO, MOCAMBIQUE. Rio de Janeiro, 2017. 83f.
Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz.

RESUMO

Apesar dos avancos verificados nas ultimas décadas sobre o conhecimento da etiologia,
epidemiologia e tratamento da pneumonia, ela ainda continua sendo uma das maiores causas de
morbimortalidade a nivel mundial. Na Africa, especialmente onde as condicbes climéticas e
geogréficas favordveis associada a altas taxas de individuos imunocomprometidos, favorece o
desenvolvimento e disseminacdo de agentes etioldgicos fungicos causadores destas patologias.
Tais fatores predisponentes estdo presente em Mogambique e também € verificada a ocorréncia de
pneumocistose (PCP) e/ou histoplasmose no pais. Embora ndo existam publicacbes sobre a
prevaléncia destas infeccbes fungicas em Mocambique, ha descricdes da ocorréncia de
pneumonias causadas por Pneumocystis jirovecci (Pj), bem como co-infec¢do com outros fungos
como Histoplasma capsulatum. Porém, na maioria dos casos de pneumonia se desconhecem o0s
agentes etiologicos especificos, muitas vezes dando se mais énfase a PCP, por falta de meios de
diagndstico ou estudos que provém o contrario, 0 que abre um campo para a investigacdo e
identificacdo de outros agentes como Histoplasma capsulatum (Hc) no pais. Por outro lado, o
conhecimento do comportamento epidemioldgico das doencas no pais, e dos agentes etioldgicos
causadores da pneumonia é fundamental para que seja possivel implantar medidas de controle e
seguranga contra estas patologias oportunistas. Neste estudo foram analisadas 50 amostras de
lavado bronco-alveolar, de pacientes com suspeita de pneumonias internados ou em observacao
no Hospital Central de Maputo (HCM), e que foram encaminhadas para o laboratorio de
Microbiologia da Univeraidsde Eduardo Mondlane, para processamento. Para o diagnoéstico foi
usado a observacao directa com as técnicas de coloracéo de Gram e Giemsa, coloracdo pelo método
de Grocott e finalmente o nested PCR para identificacdo dos agentes etioldgicos existentes nas
amostras de lavado broncoalveolar. Os testes foram feitos em Mogambique e no Brasil, ap6s
seguidos todas as questdes éticas incluindo a confidencialidade e anonimato. Entre as 50 amostras
testadas com a nested PCR, 13 foram negativas, 18 positivas para H. capsulatum, 8 positivas para
P. jirovecii, e 11 com coinfeccBes para ambos agentes etiologicos. Relacionando os resultados
moleculares e o sistema de probabilidades, houve uma concordancia em 15 individuos que
apresentavam forte probabilidade de ter PCP (>83%), em aproximadamente 66% (n=10) foram
positivos na nested PCR, 2 positivos pela observacdo directa e 5 deles apresentaram estruturas
fungicas na histopatologia. Em concluséo, a técnica de nested PCR mostrou mais uma vez ser
sensivel em relacdo ao diagndstico clinico e laboratorial convencional e a combinacdo da
pontuacdo clinica e as técnicas de nested PCR ajuda no estabelecimento do diagndstico definitivo
das doencas fungicas.

Palavras-chaves: 1. Pneumocystis jirovecii; 2. Histoplasma capsulatum; 3. HIV; 4.Co-infeccdes
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VILANCULO, NAM. DETECCAO MOLECULAR DE PNEUMOCYSTIS JIROVECII E
HISTOPLASMA CAPSULATUM EM PACIENTES INFECTADOS POR HIV NO
HOSPITAL CENTRAL DE MAPUTO, MOCAMBIQUE. Rio de Janeiro, 2017. 83f.
Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz.

ABSTRACT

Despite the advances made in the last decades regarding knowledge of the etiology, epidemiology
and treatment of pneumonia, it still remains one of the major causes of morbidity and mortality
worldwide. In Africa, especially where favorable climatic and geographical conditions associated
with high rates of immunocompromised individuals, favors the development and dissemination of
fungal etiological agents that cause these pathologies. Such predisposing factors are present in
Mozambique and the occurrence of pneumocystosis (PCP) and / or histoplasmosis in the country
is also verified. Although there are no publications on the prevalence of these fungal infections in
Mozambique, there are descriptions of the occurrence of pneumonia caused by Pneumocystis
jirovecii (Pj), as well as co-infection with other fungi such as Histoplasma capsulatum (Hc).
However, in the majority of cases of pneumonia, the specific etiologic agents are not known, often
giving more emphasis to PCP, due to the lack of means of diagnosis or studies that provide
otherwise, which opens a field for the investigation and identification of other agents like H.
capsulatum in the country. On the other hand, the knowledge of the epidemiological behavior of
the diseases in the country, and of the etiological agents that cause pneumonia is fundamental so
that it is possible to implement control and safety measures against these opportunistic pathologies.
In this study, 50 samples of bronchoalveolar lavage were analyzed, from patients suspected of
hospitalized or observed pneumonia at Maputo Central Hospital (HCM), who were referred to the
laboratory of Microbiology at Eduardo Mondlane University for processing. For the diagnosis,
direct observation with the Gram and Giemsa staining techniques, staining by the Grocott method
and finally the nested PCR were used to identify the etiologic agents present in the bronchoalveolar
lavage samples. The tests were conducted in Mozambique and Brazil, following all ethical issues
including confidentiality and anonymity. Of the 50 samples tested with the nested PCR, 13 were
negative, 18 positive for H.capsulatum, 8 positive for P. jirovecii, and 11 with co-infections for
both etiological agents. In agreement with the molecular results and the probability system, there
was a concordance in 15 individuals with a high probability of having PCP (>83%), in
approximately 66% (n =10) were positive in nested PCR, 2 positive by direct observation and 5 of
them had fungal structures in histopathology. In conclusion, the nested PCR technique was once
again sensitive to conventional clinical and laboratory diagnosis and the combination of clinical
scores and nested PCR techniques helps to establish the definitive diagnosis of fungal diseases.

Keywords: 1. Pneumocystis jirovecii; 2. Histoplasma capsulatum; 3. HIV; 4. Co-infections
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1. INTRODUCAO

Apesar dos avancos verificados nas Ultimas décadas sobre o conhecimento da etiologia,
epidemiologia e tratamento das complicagdes pulmonares, elas continuam sendo uma das maiores
causas de morbi-mortalidade a nivel mundial em hospedeiros imunocomprometidos®?. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a nivel mundial, cerca de 36.7 milhdes de pessoas estavam
vivendo com o HIV, e 2,1 milhdes teriam sido infectados, sendo que 17 milhdes estariam em
TARYV 3, sendo que para a regido africana cerca de 19.1 milhGes de pessoas estariam vivendo com
HIV e ha 940.000 novas infecgbes em todas as idades, dos quais 10.252.400 beneficiam de TARV*.

As doencas causadas por estes fungos sdo mais severas em individuos
imunocomprometidos pelo HIV, que segundo os dados publicados pela UNICEF em 2014, a
prevaléncia de HIV tende a aumentar nos ultimos anos, colocando Mocambique na 82 posi¢do a
nivel mundial, onde 11,5% da populacéo adulta entre 15 a 49 anos é soropositiva. Além disso, boa
parte destes pacientes ndo se beneficiam de terapia antirretroviral, tornando maior a probabilidade
de ocorréncia de pneumonias causadas por fungo °.

Com um namero crescente de pessoas vivendo com HIV, o risco de ocorréncia de doencas
oportunistas é maior, devido a uma reducdo e deficiéncias nas defesas celulares, bem como na
funcionalidade e no nimero de células CD4, que sdo uma parte importante do sistema imunoldgico
contra varias doencas, principalmente se 0s pacientes ndo estiverem em tratamento anti-retroviral,
uma situagdo comum nos paises em desenvolvimento*®. Nestes paises, muitos dos pacientes nio
tém conhecimento que sdo portadores, e somente sdo diagnosticados quando apresentam alguma
queixa clinica ou jA& em estado grave. Isto acontece em cerca de 65% dos novos casos
diagnosticados HIV positivos, dos quais 80% ja mostram sinais de gravidade, tais como
comprometimento pulmonar e insuficiéncia respiratéria sugestivo de infecgdes por fungos, e com
contagem de células CD4 abaixo de 200/mm® 789,

Para o diagnostico das infecgdes fungicas, a histdria clinico-epidemioldgica dos pacientes
e 0s exames de imagem ajudam bastante, principalmente no diagnéstico presuntivo, que podera
orientar para a escolha da amostra clinica a ser solicitada. Porém, os testes laboratoriais sdo feitos

de forma tardia e sdo demorados, é neste contexto que surgem as técnicas moleculares para o

8180



diagndstico, usando a reac¢do em cadeia de polimerase (PCR) de diferentes formatos, bem como
as técnicas histopatoldgicas>1%!, embora a PCR ndo distinguem a infecgdo da colonizagdo!?1314,

S&o varias as secregdes respiratorias usadas para o diagnostico das micoses, tais como
escarro, liquor e lavado broncoalveolar (LBA). Com estas amostras é possivel obter com maior
precocidade a identificacdo da presenca do agente, de forma a reduzir a morbi-mortalidade que
chega actualmente em cerca de 70-90% dos casos 1113, Varios estudos sugerem que a utilizacio
de LBA é o mais indicado para o diagndstico micoldgico, pois 0 mesmo apresenta maior
sensibilidade (70-100%) e especificidade (82 a 100%) quando comparada com o soro e cultura de
pacientes imunocomprometidos™2,

Existem dados que apontam uma prevaléncia de 55% das infec¢des flngicas oportunistas
que atingem os pulmdes na populacéo africana, sendo o Pneumocystis 0 mais isolado, seguido de
H. capsulatum®8, Para além dos agentes etioldgicos acima citados, existem outros que sio
encontrados em amostras de LBA, que sdo os Bacillus, Cryptococus, Rhodococcus equi e
Citomegalovirus, sendo os dois ultimos frequentemente encontrados, mas sem relacdo directa com

a doencga'>6,

1.1 Pneumocistose

A pneumocistose ou pneumonia causada pelo fungo Pneumocystis jirovecii (antes referido
como Pneumocystis carinii) € uma infeccdo oportunista causadora de pneumonia grave em
individuos com o sistema imunoldgico comprometido pela infeccdo por HIV, por transplantes,
doencas malignas, doencas do tecido conjuntivo!®®, Este fungo € oportunista, colonizador
especifico de seres humanos, onde a transmissao ocorre de pessoa para pessoa, podendo ser
transmitido de uma pessoa saudavel e colonizada ou por alguém com pneumonia por P. jirovecii.
A colonizacdo e infeccdo é independente do grau do comprometimento do sistema imunoldgico
do hospedeiro, embora continue a ser identificado como o principal causador de pneumonia em
individuos infectados por HIV, no estado avancado da imunodepressdo. AS pessoas
imunocompetentes ou com grau moderado de imunodeficiéncia de qualquer origem,
desempenham um papel essencial na transmissao intermitente de P.jirovecii pois sdo reservatério

do agente infecioso?*2L,
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1.1.1 Epidemiologia

No inicio da epidemia do HIV/AIDS, a PCP (pneumonia causada por P.jiroveci) foi
reconhecida como a doenca definidora da AIDS nos paises industrializados. Nos Estados Unidos
da America, a PCP foi responsavel por mais de 20.000 novos casos da AIDS por ano entre 1990 e
1993. Na Europa, em 2008, a PCP foi a principal doenca indicadora da AIDS, responsavel pelo
diagnostico de cerca de 16.4% de casos nos adultos e adolescentes??. Nos paises industrializados,
com a introducdo da TARVc e da quimioprofilaxia com Trimetoprim-Sulfametoxazol (TMP-
SMZ) para o PCP, a ocorréncia desta doenga reduziu substancialmente. Apesar deste avanco e por
razdes ndo totalmente esclarecidas, a PCP continua a ser uma doenga bastante comum em
individuos infectados por HIV1®2223,

Na regido Subsahariana, pensava-se que a PCP ocorresse com baixa frequéncia em
infectados por HIV. Na origem da baixa notificacdo da PCP, varios factores foram sugeridos.
Dentre eles os seguintes: a especulacdo segundo a qual a morte precoce ndo permitia que doentes
africanos infectados por HIV atingissem o grau de imunossupressdo que 0s tornasse susceptiveis
de desenvolverem a PCP; a utilizacao de técnicas de diagndsticos menos sensiveis; falta de pessoal
de laboratério devidamente qualificado; ocorréncia de estirpes menos virulentas; variacao sazonal
2122 Na populagdo pediatrica Africana foram reportadas uma prevaléncia de PCP ao redor dos
51%. Em adultos e dependendo do método de deteccdo aplicado os dados variam de 43% na
Africa do Sul, 39% em Uganda e 33% no Zimbabwe . Em Mocambique, foi documentada uma
prevaléncia de 19% em doentes admitidos no Hospital Central de Maputo (comunicacdo oral, Dr.2
Elisabete Nunes, 2013). Posteriormente, foi comprovada elevada mortalidade atribuida & PCP em
infectados por HIV. Esta varia entre 14 e 44% em criancas e 9 a 14% em adultos 12324,

Em varios paises africanos, devido a escassez de meios auxiliares de diagnostico e de
pessoal de laboratorio devidamente treinado, o diagndstico da PCP é principalmente empirico,
baseando-se nos dados clinicos e achados radioldgicos. Por conseguinte, 0s doentes sdo tratados
com TMP-SMZ (Trimetoprim-sulfametoxazol) sem confirmagdo laboratorial, num contexto em
que o farmaco € extensivamente usado no tratamento de outras patologias infeciosas, facto que

pode levar a emergéncia e disseminacéo de estirpes de P. jirovecii resistentes a0 TMP-SMZ 2°%,
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1.1.2 Manifestagdes Clinicas

Os principais achados ao exame fisico incluem taquipneia, taquicardia e ausculta pulmonar
normal ou com estertores finos (ou crepitantes) ao final da expiracdo. Sibilos, sinais de
condensacdo pulmonar ou derrame pleural sdo raramente encontrados. O exame fisico é normal
em até 50% dos casos %2124,

O achado radiografico mais tipico de PCP ¢é o infiltrado intersticial peri-hilar e simétrico.
Pneumatoceles e pneumotdrax também podem ser observados, infiltrados apicais bilaterais sao
apresentagdes comuns de PCP em pacientes em uso de pentamidina inalatéria profilatica. Ressalta-
se que a radiografia de térax pode ser normal em até um quarto dos casos de PCP, nessa situac¢éo,

a TC (tomografia computorizada) pode revelar atenuagao pulmonar em vidro fosco %2124,

1.1.3 Diagnostico

N&o héa caracteristicas clinicas ou imagem radiolégica especificas de PCP, sendo seu
diagnostico geralmente presuntivo, baseado em dados clinicos, laboratoriais e de imagem
compativeis. Existe uma lista de achados sugestivos de PCP, como consta na Tabela 1, no entanto,
o diagnostico definitivo é realizado pela identificacdo do agente por meio das colora¢des de azul
de toluidina, Grocott, Giemsa ou técnica de imunofluorescéncia a partir de espécimes

respiratorios, podendo também se usar testes moleculares 2.

Tabela 1. Achados sugestivos de Pneumonia por Pneumocystis jirovecii (PCP)

1. Contagem de LT-CD4+ < 200 células/mm? ou sinais clinicos de imunodepressio
grave, como candidiase oral,

2. Dispneia progressiva aos esforgos;

3. Presenca de febre, taquipneia ou taquicardia ao exame fisico;

4. Radiografia de térax normal ou infiltrado pulmonar difuso, peri-hilar, simétrico;

5. Desidrogenase latica (DHL) sérica elevada;

6. Hipoxémia em repouso ou apos esforco;

7. Auséncia de uso ou utilizagdo irregular de quimioprofilaxia para PCP.
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A pesquisa directa do agente oportunista em amostras de escarro espontaneo ou induzido
por coloragdes convencionais e técnicas de imunofluorescéncia directa (IFD) geralmente é pouco
sensivel para PCP?L. Contudo o diagndstico molecular da PCP se déa directamente pela deteccéo
do DNA do agente em amostras clinicas, mesmo que a sua presenca seja muito reduzida. Ha que
se ter cuidado na interpretacdo destes resultados, pois o ser positivo ndo significa directamente
existéncia da doenca, pois pode ser que 0 microrganismo encontre-se na forma latente. Entretanto,
ndo se deve descartar este resultado, visto que o agente pode provocar processos inflamatorios que
podem comprometer os pulmdes, bem como, encontrar condi¢des favoraveis para sua proliferacao
e proliferar 122,

Um dos meios muito importantes no diagnostico sdao os achados radiol6égicos, como a
observacdo de nodulos. Infiltrado intersticial ou nodular, porém ndo ajuda na confirmacéo do
agente patogénico, embora um procedimento mais agressivo as amostras bioldgicas obtidas por
broncoscopia com lavado broncoalveolar e bidpsia pulmonar transbrénquica elevam a precisdo do

diagnostico etioldgico 2% 2,

1.1.4 Tratamento

A escolha do regime terapéutico € guiada pela gravidade clinica do paciente, segundo a

classificacdo da pneumonia; em leve a moderada ou moderada a grave??223,

Pneumonia leve a moderada (PaO2 > 70 mmHg)

Os regimes indicados incluem medicacdes administrada preferencialmente por via oral. A
primeira escolha é sulfametoxazol combinado com trimetoprima, com 15-20 mg por dia, por via
oral a cada seis ou 8 horas por 21 dias. O regime alternativo para casos de intolerancia ha
sulfamidas é clindamicina 300 mg oral a cada seis horas adicionando primaquina 15-30 mg oral

uma vez ao dia por 21 dias???,

Pneumonia moderada a grave (PaO2 <70 mmHgQ)
Recomendam-se esquemas administrados preferencialmente por via endovenosa, a

mudanca de via de administracdo de endovenosa para oral deve ser realizada quando ocorrer
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melhora clinica. O regime de escolha é a associa¢do de sulfametoxazol mais trimetoprima (5
mg/kg de trimetoprima) endovenosa a cada seis ou oito horas. O tempo total de tratamento é de 21
dias. Clindamicina 600 mg endovenosa a cada seis ou oito horas, mais primaquina 15-30 mg oral

uma vez ao dia®?%,

1.2 Histoplasmose

A histoplasmose é uma micose sistémica causada pelo fungo dimorfico Histoplasma
capsulatum, que é um fungo eucariota pertencente ao reino Fungi e que encontra-se no filo
Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Onygenales, familia Onygenacea, género Histoplasma
(Ajellomyces)?®. A espécie Histoplasma capsulatum engloba trés variedades distintas: H.
capsulatum var. capsulatum, agente da histoplasmose capsulata ou cléssica, H.capsulatum var.
duboisii, agente da histoplasmose africana e H. capsulatum var. farciminosum, agente etioldgico
da linfangite epizodtica dos equinos %, A variedade de H. capsulatum pode ser diferente de
acordo com o local estudado. Duas variedades de H. capsulatum séo patogénicas para o homem:
H. capsulatum var. capsulatum, com distribuicdo cosmopolita, porém mais descrita no continente
americano e H. capsulatum var. duboisii, encontrado no continente africano, esta distribui¢éo esta
associada a diversos factores, confirmando a ideia de que o clima moderado, a humidade e as
caracteristicas do solo colaboram para caracterizar como area endémica de Histoplasma?®.

H. capsulatum é um fungo saprdéfito do solo, que cresce na forma miceliar a temperatura
de 25°C, em associacdo com solos Umidos contendo elevados teores de nitrogénio. O fungo tem
sido encontrado em dejectos de aves e morcegos, cavernas, arvores ocas, construcdes antigas e
sotdos, sendo estes, fontes importantes de infeccédo e, apds demolicdo de prédios e o revolvimento
do solo contaminado proporciona contato com propagulos infectantes pelo transporte pelo ar
62739 por ser um fungo dimdrfico, em parasitismo se converte a como levedura 0 mesmo
ocorrendo quando cultivados a 37°C. Em temperaturas inferiores a 35°C, H. capsulatum se
apresenta como colonias brancas a acastanhadas, algodonosas, microscopicamente caracterizado
por hifas hialinas, septadas, ramificadas e de morfologia tipica representada por macroconidios,
medindo de oito a 16um de diametro, geralmente esféricos, inicialmente de parede lisa,

desenvolvendo com o envelhecimento da col6nia, em projecdes semelhantes a tubérculos, e ainda
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microconidios ovais com didmetros de dois a cinco micrometros, de paredes lisas 28292, Estes
ultimos sdo as particulas infectantes deste fungo para os homens e animais susceptiveis.

Em parasitismo, ou a partir de espécimes clinicos cultivados a 37°C em meios de cultura
apropriados, H. capsulatum se apresenta como col6nias de aspecto umido, lisa e de coloracao
branco-amarelada. Microscopicamente, se mostra como pequenas leveduras, medindo de dois a

quatro micrometros de didmetro, esféricas ou ovais, de paredes finas e unibrotantes 228,

1.2.1 Epidemiologia

A histoplasmose tem uma ampla distribuicdo geografica (Fig. 1), tendo-se detectado casos
em mais de 60 paises, no entanto, apresenta nitido predominio nas Américas, leste da Asia e
Oceania e na Africa Subsaariana. Nas Américas, estende-se desde o sul do Canad4 até as regides
centrais da Argentina. As zonas endémicas mais importantes se situam nos vales do Rio Mississipi,
Missouri e Ohio na América do Norte; na Bacia do Rio Prata e na Serra do Mar na Ameérica do
Sul. Na Europa, tém sido descritos poucos casos autoctones 2229

A maior parte do conhecimento sobre histoplasmose veio de relatos de epidemias
resultantes da exposi¢do de um certo numero de individuos a uma mesma fonte de infec¢do, sendo
mais facilmente reconhecidas por afectarem um grupo de pessoas ao mesmo tempo, que
trabalhavam em construcdo e caca ®*°. Em uma pequena cidade de Indianapolis, EUA, ocorreu
uma das maiores epidemias de histoplasmose, logo ap6s desmatamento de um bosque 6. O vento
levou a poeira a predios vizinhos resultando em 120.000 pessoas presumivelmente infectadas, 488
casos da doenga e 60 casos fatais ou com histoplasmose muito grave >+ 2831,

Em um estudo realizado numa regido do Panam4, de 1997 a 2003, dos 2.379 pacientes
admitidos na enfermaria de AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) do hospital em
estudo, a histoplasmose representou 7,65% das admissdes, ou seja, 182 pacientes com HIV ou
AIDS apresentaram cultura positiva para H. capsulatum ", Em um estudo realizado em Buenos
Aires, Argentina no ano de 1994, 44 pacientes foram internados com histoplasmose, dentre os
quais; 36 em associagdo com AIDS®23, No Brasil algumas regides sdo endémicas para
histoplasmose, havendo regides com positividades em testes intradérmicos com histoplasmina em

cerca de 98% da populacéo " 2% 272832 Em relacio a Africa, ha relatos de casos de histoplasmose
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na Africa do sul, Zimbabwe, Burkina Fasso, Camardes, Uganda e Tanz&nia em pacientes

imunocomprometidos pelo virus de HIV  7/18.3234
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Figura 1. Distribuicdo geogréfica de H. capsulatum

Legenda: var. capsulatum (violeta) e duboisii, reas sobrepostas (violeta + sombreado).Os circulos indicam o nimero
de casos publicados de histoplasmose associada a AIDS. A maioria dos casos de pacientes positivos oriundos de africa
tem sédo diagnosticados fora do continente Africano (adaptado de Wheat et al., 2016) %7

1.2.2 Contagio e Patogenia

Este fungo tem habitat no solo, podendo permanecer viavel por tempo prolongado, tendo
como outro reservatorio os morcegos (considerados portadores crénicos), pois sdo encontrados nas
fezes das aves e morcegos um 6timo meio de crescimento. O contagio por este fungo se da através
da inalacdo de conideos, desenvolvendo-se a primeira infec¢do no pulméo (Fig.2). Na maioria dos
individuos, esta infeccéo € benigna, passando despercebida ou com sintomas semelhantes a uma
gripe, do tipo resfriado comum principalmente em individuos imunocompetentes 3. Como
sequelas, podem ficar calcificagdes residuais nodulares no pulméo, semelhante ao que ocorre na
tuberculose. Alguns individuos principalmente pessoas com idades extremas (menores de 1 ano e
maiores de 60 anos de idade), pessoas com deficiéncia imune que estdo em tratamento com
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corticoides, leucémicos, transplantados, pacientes que estdo fazendo quimioterapia ou pacientes
com AIDS, podem apresentar a forma disseminada da infeccao 2. Existem fatores que influenciam
na preservacao e evolucdo da doenca como a quantidade de esporos inalados e o estado imune do
hospedeiro. A grande maioria das infeccbes € assintomatica, por afectarem individuos
imunocompetentes e com pouca exposicdo ao fungo 832, Os conidios inalados, chegam aos
pulmdes e estimulam uma resposta inflamatéria no hospedeiro, porém, para evitar a accdo dos

fagocitos e permanecer no ambiente intracelular, eles adoptam varios mecanismos de defesa %°.

Figura 2. Ciclo bioldgico de Histoplasma capsulatum
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Legenda: (A) Solo enriquecido com guano de aves e morcegos, meio favoravel para o desenvolvimento dos fungos,

(B) Poeira levanta os conideos para o ar. (C) Inalagdo de microconideos infectantes presentes na poeira (adaptado) °

Resposta do hospedeiro para accdo dos conidios:

« Os conidios entram pelas vias aéreas, onde o primeiro mecanismo de accao sao as barreiras
fisicas ou mecanicas (retencéo pelos cilios do epitélio respiratorio, liberacdo de muco nasal
e reflexo de tosse), mais devido ao tamanho, e alguns deficiéncia neste mecanismo
(imunocomprometimento do hospedeiro) os propagulos podem chegar aos alvéolos, onde
ha activacéo da defesa celular 27%,

« Pela deficiéncia na producdo e funcdo neste mecanismo de defesa celular pelo

imunocomprometimento pelo HIV, os propagulos ndo sdo contidos pelas barreiras
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Mecanicas e chagam aos pulmdes onde entre 12 a 15h germinam e formam estruturas
leveduriformes 27,
Porém, os fungos possuem PAMPs (padres moleculares associados aos patdgenos) presentes na
superficie, para o caso da Histoplasma, o PAMP e a B-glucano, que quando reconhecidos pelos
receptores padrdes de reconhecimento (PRR) activam a resposta imune inata. Como forma de
evitar o reconhecimento antigénico da B-glucano pelas células do sistema imune, o H. capsulatum

produz uma segunda camada, a é-p1,3 glucano tal como mostra a Figura 3.

Figura 3. Padr6es moleculares associados aos patdégenos Histoplasma capsulatum
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Legenda: A figura ilustra os padr6es moleculares associados aos patdgenos de Histoplasma capsulatum , na ligagéo

com a 1.3-glucanat®.

1.2.3 Manifestaces clinicas

A histoplasmose pode ficar restrita aos pulmdes ou ocorrer a disseminacdo para 0S
linfonodos mediastinais e todo o sistema fagocitico-mononuclear, acometendo varios érgdos como
baco e medula Gssea. Formas progressivas e disseminadas da histoplasmose, assim como a
gravidade das manifestacfes clinicas, em geral, sdo decorrentes da reactivacdo fungica quando

existem falhas da imunidade celular ou dos mecanismos de fagocitose e lise dos macrofagos .

Histoplasmose pulmonar aguda
No entanto, infeccdo pulmonar aguda grave também pode ocorrer quando um individuo €

exposto a um grande indculo de H. capsulatum. Os casos sintomaticos desta micose, em
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individuos imunocompetentes, apresentam-se comumente como infecg¢fes autolimitadas do trato
respiratério. A inalagdo abundante de conidios de H. capsulatum leva ao surgimento de uma forma
pulmonar aguda, em geral, ap6s duas a trés semanas da exposic¢ao ao fungo. Nesta forma clinica
os sintomas podem ser identificados de 85,0 a 100% dos casos, nos quais se constata febre,
calafrios, mialgia, anorexia, tosse, dispneia, cefaleia, e dor toracica. Entretanto, todos estes
sintomas séo inespecificos, e portanto, podem ser comumente observados em outras doengas!!=3,
Na maioria dos casos, esta forma clinica tende a regredir sem tratamento especifico em duas a
quatro semanas "*°. A histoplasmose pulmonar aguda é observada em casos isolados ou sob a
forma de surtos epidémicos, em pessoas que realizam actividades recreativas ou laborais, em locais

onde ha micronichos do fungo .

Histoplasmose pulmonar cronica

Em individuos com lesdes pulmonares pré-existentes, como enfisema centrolobular ou
bolhoso, ou defeitos anatdmicos estruturais, a histoplasmose pode ocorrer sob a forma pulmonar
cronica. Neste caso, a histoplasmose apresenta caracteristicas extremamente similares a
tuberculose, com formacéo de granulomas e acometimento da regido apical-posterior dos pulmdes,
ja que estas lesbes pulmonares favorecem a instalacdo do foco inicial da doenca. Esta forma, em
geral, ataca individuos com mais de 50 anos de idade, tabagistas e portadores de doenca pulmonar

obstrutiva crénical®3,

Histoplasmose disseminada

A forma disseminada da histoplasmose ocorre principalmente em pessoas
imunodepremidas, como em pacientes com neoplasias hematoldgicas (leucemias e linfomas),
transplantados, em uso prolongado de corticosteroides e individuos com AIDS. Entretanto, cerca
de 20,0% dos casos ocorrem em pessoas saudaveis que foram expostas a um indculo macico. Esta
é uma forma clinica definida pela presenca de foco extrapulmonar e extraganglionar de curso
progressivo %0, Febre persistente, perda de peso e esplenomegalia sdo os achados clinicos mais
frequentes na histoplasmose disseminda. Outros sinais e sintomas que podem ser observados
incluem adenopatias, hepatoesplenomegalia, tosse, adinamia e sudorese 7. Em geral, observa-se
infiltrado pulmonar intersticial a radiografia de torax, e pancitopenia ao hemograma °. A

ocorréncia de manifestaces cutaneas em areas nao endémicas pode ser menor que 1,0%, no
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entanto, existem estudos que mostram que manifestages cutaneas de histoplasmose disseminada
ocorrem com maior frequéncia em pacientes com AIDS &719, Pacientes com infeccdo mista (AIDS
e histoplasmose), procedentes da Ameérica do Sul, especialmente do Brasil, apresentam alguma
lesdo de pele, em até 80,0% dos casos %2735,

A imunodepressdo grave em decorréncia da HIV predispde a disseminacgao extrapulmonar
da histoplasmose, principalmente em individuos com linfocitos T CD4+ menor que 200
células/mma3, apresentando-se com manifestacfes graves, rapidamente progressivas e fatais, em
até 30% dos casos. Em geral, ocorre disseminacdo fungica para varios orgaos e tecidos, o que
requer agilidade no diagndstico e tratamento da histoplasmose >?"% Vale ressaltar que em
hospedeiros imunodeprimidos, mesmo cepas consideradas de baixa viruléncia, semelhantes a cepa
"Downs", tornam-se virulentas, causando a histoplasmose disseminada 2. Isso ocorre, devido a
reativacdo enddgena de focos quiescentes de fungos viaveis encontrados dentro de granulomas.
Com isso, quando ha uma queda da imunidade celular, infeccdes disseminadas ocorrem por
reativacdo da infecco latente de H. capsulatum, mesmo muitos anos apds a infecgéo primaria 2.

Endocardite, infeccdo vascular e infeccdo de sistema nervoso central (SNC) por H.
capsulatum também sdo descritas de forma isolada, entretanto, sdo formas clinicas menos comuns
desta micose 12735 Pacientes com histoplasmose disseminada podem apresentar
comprometimento do SNC em até 20,0% dos casos. Complicagdes como mediastinite, pericardite,
broncolitiase e envolvimento pleural podem ocorrer em pacientes com histoplasmose pulmonar.
Fibrose mediastinica € uma complicacdo grave e frequentemente letal, porém observa-se

raramente em individuos que apresentaram a forma pulmonar aguda da histoplasmose *°.

1.2.4 Diagnostico

O diagnostico da histoplasmose baseia-se nos aspectos clinicos, laboratoriais, radiologicos
e epidemioldgicos, uma vez que sua sintomatologia € inespecifica, facto que pode gerar um
diagndstico equivocado. Com isso, é facil compreendermos a necesaidsde de métodos diagnosticos
especificos, mantendo as evidéncias clinicas como suporte e guia para os demais diagnosticos **
11,49.

Para um diagnostico correcto, cabe destacar a técnica exacta, que deve basear-se no estado

de saude do paciente e se este apresenta historico de permanéncia em pais endémico. Também &
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necessaria a obtencdo de uma amostra adequada, principalmente respiratoria, e a puncdo ou
aspiracdo de medula 6ssea. A abordagem diagnostica varia, em parte, com a sindrome clinica em
consideracdo. Contudo, o diagndstico definitivo de histoplasmose deve ser confirmado através de
exames laboratoriais que vao desde a observacio directa, cultura e exames moleculares® °,

A observacdo directa encontra-se dividida em 3 grupos, sendo o primeiro em que as
preparacOes sdo a fresco adicionadas com KOH ou soro fisioldgico, o segundo grupo consiste na
utilizacdo de corantes como azul de Lactofenol, tinta-da-china, calcofltor, e a terceira consiste na
fixacdo por chama para coloracdo técnica de Gram, Giemsa e Ziehl permite um diagnostico
presuntivo e rapido, porem estes exames tem sensibilidades reduzidas quando comparadas com 0s
outros métodos diagndsticos, e ndo permite a identificagdo da espécies flngicas em questdo, face
as semelhancas existentes entre eles, porem, quando associado ao exame cultura permite o
aumento da sua sensibilidade e reduz os resultados falsos positivos 102°%,

A cultura pode ser feita a partir de varios productos bioldgicos, e a incubacéo priméaria tem
sido 35°C, porem isso varia de acordo com o tipo de fungo, e podendo ser de 2 a 20 dias *°. As

técnicas moleculares sdo mais sensiveis e especificas para o diagnostico fungico.

1.2.5 Tratamento

A histoplasmose geralmente é uma infeccdo benigna e autolimitada. Os casos de regressao
espontanea ndo necessitam de tratamento especifico, sendo repouso e observacdo clinica as
medidas mais eficazes. O cetoconazol constitui o tratamento utilizado para infeccdo leve ou
moderada. Na doenca disseminada, o tratamento sistémico com anfotericina B é quase sempre
curativo, embora alguns pacientes possam necessitar de tratamento prolongado e de monitorizacéo,
devido a ocorréncia de recidivas. Tipicamente, os pacientes com AIDS sofrem recidiva apesar da
terapia, que seria curativa em outros individuos. Por consequéncia os pacientes com AIDS
necessitam de terapia de manutencdo com cetoconazol por via oral ou com anfotericina B

semanalmente 42°,
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1.3 Mecanismo de accdo dos antifungicos usados no tratamento de infecgfes flingicas
1.3.1 Anfotericina B

A anfotericina B foi descoberta, em 1955, por Gold e colaboradores, quando investigavam
uma estirpe de Streptomyces nodosus, 0 seu carater anfotérico, que Ihe d& o nome, depende da
existéncia de um grande anel lactamico com uma cadeia lipofilica rigida contendo sete ligagdes
duplas conjugadas, e uma porcéo hidrofilica, a sua actividade a nivel da célula fungica depende da
sua ligacdo a ergosterol, o principal esterol da membrana celular fingica®!. O esterol é utilizado
principalmente para manter a estrutura e a fungéo da membrana plasmaética, nos fungos, isso e feito
pelo ergoesterol, enquanto nos humanos pelo colesterol. Quando a anfotericina B se liga a
ergosterol, formam-se canais i6nicos na membrana celular que destroem a integridade osmotica

da membrana celular fangica e levam a perda dos constituintes intracelulares e a morte celular
1,28,53

1.3.2 Derivados azois

Os derivados de azdis incluem dois grandes grupos: os imidazdis e os triazdis, que
partilham o mesmo mecanismo de accdo e tém um espetro antifingico semelhante. Os triazois
distinguem-se dos imidazdis por terem trés atomos de azoto no anel azol. Os triazdis sdo moléculas
mais recentes, apenas para uso sistémico e incluem o itraconazol, o fluconazol, voriconazol e o
posaconazol®*. Eles actuam inibindo a producio da enzima 14-o-demetilase do lanosterol, uma
enzima ligada ao citocromo p450, envolvida na conversdo do lanosterol em ergosterol. Desta
forma, os Azois inibem a sintese de ergosterol da membrana celular fungica, impedindo sua na

célula fangica (fungistatico) ou na morte celular (fungicida) tal como mostra a figura 4 2.3,

1.3.3 Equinocandinas

As equinocandinas sao a classe de antifingicos mais recentes e constituem um importante
avanco na terapéutica antifingica. Pertencem a esta classe a caspofungina, a micafungina, a
anidulafungina e outros analogos ainda em fase de investigacdo. Atuam sobre o complexo
enzimatico da parede fungica, p-1,3-D-glicano sintetase e seus precursores, inibindo sua sintese,

danificando a parede celular e tendo assim, uma acc¢éo fungicida por lise osmética, isto porque o
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B-1,3-D-glicano é exclusivo da parede celular fungica, esta classe de agentes é seletiva em sua
toxicidade, figura 4 12853,

Figura 4. Estrutura da célula fungica e locais de accdo dos antifungicos. Retirada do site

http://gsdl.bvs.sld.cu/greenstone/collect enfermeria/index/assoc/HASHc011.dir/fig01a09.png
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Legenda: I. Local de accédo da anfotericina B; Il. Derivados de azois; I11. Equinocandinas
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2. JUSTIFICATIVA

As infeccdes fungicas tem sido uma grande ameaca nas Ultimas décadas para a populagédo
em geral, e especialmente para os individuos com comprometimento do seu sistema imune, onde
a deteccdo de patdgenos circulantes numa determinada regido ou comunidade, e 0 conhecimento
de suas caracteristicas sdo de fundamental importancia para desenvolver estratégias de tratamento,
prevencdo e controle da doenga, possibilitando assim a prevencdo de surtos graves antes mesmo
que estes se estabelecam*3”:3, Nos ultimos anos, vem sendo observada uma disseminacio global
de certas variantes epidémicas de microrganismos. Essa disseminacao é frequentemente associada
a uma maior viruléncia (vantagem adaptativa) ou a emergéncia de novas caracteristicas de
resisténcia a drogas, envolvendo invariavelmente um aumento da morbidade e mortalidade pelas
doencas associadas 3*%,

A pneumocistose (PCP) tem sido as causas de infecgdo em pacientes com AIDS, e tem
merecido especial aten¢do para o seu diagnéstico, embora sua incidéncia em paises desenvolvidos
tenha declinado, resultante da profilaxia e terapia antirretroviral inclusiva, situacdo esta ndo
existente em paises em via de desenvolvimento, onde ainda encontramos uma baixa cobertura no
TARVC, além disso, o uso indiscriminado de cotrimoxazol em pacientes infectados com HIV pode
levar a um aumento na resisténcia a P. jirovecii a este farmaco3¢4°,

N&o obstante a isso, existem dados que apontam na populacdo africana para uma
prevaléncia em torno de 51%, de pneumonias causados por Pneumocystis??23, e em particular em
Mocgambique, onde em estudos prévios a prevaléncia foi de 19% (dados ndo publicados), ndo
existindo estudos posteriores sobre a prevaléncia actual de PCP, nem sobre a Histoplasmose no
pais, diferente do demonstrado em pacientes imunocomprometidos pelo HIV na Africa do Sul,
Zimbabwe, Uganda e Tanzénia 17?>%, paises estes que fazem fronteira com Mogambique, com
livre acesso entre os moradores das mais diferentes localidades. Este poderia ser considerado um
fator de risco para a aquisicdo de P. jirovecii ja que o cantagio se da por pessoa-pessoa. Também,
as semelhancas climaticas e geograficas entre os paises relacionados acima falam a favor da
presenca de H. capsulatum em nosso pais, e consequentemente a ocorréncia de infeccao por este
fungo em hospedeiros suscetiveis, entre eles seres humanos.

Por outro lado a histoplasmose tem apresentado grande relevancia nos ultimos anos,

principalmente pela baixa de imunidade da popula¢do bem como por sua alta taxa de morbidade e
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mortalidade. O seu diagndéstico ainda apresenta limitacGes, uma vez que a identificacdo do fungo
através de exames diretos em material bioloégico é praticamente inviavel, e os testes soroldgicos
apresentam taxas relativamente altas de resultados falsos negativos, além de necessitarem
sensibilizacéo prévia do sistema imunoldgico do individuo e uma resposta imune adequada. Nesse
contexto, ndo devemos deixar de lado o facto de que no nosso pais, 0 niUmero de pacientes com
HIV e AIDS tende a aumentar condicionando a existéncia da PCP e das infecgOes por
Histoplasmose, 0 que comprometeria o aobejcetivo da OMS para concretizacdo dos 90-90-90. E
gue mesmo conseguido o alcance dos 90-90-90, ajudaria em casos de falha terapéutica a controlar
as patologias oportunistas. Esta existéncia é corroborada pela informacgéo de um estudo secundario
retrospectivo ndo publicado, realizado no laboratério de Anatomia Patoldgica, por Abdimingo
(comunicacdo pessoal), que revelou a presenca de fungos por métodos histopatoldgicos (sem
distincdo da espécie) em pulmdes dos pacientes HIV positivos em autopsias.

Métodos usados rotineiramente baseados no cultivo dos agentes etioldgicos destas
infecgBes apresentam limitagGes nos seus procedimentos. Vérias técnicas moleculares tém sido
aplicadas a epidemiologia e diagndstico das infec¢des fangicas, bem como na taxonomia de seus
agentes etioldgicos.

A introducdo da PCR para diagnésticos microbiolégicos passou a ser uma valiosa
alternativa aos métodos tradicionais, no que concerne a rapidez, bom limite de deteccdo,
especificidade e potencial para otimizacdo, que sao as maiores vantagens deste método em relacao
as técnicas convencionais**. Ensaios utilizando a nested PCR para o diagnéstico de PCP e
Histoplasmose realizados em diversos paises mostraram resultados bastante satisfatorios, uma vez
que a tecnica apresentam excelente sensibilidade e especificidade 131441,

Devido a auséncia de estudos sobre PCP e Histoplasmose no pais, bem como o crescente
aumento do numero de pessoas sendo diagnosticados HIV positivos, e que ndo se beneficiam do
TARYV que leva a cabo este estudo, para conhecermos a frequéncia destas micoses nos adultos
HIV positivos do HCM.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a ocorréncia da pneumonia por H. capsulatum ou P. jirovecii em doentes
infectados por HIV no Hospital Central de Maputo, Mogambique.

3.2 Objectivos

especificos

v’ Caracterizar demograficamente os pacientes recrutados no Hospital Central de Maputo
v' Determinar a frequéncia da pneumonia por H. capsulatum ou P. jirovecii em pacientes com
AIDS em uma populacao determinada do HCM.

v Determinar a frequéncia de coinfeccdes por H. capsulatum e P. jirovecii.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho e local de estudo

Este € um estudo transversal, realizado no Departamento de Medicina Interna do Hospital
Central de Maputo onde é feito as coletas de amostras e depois enviadas ao laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Medicina da Univeraidsde Eduardo Mondlane (FM-UEM). O
Hospital Central de Maputo esta situado na Cidade de Maputo, Bairro Central, entre as Avenidas
Eduardo Mondlane, Salvador Allende, Tomas Nduda e Agostinho Neto. E um Hospital de nivel
quaternario, o mais diferenciado do pais. Possui uma capacidade de cerca de 1.500 leitos
distribuidos por seis departamentos clinicos e uma unidade de cuidados intensivos, sendo o
departamento de Medicina, onde no qual os pacientes com insuficiéncia respiratoria ou com
suspeita de doenca fungica disseminada sdo internadas. Serve directamente a uma populacéo de
1.684.142 habitantes da cidade de Maputo e Matola.

4.2 Populacdo e amostra do estudo

Neste estudo foram incluidas 50 pacientes, dos quais cada um forneceu uma amostra de
lavado bronquio-alveolar (LBA), totalizadndo 50 amostras colhidas, todos eles
imunocomprometidos pelo HIV, com insuficiéncia respiratdria e suspeita de pneumonias causadas
por fungos indicados pelos médicos pneumologistas nas enfermarias de Medicina Interna e da sub-
especialidade de Pneumologia (Anexo 1 e 2). A escolha do N de 50 amostras foi por conveniéncia.

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

4.3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo, amostras dos pacientes com idade >15 anos, cujo resultado do
teste rapidos Abbott Determine e Unigold fossem positivos, com CD4 <200 células/uL, que

apresente sintomas ou sinais de insuficiéncia respiratoria causado por fungos e os admitidos ao
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Servico de Medicina do HCM para assisténcia médica continuada por apresentar um quadro de

insuficiéncia respiratoria aguda.

4.3.2 Critérios de exclusao

N&o foram incluidos doentes infectados por HIV, internados por pneumonia, que ndo

consentiram em participar no estudo.

4.4 Diagndstico clinico

Para o diagndstico foram utilizados dados clinicos e laboratoriais (Anexo 1,2,3), onde para
o diagnostico clinico presuntivo, foram consideradas a historia clinica-epidemioldgica compativel
com pneumocistose e histoplasmose segundo os requisitos propostos no critério de classificacao
de histoplasmose baseado no consenso europeu EORT/MSG.
Para a presuncdo de PCP utilizamos como diagnostico a juncdo de todos os dados clinicos e
laboratoriais. Foi utilizado como critério clinico de classificacdo um sistema de pontuacao
indicativo da probabilidade de um paciente ter PCP ou ndo baseado no sistema proposto por Smith
(anexo 7).

4.5 Coleta de amostra pulmonar e procedimentos para o diagndstico laboratorial

45.1 Procedimentos para coleta de amostras biol6gicas
Para os pacientes que reuniam os critérios de inclusao e que aceitaram participar no estudo
mediante a assinatura de termo de consentimento informado e esclarecido e dos consentimentos
necessario para exames laboratoriais (Anexo2,3,4, 5), foi coletada uma amostra de 10 ml do LBA
adicional para esse estudo; além das destinadas a rotina para pacientes com insuficiéncia
respiratoria submetidos a fibro-broncoscopias nos Exames Especializados do HCM. Estas
amostras foram enviadas ao Laboratério de Microbiologia da FM-UEM (em colman com gelo

seco) onde foram estocadas em congelador a -20°C para posterior realizagdo dos exames de
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observacdo directa pelo Gram e Gimsa, técnicas histopatologicas (200ul) e testes moleculares
(200pl) pela reacdo em cadeia de polimerase aninhada (nested PCR).

4.5.2 Observacao Directa
A observacédo directa foi com baseada nos protocolos tradicionais usando a técnica de
coloracdo de Gram e Gimsa associado a técnica de Grocott.

4.5.2.1 Técnica de Gram

Este método foi descoberto por Christian Joachim, para coloracdo de bactérias em 1884,
onde se conseguiu separa-las a partir da coloracdo apresentadas apds o tratamento com certos
agentes quimicos. O método consiste no tratamento sucessivo de um esfregaco de espécime
clinico, fixado pelo calor, com os reagentes cristal violeta, lugol, etanol-acetona e fuscina basica.
Ap0s a coloracdo e sucessivas lavagens, as que adquiriram a coloracéo azul violeta sdo chamadas
gram-positivas e a que apresentarem a cor vermelha sdo gram-negativas. Os fungos séo gram-
positivos, portanto espera-se que tomem a cor azul violeta ou violeta escuro, o que se consideraria

positivo este resultado*?,

4.5.2.2 Técnica de Giemsa
Esta técnica consiste na fixacdo do LBA pelo alcool metilico, coberto pelo corante de
Giemsa (preparado na hora, misturando 1 ou 2 gotas de solucdo de Giemsa para 1 gota de agua
destilada) durante 20 a 30 minutos, e secagem a temperatura ambiente. Posteriormente, examinar

directamente sob lente de imersao.

4.5.2.3 Método de Grocott (Impregnacéo pela Prata-Metanamina)

Todas amostras foram tratadas previamente e fixadas em cell block (etanol 100%,
formaldeido e &cido acético), em seguida fixadas em laminas de microscopia com alcool a 95%, e
imersas em &cido cromico por 10 minutos (para promover a oxidacéo das estruturas celulares), e
lavadas com agua filtrada. Em seguida as laminas fixadas foram cobertas com metabissulfito de
sodio a 1%, com vista a retirada dos excessos do acido cromico e posteriormente lavadas
novamente a agua corrente filtrada. Em seguida as laminas foram entdo banhadas em solucéo de

nitrato de prata-metenamina 50%, aquecida a 90°C, lavadas com agua destilada e cobertas com
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hipossulfito de sédio PA por 1 minuto (para acentuar a fixacdo da prata pelos fungos). As laminas
foram posteriormente contra coradas com corante verde luz durante 3 minutos (para criar um
contraste de cor com a prata) onde o fundo ficaria esverdeado e as estruturas celulares acastanhadas
ou preto claro, e clareadas com diversas concentracdes de etanol (70% e 95%), xilol e montadas

usando Balsamo do Canada e observadas ao microscépio 6ptico com a objectiva de 400 Xx.

4.5.3 Deteccdo por Métodos Moleculares
4.5.3.1 Extracdo de DNA das Amostras de LBA (Anexo 6)

Para a extracdo do DNA foi usado o kit comercial QlAamp DNA mini kit da QIAGEN,
seguindo as recomendac@es do fabricante, cujo o protocolo se apresenta no Anexo 8. Para tanto,
em 200ul de amostra de LBA foram realizadas 5 etapas: a lise celular com tampao, precipitacédo e
degeneracdo de proteinas inibidoras da PCR bem como a concentracdo do DNA pela proteinase
K, absorcdo do DNA em colunas de silica, lavagens para eliminagdo de residuos contaminantes
com tampdes AW1 e 2, eluicdo do acido nucleico através do tampdo de eluicdo AE constituido
por ImM Tris-HCL, O,5 Mm EDTA e ph 9,0.

4.5.3.2 PCR para p-globina Humana

Para analisar a hipotese de um possivel inibidor de reacdo presente nas amostras a serem
analisadas, foi realizada uma PCR direcionada para o gene constitutivo que codifica a B-globina
humana. O resultado esperado é a presenca de positividade em todas as amostras analisadas por se
tratar de material humano. A ndo ocorréncia de amplificacdo caracterizaria a presenca de inibidores

na reacao da PCR como mostra a

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados na PCR para detec¢édo da regido parcial do gene

da B-globina humana.
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Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados na PCR para detecgdo da regido parcial do gene da f3-

globina humana.

PCR  primer Sequéncia Deteccdo
Direta BglobF  5’-GCAAGAAAGTGCTCGGTGC-3"  B-globina
BglobR  5’-CACTCAGTGTGGCAAAGGTG-3’

4.5.3.3 PCR aninhada (nested PCR)

A PCR aninhada (nested PCR) ¢ definida por usar duas reac¢des com dois pares de primers
distintos, sendo um externo (primeira reac¢ao) e outro interno (segunda reaccao), desenhados para
uma sequéncia previamente definida dentro da primeira amplificacdo visando aumentar a
especificidade e a sensibilidade da técnica. A primeira reac¢do usa 0 DNA como molde, e a
segunda usa o amplicom da primeira reac¢do, de modo a amplificar ainda mais a regido alvo. As
amplificacdes foram realizadas em iCycler Thermal Cycler-BIO RAD / Dual-Block. Os tipos de
PCR, o gene-alvo, os iniciadores (primers) e as condi¢cdes de amplificacdo para cada sistema
utilizado encontra-se descrito na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.3 e 4 utilizando Taq

NA polimerase (Applied Biosystems).
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Tabela 3. Primers utilizados para amplificar a sequéncia do gene mtLSrRNA de P. jirovecii, e

predicta 100kDa de H. capsulatum na nested PCR

Pb

PCR Gene Primer Sequencias 5°-3" . Ref

Histoplasma capsulatum
HCI gcgttccgagcecttccacctcaac 391
HCII atgtcccatcgggcegccgtgtagt
HCIII gagatctagtcgcggccaggttca 210
HCIV aggagagaactgtatcggtggcttg
Pneumocystis jirovecii
pAZ 102-E @ gatggctgtticcaagccca 346

Bialek et

Aninhada 100kDa al, (2002)

pAZ 102-H | gtgtacgttgcaaagtactc Wakefield
pAZ 102-X  gtgaaatacaaatcggactagg 290 etal,(2002)

pAZ 102-Y  tcacttaatattaattggggag

Aninhada | mtLSUrRNA

Tabela 4. CondicGes dos ciclos térmicos aplicadas nas nested PCR

PCR Reacéo Condigoes de amplificacdo Ciclos

10
P, jirovecii

H. capsulatum

Desnaturagédo
Pareamento

Extensao

Desnaturagéo
Pareamento
Extenséo
Desnaturagdo inicial
Desnaturagéo
Pareamento
Extenséo

Extenséo final
Desnaturagdo inicial
Desnaturagéo
Pareamento
Extenséo

Extensdo final

94°c por 1,5 min

60°c por 1,5 min 40
72°c por 2 min

94°c por 1,5 min

61,7°c por 1,5 min 40
72°c por 2 min

94°c por 5 min

94°c por 30s

65°c por 30s 35
72°c por 1 min

72°c por 5 min

94°c por 5 min

95°c por 30s

67°c por 30s 35
72°c por 1 min

72°c por 1 min
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4.5.3.4 Controle de Qualidade

Apos extracdo de DNA o primeiro passo foi descartar a possibilidade de existéncia de
inibidores de reacdo. Uma vez observado positividade para o0 gene constitutivo humano, através
da PCR da B-globina humana, provando a ndo existéncia de inibidores da PCR; as amostras foram
testadas pela nested PCR para ambos os agentes previamente mencionados. Para todas as PCR
realizadas foram incluidos controles positivos e negativos em conjuntos com as amostras testadas.
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5. CONSIDERACOES ETICAS

Este protocolo e outros documentos de suporte (consentimento informado e questionario
de estudo) foram submetidos aos seguintes Comités de Bioética: Comité Institucional de Bioética
em Saudde da Faculdade de Medicina e do HCM e ao Comité Etico do IHMT-UNL e ao Comité
Nacional de Bioética em Salde com aprovagdo n° 168/CNBS/2015 (Anexo 4). Além disso, este
projecto estabeleceu que as informagfes metodoldgicas e os resultados obtidos no mesmo séo
confidenciais, ndo devendo ser repassados a outros laboratdrios ou divulgados publicamente sem
prévia concordancia dos envolvidos no projecto. As informacgdes das pacientes presentes nos
processos somente foram acessadas por médicos envolvidos do HCM. Todos os colaboradores dos
referidos hospitais e do INI assinaram um termo de compromisso assegurando a confidencialidade
das informacdes referentes a utilizacdo dos procedimentos da instituicdo no ambito profissional,
na prestacao do servico e atendimento aos clientes, conforme o Decreto-lei 2848 de 07/09/1940 e
Cadigo Civil Brasileiro Lei 10406 de 10/01/2002. Néo seréo citados nomes, nimeros de processos

ou similares em nenhuma publicagéo.

33|80



6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes

Durante o recrutamento no Hospital Central de Maputo, foi possivel obter 50 amostras,
sendo 26 (52%) provenientes de projeto de pesquisa sobre PCP e 24 (48%) do projeto de Sarcoma
de Kaposi (SK), onde a media das idades foi de 36,38 [IQR: 25-75; onde a idade minima foi de 15
e Méxima de 72 anos] (Tabela 5). A maior parte dos pacientes eram do sexo feminino (60%), na
faixa etaria dos 15 aos 39 anos de idade e 80% dos pacientes sdo ndo fumantes tal como mostra a
Tabela 5. Das amostras do estudo de PCP obtivemos 28 (58%) positivos para H.capsulatum e 18
(36%) para P.jirovecci, enquanto as amostras provenientes do estudo SK teve 30% de

positividades para H.capsulatum e 20% P.jirovecci (Tabela 6).
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes incluidos no estudo (n= 50)

Feminino 30 60
Sexo _

Masculino 20 40
15-31 20 40
Facha Etaria 32-39 18 36
40-72 12 24
Positivo 18 36

Tosse
Negativo 32 64
Positivo 33 66

Febre
Negativo 17 34
Fumante 10 20

Fumo
N fumante 40 80
Em TARV 38 76

TARV
Sem TARV 12 24
) o Com infiltrado 46 92

Infiltrado Intersticial
Sem infiltrado 4 8
) ) Positivo 23 46
Hipoxemia
Negativo 27 54
Positivo 23 46
Profilaxia Contra PCP
Negativo 27 54
Positivo 23 46
Dispneia

Negativo 27 54
Positivo 10 20
Perda de Peso Negativo 40 80
Negativo 40 80
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Tabela 6. Resultados dos métodos laboratoriais

Diagnostico Direto

Observacao Direta (Gram e Giemsa) Positivo 10 20%

Negativo 40 80%

Nested PCR Positivo 29 58%

Histoplasma capsulatum Negativo 21 42%

Positivo 19 38%

Pneumocystis jirovecii Negativo 31 62%

Coinfecgéo Positivos 11 22%

Nas caracteristicas clinicas dos pacientes, encontramos predominancia de pacientes com
febre em 66% dos casos, infiltrado intersticial visto pela radiografia do térax em 92% de casos, e
76% dos casos apresentavam perda de peso, 18% tinham tosse, 42% apresentavam hipoxemia, e
46 % estavam em profilaxia contra PCP e a mesma percentagem com dispneia. A maioria dos
pacientes estavam em tratamento antirretroviral (76%). Sendo a condigdo geral dos pacientes
incluidos no estudo, serem HIV positivos, houve a necesaidsde e estabelecer um cruzamento entre
as carateristicas demogréficas e clinicas e 0 TARV, porem ndo houve diferencas estatisticamente
significativas tal como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes em TARV.

Caracteristicas TARV p (value)*

Sim (%) Nao (%)

Sexo Masculino 20 (40) 15 (75) 5 (25) 1,000
Feminino 30 (60) 23(76.7)  7(23.3)
F. etéria 15-31 20 (40) 12 (60) 8 (40) 0,106
32-39 18 (36) 16(88.9) 2 (11.1)
40-70 12 (24) 10(26.3) 2 (16.7)
Fumo Fumante 10 (20) 7 (70) 3 (30) 0,686
Néo 40 (80) 31(77.5) 9(22.5)
Tosse Sim 18(36) 14(36.8) 4(33.3) 0,570
Néo 32(64) 24(63.2) 8 (7.7)
Febre Sim 33(66) 23(60.5) 10 (83.3)
Néo 17(34) 15(395) 2(16.7) 1,181
Infiltrado Sim 46 (92) 34 (74) 12 (26) 0,560
Néo 4(8) 4 (100) 0 (0)
Hipoxemia Sim 21(42)  15(71) 6 (29) 0,520
N&o 29(58) 23(79.3) 6(20.7)
Profilaxia Sim 23(46) 20 (87) 3(13) 0,094
N&o 27 (54) 18(66.7) 9 (33.3)
Dispneia Sim 23(46) 17(73.9) 6(26.1) 0,750
N&o 27 (54) 21(778) 6(22.2)
Emagrecimento Sim 38(76) 29(76.3) 9(23.7) 1,000
N&o 12 (24) 9 (75) 3(25)

*p< 0,05.

6.2 Factores de risco a PCP

Na 8 apresentamos as caracteristicas demogréaficas e clinicas dos pacientes com suspeita

clinica de PCP, onde pode ser sugerido que algumas caracteristicas clinicas estdo associadas a

doenca e outras constituem um factor de risco. Observa-se, 0 Fumo apresenta o valor de P

significativo (p< 0.05), que segundo o Odds Ratio (OR) nos mostra que individuos fumantes
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apresentam chances 2 vezes maior de contrair pneumocistose em relagdo aos ndo fumantes,
embora o intervalo de confianca seja muito largo. O sexo apresentou um nivel de significancia
muito proximo a 0,05, porem o OR baixo, o que sugere que ser do sexo feminino € um factor
protector, e com um intervalo de confianca bastante significativo, o que nos remeta a olhar para o

sexo e o fumo como factores de risco.

Tabela 8. Carateristicas demograficas e clinicas dos pacientes com PCP

Caracteristicas P.jirovencii ORDb 1C95% pvalue = ORa 1C95% p value
n (%)

Sexo Masculino 8/20 (40.0) Ref.
Feminino | 11/30 (36.7) 0.868 ' 0.253-2.999 | 0.054 0.571 | 18.56-2.030 0.812

F. etaria 15-31 11/20 (55) 0.947-1.442 | 0.116 12.34 | 12.333-25.553 | 0.888
32-39 4/18 (22.2) 0.145-2.882 | 0.116 2,246 | 11.678-10.267 | 0.235
40-70 4/18 (33.3) Ref.

Fumo Fumante 5/10 (50) 2,431 | 0.381-9.333 | 0.049 0.738 | 16.375-21.236 | 0.382
Néo F. 14/40 (35.0)  Ref

Tosse Sim 9/18 (50) 2.071 | 0.655-8.065 | 0,627 0.185 | 46.980-0.331 | 0.190
N&o 10/32 (31.2)  Ref.

Infiltrado | Sim 17/46 (37,0) 0.691 | 0.125-2.750 | 1.000 2.320 | 22.157-29.744 | 0,606
Néo 2/4 (50,0) Ref.

Hipoxemia = Sim 8/21 (38.1) 1.007 | 0.292-3.690 | 0.000 1.009 | 0.187-46.751 | 0,006
N&o 11/29 (37.9)  Ref.

Dispneia Sim 7123 (30.4) 0.295 ' 0.139-1.891 | 0.387 2.366 | 1.537-5.734 0.309
N&o 19/27 (38.0)  Ref.

Legenda: Orb: Odds ration bruto; Ora: Odds ration ajustado, *p<0.05
6.3 Factores de risco relacionada a Histoplasmose
As caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes com suspeita de H. capsulatum,

onde podemos ver 0 sexo como um factor de risco, onde segundo o OR os individuos do sexo

feminino tem 3 vezes maior chance de contrair histoplasmose de acordo com a Tabela 9.
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Tabela 9. Carateristicas demograficas e clinicas dos pacientes com suspeita clinica de infec¢édo por

H. capsulatum recrutados no HCM.

Caracteristicas

Sexo

F. etaria

Fumo

Tosse

Infiltrado

Hipoxemia

Dispneia

Masculino
Feminino
15-31
32-39
40-70
Fumante
Néo F.

Sim

Sim

Néo

H. capsulatum

n (%)

15/20 (75.0)
14/30 (46.7)
12/20 (60)
10/18 (55.6)
7/12 (58.3)
8/10 (80)
21/40 (52.5)
12/18 (41.4)
17/32 (53.1)
26/46 (89,7)
3/4 (10,3)
11/21 (37.9)
18/29 (62.1)
16/23 (55.2)
13/27 (44.8)

ORDb

Ref.
3.429
1.232

Ref.
0,276
Ref
0.567
Ref.
2.308
Ref.
1.488
Ref.
0.406
Ref.

1C95%

0.992-1.854

0.987-1.222

0.245-2.672

0.052-1.467

0.171-1.883

0.223-3.886

0.477-4.644

0.127-1.303

p
value

0,052

0.067

0.330

0.131

0,354

0.483

0.494

0.130

Legenda: Orb: Odds ration bruto; Ora: Odss ration ajustado, *p<0.05

ORa

1,268

0.695

0.994

6.171

0.090

0.736

1.055

3.750

1C95%

0,062-1.268

0.134-3.607

0.156-6.346

0.754-0.522

0.754-0.522

0.237-7.671

0.252-4.424

0.855-6.451

p
value

0,098

0.665

0.995

0.090

6.171

1.349

0.942

0.080

6.4 Sistema de pontuacdo e probabilidades de PCP dos pacientes participantes no

estudo, de acordo com a classificacdo de pontuacdo de Smith, Forbes & Gazzaed
(1992).

A Tabela 10 mostra as pontuacGes dadas as caracteristicas relacionadas com os pacientes

com suspeita de PCP. Como se pode notar a presenca de infiltrados intersticiais no Rx do torax é

um bom predictor de infecgdo por Pj e desenvolvimento de PCP.
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Tabela 10. Probabilidade de PCP de acordo com pontuacéo final dos pacientes inclusos no estudo
Caracteristica NUmero de pacientes Pontuacéo
Pontuacéo Inicial 50 +3

Sintomas Clinicos

Sim 10 +6
Néo 40 -9
Sem profilaxia

Sim 23 +7
Nao 27 -9
Rx Térax com infiltrados

Sim 47 +12
Nao 03 -6
Dessaturacéo

Sim 22 +9
Néo 28 -13
Possiveis pontuacdes -34 a +37

Na populacdo estudada, de acordo com os dados clinicos dos pacientes, foi possivel
verificar que 3 pacientes apresentaram 4 factores preditivos, com 98% de probabilidade de ter
PCP, 8 pacientes apresentaram 3 factores preditivos para PCP incluindo dessaturacdo com 87%
de chance de ter PCP e 2 pacientes apresentaram 3 factores preditivos para PCP sem dessaturacéo,
consequentemente com probabilidade de 82 % ter PCP (Tabela 11).

Tabela 11. Probabilidade de PCP de acordo com score final

Pontuacédo Final Pacientes n (%)

<-3 12 (6,5%) <23
-3a+6 22 (11,5%) 40-65
>+6 4 (1,5%) 82-87
>+19 12 (5,5%) >08
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Em geral, dos 16 pacientes que apresentaram probabilidades de ter PCP acima de 80%, 12
foram positivos na PCR, isto considerando os 3 valores preditivos incluindo dessaturagdo, sem
deixar de lado os que se encontravam no intervalo de 40 a 65% (que também apresentavam

probabilidades de serem positivos).

6.5 Resultados obtidos pelas técnicas de observacao direta e moleculares (PCR).
6.5.1 Observacao direta pela coloracdo de Gram e Giemsa
Na observacdo direta pela técnica de Gram e Giemsa, 20 % de amostras mostraram
estruturas compativeis com células flngicas, 80 % foram negativas, sendo que, nestas foram
observadas maiores quantidades de leveduras e bactérias sugestivas para cocos, diplococos e
estreptococos. Foram observadas também algumas células cilindricas, escamosas e macrofagos

alveolares nas duas coloracdes (Tabela 6).

6.5.2 Histopatologia
Embora todas as 50 amostras respiratorias tenham sido preparadas e coradas pela
impregnacdo pela prata-metanamina para visualizacdo de estruturas compativeis com H.
capsulatum e P. jirovecii, somente uma amostra aleatoria (n=21) foi analisada. Estruturas
compativeis com células flngicas foram observadas em 5 casos (MCS3, MCS7, MCS8, MCS30,
MCS40), sendo que na Figura 5, demonstrativa de nossas andlises, se observa estruturas
impregnadas pela prata, arredondadas, com concavidades, ou semilunares compativeis com

P.jirovecii.

Figura 3. Registo fotografico de estruturas compativeis com Pneumocystes jirovecci em amostra
de LBA em um caso suspeito, pela técnica de prata-metanamina de amostra respiratdria de paciente

com suspeita clinica de PCP. 1.000x.
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6.5.3 Exames Moleculares
Ap0s o processo de extracdo de DNA das amostras respiratorias, e posterior quantificacéo,
foi observado que as concentracfes obtidas foram satisfatorias (uma media de 150 ng/ul) para o
desenvolvimento posterior da PCR. Realizou-se a PCR para 0 gene constitutivo humano que
codifica a B-globina, como forma de verificar a presenca ou auséncia de inibidores de reacdo, onde
todas as amostras amplificaram, ou seja, foram positivas, caracterizando assim, a ndo interferéncia

de contaminantes inibidores da reacdo de PCR, bem como a integridade do DNA.

6.5.3.1 Nested PCR
Para detectar a presenca de P. jirovecii e H. capsulatum utilizando &cidos nucleicos em 50
amostras respiratorias de pacientes imunocomprometidos com pneumonias, foi utilizada nested
PCR utilizando primers direcionados para a subunidade maior do RNA ribossomal mitocondrial
(mtLSUrRNA) para deteccdo de P. jirovecii (Figura 6A) e regido parcial de gene codificador da
proteina 100 kDa em H. capsulatum (Figura 6B).

290ph 5

210pb

Figura 4. Padrdo de bandas ap6s eletroforese em gel de agarose a 1%. A) Fragmentos de DNA
com 290 pb representativos de sequencia parcial do gene (mtLSUrRNA) do P. jirovecii. B)
Fragmentos de 210 pb da sequéncia parcial do gene da proteina de 100kda (Hcpl00)
representativos de H. capsulatum
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Dentre as amostras estudadas, 13 ndo apresentaram nenhuma amplificagdo, 08 (MCS?7,
MCS18, MCS22, MCS23, MCS43, MCS47, MCS48, MCS49) amplificaram somente fragmentos
de DNA com 290 pares de base (pb) P. jirovecii e 17 (MCS3, MCS5, MCS6, MCS9, MCS12,
MCS14, MCS15, MCS17, MCS21, MCS28, MCS30, MCS31, MCS34, MCS35, MCS37, MCS38,
MCS40) amplificaram somente fragmentos de DNA com 210 pb H. capsulatum, também foram
observadas amplificacdes dos dois genes, com fragmentos de 290 e 210 pb, em 11 amostras
(MCS1, MCS2, MCS8, MCS16, MCS26, MCS29, MCS33, MCS39, MCS44, MCS45, MCS50)

sugerindo co-infec¢éo (Figura 7).

Figura 5. Diagrama de Venn representativo da ocorréncia de PCP e histoplasmose na populacao

estudada
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6.5.4 Correlacdo entre os métodos laboratoriais
Né&o foi possivel fazer uma comparacao fiel entre as técnicas de coloracdo, as técnicas
moleculares devido a adequabilidade das amostras clinicas empregadas no estudo. Entretanto entre
as 21 amostras avaliadas tanto pela histopatologia bem como pela nested PCR, estruturas
compativeis com fungos foram observadas em 5 seccBes histoldgicas coradas pela prata-
metanamina (MCS 3, MCS 30, MCS 40 positivas para Histoplasma capsulatum, MCS7 positiva

para Pneumocystis jirovecii , MCS 8 co-infecgéo Pj e Hc) .
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6.5.4.1 Correlagdo clinico-laboratorial de pneumonia causada por P.jirovecii e H.
capsulatum
A analise dos resultados obtidos no teste molecular associada a predicdo de PCP pelo
sistema de probabilidades (score) demonstrou que 10 pacientes com probabilidade de 80% ou
maior apresentaram PCRs positivos. A PCR também foi positiva em 5 pacientes na faixa entre 40-
65% de probabilidade de desenvolver PCP e em 4 com probabilidade < 23% (Figura 8 e a Tabela
12).

Figura 6. Relacéo entre probabilidade de PCP de acordo sistema de pontuagdo proposto por
Smith, Forbes & Gazzaed (1992) e resultados do teste molecular (nested PCR)
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Na Tabela 12 podemos ver a relacéo entre os resultados do teste molecular e o sistema de
probabilidades (score), onde vemos gque nos 15 individuos que apresentavam forte probabilidade
de ter PCP (>83%), aproximadamente 66% (n=10) foram positivos na PCR, 2 positivos pela
observacdo directa e 5 apresentaram estruturas flngicas na histopatologia, e 0s individuos que
apresentavam menor probabilidade de ter PCP por P. jirovecii, mas com a clinica compativel com

histoplasmose, foram positivos na PCR para H. capsulatum (16).
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Tabela 12. Correlacdo entre os métodos laboratoriais para PCP por P. jirovecii e o sistema de

probabilidade de score.
SCORE (n) Histopatologia

<23%(13) 3 0 4 19 6 7 0 2 11
40 a 65 %(22) 4 19 5 17 10 12 3 5 14
83> 9% ( 3) 0 3 3 0 2 1 0 1 2
>89%( 12) 2 9 9 3 10 2 2 3 7
Total (50) 9 41 19 31 28 22 5 11 34

*Pneumocystis jirovecii, ' Histoplasma capsulatum, # N&o realizado

6.6 Sequenciamento
Foram sequenciadas todas as amostras positivas, com objetivo de confirmar se os
fragmentos gerados pela nested PCR eram especificos para as regides alvos dos agentes etiologicos
em questdo. Foi possivel identificar 100% de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum e,
com 290 e 210 pares de bases respectivamente, tendo como regides-alvo mtLSUrRNA para Pj e o

gene codificador da proteina de 100kda de Hc.
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7. DISCUSSAO

Este estudo teve com principal objetivo avaliar o desempenho de métodos laboratoriais no
diagndstico de pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii e Histoplasmma capsulatum. Nossa
casuistica foi constituida por amostras respiratorias provenientes de 50 pacientes recrutados no
Hospital Central de Maputo com sintomas respiratorios compativeis com 0s apresentados por
doencas de origem flngica. Baseado nestes dados, a utilizagdo do sistema de pontuacdo proposto
por Smith, Forbes & Gazzard (1992) em cinquenta pacientes permitiu predizer alta probabilidade
em um grupo destes individuos estarem com PCP, sugerindo que este sistema deveria ser aplicado
em todas as investigacBes que envolvam pacientes com suspeita de PCP.

Observando-se as manifestacdes clinico-demogréaficas, e comparando-as com outros
estudos, em nossos pacientes houve maior predominéncia de febre em (66%) , em 92% dos casos
observou-se infiltrado intersticial visto pela radiografia do torax, e 76% dos casos apresentavam
perda de peso, 18% tinham tosse, 42% apresentavam hipoxemia, e 46 % estavam em profilaxia
contra PCP e a mesma percentagem com dispneia. Estes sinais e sintomas sao comuns em doencas
do trato respiratorio com nivel de imunocomprometimento do sistema imune*!43444% porém séo
similares com os observados em varios estudos realizados com pacientes imunocomprometidos
pelo HIV81923 e que alguns estudos mostram que a presenca de infiltrado seja um indicativo da
doenca *°. Estudos feitos em pacientes imunocomprometidos para pesquisar Aspergillus usando
lavado, observou-se maior predominancia na 2 e 3 décadas de vida e com maior predominancia de
infiltrado®%*’, dados estes similares aos observados neste estudo. A maioria dos pacientes estavam
em tratamento antirretroviral (76%), situacdo similar a varios estudos publicados, onde em
pacientes imunocomprometidos pelo HIV a maior reporte de infeccbes flngicas
oportunistast®1>48 peso embora seja encontrado também em imunocompetentes, isso varia de
acordo com a quantidade dos propagulos inalados, a viruléncia da cepa e do estado imune do
hospedeiro, porem esta tem sido rara®’.

Observou-se caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com suspeita clinica de
PCP, onde pode ser como associadas a doenca e outras como factor de risco, onde o Fumo
apresenta o valor de p significativo (p <0.05), que segundo o de OR nas mostras, onde individuos

fumantes apresentam chances 2 vezes maior de contrair PCP em relagdo aos ndo fumantes, estes
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resultados séo similares aos observados em vérios estudos efectuados com pacientes HIV positivos
e que alguns autores consideram o fumo como sendo um factor de risco®>??” | e que fumar
aumenta as chances de desenvolvimento de pneumonias, principalmente em
imunocomprometidos®#819,

O sexo com um p muito préximo de 0,05, porem o OR baixo, sugere que ser do sexo
feminino é um factor protector para a histoplasmose, e com um intervalo de confianga bastante
significativo, estes resultados s&o similares com os observados em vérios estudos’3*%%, e alguns
autores relacionam isso com a ocupacao dos homens, estdo sujeitos a contacto com os propagulos
de conideos através da casa, construcao e sujeitos a confinamentos trabalhando muitos em espagos
minGsculos e por vezes pouco arejados®®?, Estudos feitos mostram maior prevaléncia de
H.capsulatum e P. jirovecii em homens do que em mulheres, com uma proporgéo de 4:143% porem
neste estudo, este dado ndo foi o observado. Os homens tiveram menor positividade (23 casos
positivos, sendo 8 apresentando P. Jirovecii e 15 com H. capsulatum ), em relagdo a mulher (25
casos positivos, sendo 11 com P. jirovecii , e 14 com H. capsulatum). Essa diferenca estava ligada
a nossa amostragem, pois temos maior nimero de mulheres em relacdo aos homens, além de
muitas das pacientes ao contrario dos homens, quando aparecia, apresentarem melhores condi¢cfes
para obtencdo de LBA na enfermaria. Este aspecto pode estar ligado a fun¢do desempenhada pelos
homens, em atividade laboral mais intensa que as mulheres e pouco tempo para procurar uma
unidade sanitaria, e quando o fazem geralmente em estado grave, enquanto as mulheres por serem
mais preocupadas com a sua saude, procuram sempre ajuda nas unidades sanitarias sempre que
algo acontece, sem mencionar a vulnerabilidade em relagio ao HI\/16:27:3449,

Considerou-se um factor de risco para histoplasmose a faixa etaria e 0 sexo e apresenca de
infiltrado pulmonar, dados similares com os ja publicados, onde se faz menc¢éo de que a presenca
de infiltrado seria uma indicacdo da doenca, o0 sexo e a idade pela ocupacédo laboral dos homens
principalmente, j& que sdo eles que trabalham em construcbes e outras atividades diretamente
ligadas a manipulagdo de solos contaminados com H. capsulatum, tornando-os mais expostos aos
propagulos infectantes dispersos no ar’28%

Os resultados da observacgéo directa com coloragdo de Gram e Giemsa foram muito baixos,
e esta muito relacionado com a sensibilidade do método para detencdo de fungos de algumas
espécies, bem como a falta de sensibilidade dos métodos microscopicos® e a baixa celularidade

das amostras. O facto de termos resultados de pontuacgéo baixos ou altos e a nested PCR mostrar
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resultados opostos, revela muita das vezes a sua sensibilidade e especificidade, visto que isto esta
ligado a capacidade da PCR apresentar resultados positivo até em casos de colonizagéo, ou com a
carga de infeccdo muito baixa, diferente da observacdo directal®!®. O paciente pode estar
colonizado e ndo infectado, ja que a técnica € bastante sensivel, dando “positivo”, mesmo que a
informac&o clinica ndo seja capaz de predizer. Nesse sentido recomenda-se 0 cruzamento sempre
que possivel dos achados clinicos com o resultado de exames laboratoriais feitos para uma
predicdo da doenca acurada®l. Entretanto, os resultados deste estudo sdo similares a alguns
reportados na literatura especializada, pois muitos deles apresentam maior positividade em
técnicas moleculares em relagdo a observagéo directa>*!,

No diagnostico usando a nested PCR, das 50 amostras testadas, 8 (16%) foram positivas
para PCP (regido mitocondrial mtLSUrRNA), 18 (36%) positivas para histoplasmose (gene Hcp
100 que codifica a proteina de 100 kDa) e 11 (22%) apresentaram os dois patdgenos (co-infeccao),
de acordo com estudos publicados usando a regido mitocondrial mtLSUrRNA apresenta um bom
desempenho, isto por causa do alto grau de conservagio génica desta regido 2°°. E o facto de P.
jirovecii ter varias mitocondrias em suas células, fazem com que a sensibilidade da nested PCR
aumente, tornando assim o alvo molecular mais detectavel, havendo assim a possibilidade de
detecgdo de maior niimero de casos positivos para PCP, levando a técnica como recomendavel?1:2
28_

Os resultados da PCR em relacdo as outras técnicas de diagndstico teve maior numero de
positividade, sendo detectado entre as 50 amostras de LBA estudadas 29 casos com suspeita de
histoplasmose e 19 com PCP. Este elevado indice de positividade deve-se ao facto da técnica
utilizada ser muito sensivel e especifica, e que mesmo com uma concentragdo baixa de DNA®, a
nested PCR consegue ter resultados positivos'®, onde ja foi demonstrado que a sensibilidade da
nested PCR pode ser 1.000 vezes maior que a PCR simples com uma eficiéncia de cerca de
100%13,21,33,34,14_

Embora ndo seja primeira vez que se descreve casos de co-coinfecgdes, varios estudos
mostraram que 0s casos de co-infeccdo de varios patogenos simultaneamente ou de forma
progressiva sd0 comuns em pacientes com depressdo do sistema imune®® 3355 como acontece
com pacientes com insuficiéncias respiratdrias e infeccdo por HIV, isto j& foi descrito também

entre humanos e outros animais >4, sendo bastante comum a associagdo de H. capsulatum, P.
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jirovecii e Citomegalovirus em pacientes com HIV devido a similaridade das exigéncias em
relagdo ao patdgenos®°+% uma situagdo que ja era esperada neste estudo pelo tipo de pacientes.

Relacionando com o sistema de probabilidades descrito por Smith, dos 15 pacientes
considerados como preditivos de terem PCP por esse protocolo, 12 foram realmente positivos na
PCR, dados similares aos observados por varios estudos publicados com amostras de lavado21°2,
onde em um estudo com 40 amostras de LBA, das quais 11 apresentavam altas probabilidades de
PCP, 10 apresentaram resultado positivo na PCR mostrando que o sistema de probabilidade é um
método bastante eficaz para o prognéstico de PCP?°. Os 3 casos restantes poderiam ser
considerados como possiveis casos de colonizacdo, situacdo ja prevista e relatadas em varias

publicagBes, fazendo mengdo que a PCR ndo faz a distingéo entre colonizagéo e infeccio!*,
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8. CONCLUSAO

v A frequéncia de P. jirovecii e H. capsulatum nos pacientes com aids recrutados no HCM
foi de 16% e 34% respectivamente.

v' A frequéncia de co-infeccdo (H. capsulatum e P. jirovecii) nos pacientes com aids
recrutados foi de 22%.

v" Pacientes adultos HIV positivos com infeccao respiratéria no HCM apresentam uma alta
porcentagem de H. capsulatum e P. jirovecii, 0 que configura um problema de saude
publica.

v A pontuacdo clinica aumenta a probabilidade de suspeitar pacientes com P. jirovecii e ajuda
no diagndstico presuntivo da PCP.

v Atécnica de nested PCR detectou maior nimero de casos em relagédo ao diagndstico clinico
e laboratorial convencional, o que mostra-se como uma técnica molecular recomendavel
para o diagnostico laboratorial com uma alta sensibilidade, especificidade e eficiéncia.

v A combinagdo da pontuacao clinica e as técnicas de nested PCR ajuda no estabelecimento
do diagnostico definitivo da PCP e da histoplasmose.

v' E possivel implementar a técnica de nested PCR no Hospital Central de Maputo,

Mocambique
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10. APENDICE E ANEXOS

APENDICE 1: Ficha de Seguimento Clinico

Protocolo do estudo: Detec¢éo Molecular de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum

em pacientes infectados por HIV no Hospital Central de Maputo, Mocambique.

Versao 03 de 28 de Maio de 2015
| DADOS DEMOGRAFICOS E DE ESTUDO

. Data de recrutamento ao estudo | || V||| M__|_|_|_|
(dd/mmm/aaaa)
. Data de hospitalizacdo (dd/mmm/aaaa) ]

* | NUmero de hospitalizagdo (NID)

Numero do participante no estudo I T

. Idade | |

« | Sexo Masculino Feminino
. Enfermaria onde esté internado 1 T I O O
. NUmero de cama [

11 CRITERIOS DE INCLUSAO
+ a | Doente HIV positivo com idade > de 15 anos, com tosse > 2 semanas e < 6 semanas eduas das
seguintes caracteristicas clinicas:

Historia de febre? Sim Né&o
Hipoxémia (SatO2 < 90% ou PO2 < 75mmHg) Sim Néo
d | Radiografia do térax com infiltrado intersticial bilateral Sim Né&o
. Doente HIV internado com pneumonia sem agente isolado Sim Néo
. Cumpre os critérios de incluséo se a resposta a pelo menos duas
das alineas no nimero 6 for “SIM” ou se a resposta ao numero 8 Sim Néo
for “SIM”.

SE “SIM”, CONTINUAR COM O QUESTIONARIO
] HISTORIA PREGRESSA

. O doente é fumador? Sim N&o
. O doente esta sob imunomoduladores nos Citostaticos Sim Nao
Gltimos 6 meses? Corticoides Sim Nao
) O doente esta em profilaxia para PcP? Sim . Nao x
Toma regular Sim Néo
. Cotrimoxazol Dapsona

Clindamicina-primaquina
Atovacona Nenhum
Outro| | | | | | | | | | ||

Regime profilético para PcP




. O doente esta sob TARV? Sim N&o
Toma regular Sim N&o
A quantos dias |__|__|_|
. Regime TARV 3TC+AZT+NVP  3TC+AZT+EFV
3TC+DAT+NVP 3TC+TDF+EFV
3TC+TDF+NVP  3TC+ABC+NVP
3TC+ABC+EFV 3TC+TDF+LPV/r
3TC+AZT+TDF+LPV/r 3TC+TDF+SQV
Outro |__[_ ||| [ ||| [ [ |||
v HISTORIA DA DOENCA ACTUAL
. O doente tem historia de febre ao Sim Nao
internar? > de 2 semanas Sim Nao
< de 2 semanas Sim Nao
. O doente tem historia de tosse ao Sim Nao
internar? > de 2 semanas Sim Nao
< de 2 semanas Sim Nao
. O doente tem historia de Sim Nio
dificuldade ao respirar?
. O doente transpira muito a noite? Sim  Néo
. O doente tem perdeu de peso > . x
3KG > 2 semanasIO Sim Nao
. O doente tem diarreia? Sim Nao
> de 2 semanas Sim Né&o
< de 2 semanas Sim Nao
\Y EXAME MEDICO 1° DIA DE INTERNAMENTO
Exame fisico
. Temperatura (° ¢) ]
. Frequéncia Respiratoria (Ciclos por > 20cpm Sim N&o
minuto) <20cpm Sim Né&o
. Dispneia (observada pelo examinador) Sim Né&o
. Nédulos linfaticos aumentados Sim Nao
Vi Exames Laboratoriais
. Teste de HIV/PCR-HIV conhecido? Sim  Néo
. Qual é o resultado do teste de HIV? Positivo Sim  Nao

Oximetria do pulso (Sat.02) %

Pressdo artéria de oxigénio (PO2)
mmHg

Desidrogenase latica (LDH) Ul

Qual é o resultado CD 4 cp/pL?
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VIl Raio X do térax (RXT) com projecgdo postero-anterior
. Radiografia feita Sim N&o
. Data da realizacdo da radiografia ]
. Qualidade radiografia Boa Sim Néo
Aceitavel Sim Né&o
Dificil leitura Sim Né&o
Nao legivel Sim Né&o
VI Achados da radiografia do torax
PARENQUIMA PULMONAR
. Parénguima pulmonar alterado? Sim Néo
. Pulméo com alteracéo Direito  Esquerdo
. Localizacdo da alteracdo pulmonar Superior Médio
Inferior
. Tipo de lesdo pulmonar Intersticial ~ Consolidacéo
Nodular
Fibro-nodular ~ Padrdo Miliar
Cavidades
Parao quistica Atelactasia
Colapso
PLEURA
. Derrame pleural Sim Né&o
. Espessamento da pleura Sim Néo
. Pneumotorax Sim Né&o
MEDIASTINO
. Adenopatia hilar/mediastinica Sim Néao
. Derrame pericardio Sim N&o
DATA DA PROXIMA VISITA 2 Y I
Data | | |/ || |/|_|_[ | | Ass.:
IX 7° DIA DE SEGUIMENTO
. Tem tosse? Sim Né&o
Tosse produtiva  Sim
Néo
Hemoptise Sim Né&o
. Tem dificuldade respiratéria? Sim Né&o
. Tem febre? Sim Né&o
. Tem sudorese nocturna? Sim Né&o
Exame fisico
. Temperatura (° ¢) ]
. Frequéncia Respiratéria (Ciclos por minuto) > 20cpm Sim Né&o
<20cpm Sim Né&o
. Dispneia (observada pelo examinador) Sim Néo
. Nodulos linfaticos aumentados Sim Né&o




X Exames Laboratoriais
. Oximetria do pulso (Sat.02) % L]
. Pressao artéria de oxigénio (PO2)mmHg L]
. Desidrogenase latica (LDH) Ul [
Xl Raio X do térax (RXT) com projecgdo postero-anterior
. Radiografia de controlo realizado? Sim Néo
. Data da realizacio da radiografia 2 O A I
. Qualidade radiografia Boa Sim Néo

Aceitdvel  Sim Néo

Dificil leitura  Sim
Néo

Nao legivel  Sim Né&o

Xl Achados da radiografia do térax
PARENQUIMA PULMONAR
. Parénquima pulmonar alterado? Sim Néo
. Pulm&o com alteragdo Direito  Esquerdo
. Localizacdo da alteracdo pulmonar Superior Médio Inferior
. Tipo de leséo pulmonar Intersticial ~ Consolidagao
Nodular
Fibro-nodular  Padrdo Miliar
Cavidades
Padrdo quistica Atelactasia
Colapso
PLEURA
. Derrame pleural Sim N&o
. Espessamento da pleura Sim Né&o
. Pneumotdrax Sim Néao
MEDIASTINO
. Adenopatia hilar/mediastinica Sim N&o
. Derrame pericardio Sim Né&o
PATOLOGIAS ASSOCIADAS

. Candidiase orofariingea Sim N&o
. Sarcoma de Kaposi Sim N&o
. TB pulmonar Sim N&o

Data de confirmagé&o laboratorial

|

Método diagnodstico BK
PCR

. Outras I I
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DATA DA PROXIMA VISITA

(/L L[]

Ass.
Data| | |/ || |/ || | |
X111 21° DIA DE SEGUIMENTO
. Tem tosse? Sim Né&o
Tosse produtiva Sim
Né&o
Hemoptise Sim Néo
. Tem dificuldade respiratoria? Sim Néao
. Tem febre? Sim Né&o
. Tem sudorese nocturna Sim Né&o
Exame fisico
. Temperatura (° ¢) L
. Frequéncia Respiratoria (Ciclos por minuto) >20cpm Sim N&o
<20cpm Sim N&o
. Dispneia (observada pelo examinador) Sim Né&o
. Nodulos linfaticos aumentados Sim Né&o
X1V Exames Laboratoriais
. Oximetria do pulso (Sat.02) % [
. Pressao artéria de oxigénio (PO2)mmHg ]
. Desidrogenase latica (LDH) Ul ]
XV Raio X do térax (RXT) com projecgdo postero-anterior
. Radiografia de controlo realizado? Sim Naéo
. Data da realizacdo da radiografia ]
. Qualidade radiografia Boa Sim Nao
Aceitavel Sim  Naéo
Dificil leitura Sim  Né&o
Nao legivel Sim  Né&o
XVI Achados da radiografia do térax

PARENQUIMA PULMONAR

. Parénquima pulmonar alterado? Sim Néo
. Pulmdo com alteragdo Direito  Esquerdo
. Localizacdo da alteracdo pulmonar Superior Médio
Inferior
. Tipo de leséo pulmonar Intersticial ~ Consolidagdo
Nodular
Fibro-nodular  Padrdo Miliar
Cavidades
Parao quistica Atelactasia
Colapso
PLEURA
. Derrame pleural | Sim N4o




Espessamento da pleura Sim Né&o
Pneumotorax Sim Né&o
MEDIASTINO
Adenopatia hilar/mediastinica Sim Né&o
Derrame pericardio Sim Né&o
DATA DA PROXIMA VISITA R 2 O T
Ass.
Data| ||/ || [/ [ | |
XVII EVOLUCAO CLINICA (ULTIMO DIA DE SEGUIMENTO)

Total de dias internado

Tipo de alta

Melhoria clinica Alta a
pedido  Obito

Se 6bito, qual foi a causa de 6bito

Total de dias em tratamento de PCP

Regime terapéutico instituido para PCP

Cotrimoxazol Dapsona
Clindamicina-primaquina
Atovacona Nenhum

Atovacona Nenhum
Outro
I I O

Outro
|

Alguma reaccédo adversa ao tratamento para PCP Sim N&o

Tipo de reaccédo ao tratamento para PCP T I I O
I -
I I
R
Alguma alteracdo do regime para PCP pds — reacgdo Sim N&o
adversa?

Regime terapéutico instituido para PCP pos - reaccao Cotrimoxazol Dapsona
adversa Clindamicina-primaquina

Resposta ao tratamento para Boa com resolu¢éo

Ma resposta terapéutica

PCP Exigiu mudanca do tratamento convencional

Data | _|__|/|_[_|_[/]_|_|_|_|

ASS.:
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APENDICE 2: Consentimento para a Realizacdo de Fibrobroncoscopia com Lavado

Broncoalveolar

Protocolo do estudo: Deteccdo Molecular de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum
em pacientes infectados por HIV no Hospital Central de Maputo, Mogambique.
Versdo 03 de 28 de Maio de 2015

O que é Fibrobroncoscopia?

Como previamente explicado, este procedimento é necessario para a observacdo e colheita de
amostras dentro das vias respiratorias. Para tal recorre-se ao uso de um aparelho chamado
broncoscopio operado por Médicos especializados em problemas das vias aéreas (Médico
Pneumologistas).

Quiais sdo 0s riscos?

O procedimento é seguro e ndo acarreta grandes riscos ou efeitos adversos. Durante a passagem
do aparelho pela orofaringe podera sentir algum desconforto e sensacdo de falta de ar, mas o
médico Ihe dara instrucdes para que essa sensacao passe.

Depois do procedimento, pelo efeito da anestesia podera ter sensacdo de falta de ar mas sem
nenhum comprometimento real da respiragdo. Igualmente, poderé ter tosse de pouca duragdo com
eliminacdo de pequena quantidade de expectoracdo (escarro). Sonoléncia momentanea também
podera ocorrer por efeito dos sedativos.

Qual é o tempo de duracdo do procedimento?

A execucéo do procedimento normalmente dura entre 20 a 60 minutos dependendo do caso.
Quais sdo as precaucdes a tomar antes do procedimento?

E necessario que esteja em jejum (sem comer e nem beber) por pelo menos 8 horas antes do
procedimento.

O que fazer em caso de surgimento ou agravamento de sintomas?

Em caso de se sentir mal ou notar agravamento dos sintomas decorrentes do procedimento, deve
comunicara alguém da equipa médica que lhe assiste ou qualquer outro funcionario da enfermaria
onde estiver internado. Prontamente tera assisténcia medica e todas as medidas necessarias serao
tomadas.

O que devo fazer para participar deste estudo?
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Se aceita a realizacdo deste procedimento, solicitamos que nos dé a autorizacdo mediante a
assinatura do presente formulario de consentimento.

Declaragdo concordando na realizacdo de fibrobroncoscopia:

Eu li, ou foi-me lido este formulario de consentimento para a realizacéo de fibrobroncoscopia
com lavado broncoalveolar e foram-me explicados os propdsitos do procedimento. Todas as
minhas perguntas e davidas foram respondidas e eu livremente e voluntariamente aceito a
realizacéo do procedimento:

Sim, eu aceito a realizacéo de fibrobroncoscopia com lavado broncoalveolar.
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APENDICE 3: Consentimento para Inducdo da Expectoracio

Protocolo do estudo: Deteccdo Molecular de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum
em pacientes infectados por HIV no Hospital Central de Maputo, Mocambique.
Versdo 03 de 28 de Maio de 2015

O que é Inducéo da Expectoracéo

Como previamente explicado, é um procedimento para obtencdo da expectoracdo nas pessoas que
ndo a podem eliminar espontaneamente e/ou em quantidade suficiente para a analise.

Como é feito o procedimento?

O procedimento é feito recorrendo-se a um aparelho que transforma liquidos em pequenas
particulas em forma de vapor capazes de serem inspiradas. Dependendo do caso, 0 médico ira lhe
pedir para inalar um medicamento (salbutamol) através de uma pequena bomba para permitir a
abertura das vias aéreas respiratorias.

Quais sdo os riscos do procedimento

Podera sentir algum desconforto respiratdrio e episodios de tosse.

Quanto tempo dura o procedimento?

A execugéo do procedimento normalmente dura entre 10 a 30 minutos dependendo do caso.
Quais sdo as precaucdes a tomar antes do procedimento?

N&o sera necessario tomar nenhuma precaucao antes de fazer o procedimento.

O que fazer em caso de surgimento ou agravamento de sintomas?

Em caso de se sentir mal ou notar agravamento dos sintomas, devera comunicar alguém da equipa
médica que lhe assiste ou qualquer outro funcionario da enfermaria onde estiver internado.
Prontamente tera assisténcia médica e todas as medidas necessarias serdo tomadas.

O que devo fazer para realizarem este procedimento?

Se aceita a realizacdo deste procedimento, solicitamos que nos dé a autorizacdo mediante a
assinatura do presente formulario de consentimento.

Declaragdo concordando na inducéo da expectoracao:

Eu li, ou foi-me lido este formulario de consentimento para a inducéo de expectoracéo e foram-me
explicados os propositos do procedimento. Todas as minhas perguntas e davidas foram

respondidas e eu livre e voluntariamente aceito a realizagéo do procedimento:
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Sim, eu aceito a realizacéo inducdo de expectoracéo.

Data: ........ [ ... [,
O Médico
Data: ........ [ ... [,
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APENDICE 4: Declaragéo de Consentimento Informado

Protocolo do estudo: Deteccdo Molecular de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum
em pacientes infectados por HIV no Hospital Central de Maputo, Mocambique.
Versdo 03 de 28 de Maio de 2015

A Pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum afecta os
pulmdes de sereshumanos com deficiente capacidade de defesa contra as infec¢bes. Os individuos
com infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que ndo estejam a tomar
Trimetoprim-Sufametoxazol (normalmente conhecido por cotrimoxazol), antifingicos e
medicamentos contra a aids (terapéutica antiretrovirica de combinacdo - TARVc), podem
desenvolver a doenca. Esta pneumonia é caracterizada por tosse, dificuldade de respirar, febre,
suores nocturnos e perda de peso. A identificacdo do agente causador desta doenca é importante
para a escolha do medicamento correcto. Por isso, com este estudo poderemos entender melhor o
comportamento desta doenca e assim contribuir para melhor elaborar os planos de controlo e
prevencdo desta pneumonia.

Para a melhor entendermos esta doenga, foi elaborado o presente estudo.

1. Procedimento

A participacdo no estudo implica que sejam recolhidos 15 ml (o equivalente a trés colheres de chd)
das secrecBes pulmonares. Para a recolha deste produto podera ser submetido a um de dois
procedimentos, nomeadamente a inducdo da expectoracdo ou broncoscopia com lavado
broncoalveolar.

Inducdo da expectoracéo

E um procedimento indicado para obtencdo da expectoracdo. Para tal utiliza-se um aparelho para
espalhar liquido em forma de vapor (aerossol) em torno da boca e do nariz através de uma mascara
transparente.

Broncoscopia com lavado broncoalveolar

Para realizar o lavado broncoalveolar vocé sera conduzido para uma sala apropriada. Em seguida,
0 médico aplicara um medicamento na sua orofaringe (garganta) e um medicamento sedativo

através da veia com objectivo de diminuir a sua ansiedade e desconforto facilitando a realizagéo
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do procedimento. O médico ird colocar um pequeno tubo de oxigénio na sua narina. Depois,
ser-lhe-a introduzido pelo nariz ou pela boca um tubo de pequeno didmetro até aos brénquios
permitindo a observacao das vias respiratorias. Mais tarde, serd introduzido soro fisioldgico na
regido afectada do pulmao e de seguida o soro sera totalmente aspirado pelo aparelho.

Uma amostra de expectoragdo serd analizada no laboratdrio de microbiologia da Faculdade de
Medica da Univeraidsde Euardo Mondlane. Depois da analise, uma parte dela ser& enviada para
Intituto de Higiene e Medicina Tropical da Univeraidsde Nova de Lisboa especialmente para o
estudo da genética de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum.

2. O que vai acontecer consigo se aceitar participar nesta pesquisa:

Se aceitar fazer parte do estudo, seréo feitas algumas perguntas sobre os medicamentos que tomou
até agora (ndo se preocupe se ndo se lembrar exactamente dos nomes). Posteriormente vocé sera
encaminhado para a inducéo da expectoracdo ou para a broncoscopia com lavado broncoalveolar.
Ao 7° e 21° dias do tratamento, um dos membros da equipa de pesquisa lhe far-lhe-a algumas
perguntas para avaliar a evolugdo da doenca.

Para participar no estudo deve ter 15 anos de idade ou mais e dar manifestamente a sua autorizacao
por meio da assinatura desta folha. Entretanto, sé os parcicipantes com idade igual ou superior a
18 anos poderdo assinar pessoalmente. Se a sua idade for inferior a 18 anos, no seu lugar, uma
pessoa mais velha que tem a responsabilide de cuidar de si ird assinar em seu nome, este
formulério.

3. Custos por vocé participar nesta pesquisa:

N&o h& nenhum custo para vocé participar neste estudo. O custo dos procedimentos e dos exames
de laboratorio serdo cobertos pelo estudo.

4. Riscos possiveis por vocé participar nesta pesquisa:

Depois do procedimento, podera sentir algum desconforto respiratério ou episédios de tosse, no
entanto se se sentir mal por estes ou por quaisquer outros sintomas, deverd chamar qualquer
membro da equipa em servigo na enfermaria e explicar-lhe o que estara a acontecer. Imediatamente
serdo tomadas as medidas necessarias para reverter a situacao.

5. Participagédo no estudo

A participacao no estudo é voluntaria. Se decidir ndo participar, ou interromper a sua participacao

a qualquer momento, 0 acesso aos cuidados de salde ndo serd afectado. Em caso de decidir
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interromper a participacdo no estudo vocé simplesmente precisara de informar essa decisdo a
qualquer membro da equipa de pesquisa ou ao seu médico assistente a qualquer momento.

6. Beneficios por vocé participar nesta pesquisa:

Né&o havera nenhum beneficio monetario por participar no estudo. Contudo, este estudo ira permitir
que o médico confirme ou exclua o diagndstico de pneumonia por Pneumocystis jirovecii e
Histoplasma capsulatum contribuindo para que o Médico escolha o melhor plano de seguimento
e 0 medicamento mais adequado para o tratamento da doenca que lhe incomoda.

7. A quem contactar se tiver perguntas ou davidas?

Se vocé tiver alguma pergunta sobre esta pesquisa ou entdo sentir que sofreu danos por participar
desta, por favor fique a vontade para contactar a Nelson Anténio Munjovo Vilanculo, pelo telefone
823840774, Alfeu Passanduca pelo numero 825808860, ou contactar 0s Seus Supervisores
Académicos, Dra. Elizabete Nunes, pelo telefone nimero 823102470, e Dr. Jahit Sacarlal pelo
telefone celular nimero 825881101.

Para obter informac&o adicional sobre o consentimento ou sobre 0s seus direitos como participante
deste estudo, poderd contactar o Comité Nacional de Bioética para a Salde pelos seguintes
telefones: 430814/427131(4); Telefax: 6-239 MISAU MO; Fax: 258 (1) 426547, 258 (1) 33320
ou pelo endereco: Ministério da Salude, C. Postal 264 cita na Av. Eduardo Mondlane/Salvador
Allende, Maputo.

8. Confidencialidade:

Todos os esforcos serdo feitos para proteger a sua informacéo clinica e os seus resultados da analise

da expectoracdo. O seu nome sO sera usado para garantir que o seu resultado seja anexo ao seu
processo clinico evitando troca acidental do mesmo. Quando os resultados deste estudo forem
divulgados, toda a informacao identificadora serd removida e /ou alterada para que vocé ndo possa
ser identificado.

9. Declaracdo concordando em participar nesta pesquisa:

Eu li esta declaragdo de consentimento para participacdo na pesquisa e/ou foi-me lido o
consentimento e foram-me explicados os propdsitos da pesquisa. Todas as minhas perguntas e
duvidas foram respondidas e eu livre e voluntariamente aceito em participar nesta pesquisa:

........ Sim, eu aceito participar neste estudo.
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Nome do Participante

Assinatura do Participante
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APENDICE 5: Requisicdo para ldentificagdo de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma

capsulatum no LBA

Protocolo do estudo: Deteccdo Molecular de Pneumocystis jirovecii e Histoplasma capsulatum

em pacientes infectados por HIV no Hospital Central de Maputo, Mogambique.

Versdo 03 de 28 de Maio de 2015

DADOS DEMOGRAFICOS E DE ESTUDO

Data de recrutamento ao || V||V |||
estudo (dd/mmm/aaaa)

Data de  hospitalizacao | | V| _|_V__|_|_|
(dd/mmm/aaaa)

Numero de hospitalizacdo (NI1D)

Numero do participante no estudo

Idade
Sexo
Enfermaria onde esté internado I

Masculino Feminino

NUmero de cama ]
CRITERIOS DE INCLUSAO

Doente preencheu os critérios de inclusao?

Doente ja estava sob profilaxia para antifugicos habituais?
Qual antifugicos?

Doente ja estava sob TARV?

A quanto tempo (em meses)

Tipo de amostra biologica

Sim Naéo

Sim  Naéo
Y A
Sim  Naéo

|

LBA

Expectoracdo induzida

DATA DA  PROXIMA
VISITA (T 2 O Y

ASS.:
Data |__|__|/|_|_[_|/[_|_|_|_|
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APENDICE 6: Protocolo de Extracdo de DNA

Banhos (Umido =56°, seco =70°) Centrifuga refrigerada (condicdo de uso 3000 rpm, 4°, 5%
1 Pipetar:

v 20 ul de QIAGEN Protease (ou Proteinase K)

v 200 pl de amostra ao tubo de micro centrifuga. (Se o volume da amostra for inferior a 200

ul, adicione o volume apropriado de PBS).
v 180ul do Baffer ATL, Vortexar por 30” e Incubar a 56 ° C durante 20 min (e fechar a
tampa).

O rendimento de ADN atinge um maximo apo6s a lise durante 10 min a 56 ° C. Incubac¢do mais
longa ndo tém efeito sobre o rendimento ou a qualidade do DNA purificado.
2 Adicionar 200 pl de Tampao AL . Vortexar por 30” e Incubar a 70°C (mult block) durante
10 min.
3 Adicionar 200 ul de etanol (96-100%) a amostra, e misturar novamente por vértex por 30 s.
Apds a mistura, centrifugar rapidamente o tubo de microcentrifuga de 1,5 ml para remover as gotas
do interior da tampa (SPIN)
4 Aplicar cuidadosamente a mistura do passo 3 a coluna QIAamp de recolha, e centrifugar a 6000
X g (8000 rpm) durante 1 min.
5 Adicionar 500 ul de Buffer AW1. Fechar a tampa e centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1
min.
6 Adicionar 500 pl de Buffer AW2. Fechar a tampa e centrifugar a velocidade méaxima (20 000 x
g, 14 000 rpm) Durante 3 min,e descartar o tubo coletor.
7 Adicionar 50ul de AE baffer ou agua, Incubar a Temperatura ambiente durante 5 minutos antes
de centrifugar (isto geralmente aumenta o rendimento de DNA). E centrifugar a 7000g( 10000rpm)
por 5'.
8 Estocar o DNA a -20°C
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APENDICE 7: Sistema de pontuacéo para PCP

Sistema de pontuacdo segundo Smith, Forbes &Gazzard (1992) e a importancia em predizer PCP

em 50 pacientes incluidos no estudo.

Caracteristica Numero de pacientes Pontuacéo

Pontuacéo Inicial 50 +3

Sintomas Clinicos

Sim 10 +6

Néo 40 -9

Sem profilaxia

Sim 23 +7

Néo 27 -9

Rx Torax com infiltrados

Sim 47 +12

Nao 03 -6

Dessaturacéo

Sim 22 +9

Nao 28 -13

Possiveis pontuacdes -34 a +37
Probabilidade de PCP de acordo com pontuacéo final.

Pontuacéo Final Pacientes n (%) % PCP

<-3 13 (6,5%) <23

-3a+6 23 (11,5%) 40-65

>+76 3 (1,5%) 82-87

>+19 11 (5,5%) >89

3 Pacientes apresentaram 4 fatores preditivos para PCP =98% ter PCP

8 Pacientes apresentaram 3 fatores preditivos para PCP incluindo dessaturagcdo= 87% ter PCP

2 Pacientes apresentaram 3 fatores preditivos para PCP sem dessaturagdo =82 % ter PCP

Se estiverem presentes todos os factores (4) a probabilidade de PCP e de 98%, caso estajam 2 ou
abaixo disso sera < 23%, e se forem 3 sera 82%(Maggiolo F. ET AL. 1992).
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