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Resumo

A imunossupressdo é o maior fator de risco da pneumocistose, uma pneumonia

intersticial severa causada por Pneumocystis jirovecii (PPC), seja em doentes com sida
ou em doentes seronegativos para virus da imunodeficiéncia humana (VIH) com outras
imunodeficiéncias de grau moderado.
VIH, penetra e destruir os linfécitos TCD4", tornando os doentes, no decorrer da sua
infecdo, mais suscetiveis a infe¢bes por microrganismos oportunistas, tais como
Mycobacterium tuberculosis (agente da tuberculose [TB]) e P. jirovecii (agente da PPC),
que sdo dos agentes de pneumonia mais importantes e perigosos em doentes
imunocomprometidos.

A pneumocistose é considerada uma doenca definidora de sida e foi considerada
uma doenca emergente em Africa, enquanto na Europa e América tem sido uma infecéo
comum em imunocomprometidos.

Africa, na sua zona central e ocidental, registou 4,7 milhdes de pessoas infetadas
por VIH, sendo que um terco dessa populacdo ndo recebia terapéutica antirretroviral
(TARV), com risco iminente de contrair doengas oportunistas, nomeadamente TB e PPC.
A Guiné-Bissau é um pais da Africa Ocidental com prevaléncia elevada de casos de TB
pulmonar e VIH, mas ndo ha qualquer informacao sobre a existéncia de casos de infecdo
por P. jirovecii nem de PPC. Assim, 0 objetivo desta dissertagdo de mestrado foi realizar
o primeiro levantamento, neste pais, sobre a existéncia de casos de infe¢do por P. jirovecii
em doentes VIH-positivos com sintomatologia respiratoria e suspeita de TB pulmonar,
tendo participado neste estudo 61 doentes com estas caracteristicas.

A identificacdo de P. jirovecii foi feita em expetoracdo espontanea através da
técnica de imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais (IFI/AcM) em paralelo
com a detecdo molecular de DNADNA de P. jirovecii por PCR-nested. Neste estudo,
26,2% (16/61) dos doentes estudados foram positivos para P. jirovecii, utilizando ambas
as técnicas laboratoriais. Os doentes do género feminino registaram 62,5% (10/16) de
positivos contra 37,5% (6/16) dos doentes do género masculino. Dos positivos, 68,8%
(11/16) tinham diagnostico de TB pulmonar e 31,3% (5/16) ndo tinham diagnostico de
TB. Metade (50,0%) dos doentes positivos para P. jirovecii encontravam-se no grupo
etario dos 18-38 anos. Nao se encontraram associacgdes significativas entre a presenca de
P. jirovecii nas amostras biolégicas dos doentes estudados e as variaveis género, grupo
etario, grupo étnico, diagnostico de tuberculose pulmonar e diagnostico de outras
infecOes, profilaxia anti-P. jirovecii e administragdo de TARV.

Em concluséo, na Republica da Guiné-Bissau encontramos doentes infetados por
P. jirovecii, no entanto, devido as limitacfes do estudo, ndo conseguimos determinar se
existem casos de PPC e a sua prevaléncia. Mais estudos sdo necessarios envolvendo um
maior nimero de doentes e desenhados para permitir a determinacéo da prevaléncia de
casos de PPC e de portadores assintomaticos, que podem desempenhar um papel
importante na propagacéo da infegdo na comunidade.

Palavra chave: imunodeficiéncia; VIH; infecGes respiratdrias oportunistas; coinfecgdes;
Guiné-Bissau.



Abstract

Immunosuppression is the biggest risk factor for pneumocystosis, a severe
interstitial pneumonia caused by Pneumocystis jirovecii (PPC), either in patients with
AIDS or in seronegative patients for the human immunodeficiency virus (HIV) with other
moderate immunodeficiencies.

HIV penetrates and destroys CD4+ T lymphocytes, making patients, during the
course of infection, more susceptible to infections by opportunistic microorganisms, such
as Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis agent [TB]) and P. jirovecii (PPC agent),
which are of the most important and dangerous pneumonia agents in
Immunocompromised patients.

Pneumocystosis is considered an AIDS-defining disease and is considered an
emerging disease in Africa, while in Europe and America it has been a common infection
in immunocompromised individuals.

Africa, in its central and western regions, registered 4.7 million people infected
with HIV, with a third of this population not receiving antiretroviral therapy (ART), with
an imminent risk of contracting opportunistic diseases, namely TB and PPC. Guinea-
Bissau is a West African country with a high prevalence of pulmonary TB and HIV cases,
but P. jirovecii infection or cases of PPC have never been documented. Thus, the
objective of this master's thesis was to carry out the first survey, in this country, on the
existence of cases of infection by P. jirovecii in HIV-positive patients with respiratory
symptoms and suspected pulmonary TB, with the participation of 61 patients with these
characteristics. The identification of P. jirovecii was made in spontaneous sputum using a
direct immunofluorescence technique with monoclonal antibodies (IFI/AcM) in parallel
with the molecular detection of P. jirovecii DNA by nested-PCR.

In this study, 26.2% (16/61) of the patients studied were positive for P. jirovecii,
using both laboratory techniques. The female gender registered 62.5% (10/16) of
positives against 37.5% (6/16) of the male gender. Of those positive, 68.8% (11/16) were
diagnosed with TB and 31.3% (5/16) were negative for TB. Most positive patients were
in the 18-38 age group with 50.0%. No significant associations were found between the
presence of P. jirovecii in the biological samples of the patients studied and the variables
gender, age group, ethnic group, diagnosis of pulmonary tuberculosis and diagnosis of
other infections, anti-P. jirovecii prophylaxis and ART administration.

In conclusion, in the Republic of Guinea-Bissau we found patients infected by P.
jirovecii, however, due to the limitations of the study we were unable to determine
whether there are cases of PPC and its prevalence. More studies are needed, involving a
greater number of patients, and designed to allow the determination of the prevalence of
PPC cases and cases of asymptomatic carriers, which may play an important role in
spreading the infection in the community.

Keywords: imunodeficiency; HIV; opportunistic respiratory infections; coinfections;
Guinea-Bissau.
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1. INTRODUCAO

A pneumocistose ou pneumonia por P. jirovecii (PPC) é uma doenga que nos
tempos anteriores ao surgimento da pandemia de virus da imunodeficiéncia humana
(VIH)/sindroma de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) era considerada pouco frequente
ou rara. Com o aparecimento desta pandemia, mudou-se de paradigma passando a PPC a
ser uma grande preocupacdo para as autoridades de salde, devido a sua alta taxa de
mortalidade, que nos anos noventa do século XX variava entre 20% a 40% (Esteves et
al., 2014; Matos et al., 2017).

Pneumocystis € um organismo patogénico com tropismo para o pulméo, sendo a

espécie encontrada nos pulmdées humanos designada por jirovecii. P. jirovecii é capaz de
provocar pneumonia intersticial severa em doentes imunocomprometidos, seja por
VIH/Sida ou por outras imunodeficiéncias de grau moderado causadas por terapias
imunossupressoras para o tratamento de doencas oncoldgicas, por transplante de érgaos
ou por doencas autoimunes. Esta patologia também pode ocorrer em pessoas
imunocompetentes, mas com comprometimento pulmonar (Matos, 2021).
O evoluir da infecéo por VIH causa imunodeficiéncia devido a capacidade que este virus
tem de infetar e destruir os linfécitos TCD4+, tornando os seropositivos para VIH, no
decorrer da sua infecdo, mais suscetiveis a infecdes por microrganismos oportunistas, tais
como Mycobacterium tuberculosis (agente da tuberculose [TB]) e P. jirovecii (agente da
PPC), que sdo dos agentes de pneumonia mais importantes e perigosos em doentes
imunocomprometidos (Sheikholeslami et al., 2015).

A PPC e a TB sdo ambas doencas intersticiais frequentes nos
imunocomprometidos, que provocam lesdes nos pulmdes, levando a dificuldade nas
trocas gasosas, sendo no caso da PPC a pressdo parcial de oxigénio no sangue periférico
<70 mmHg (Matos, 2021).

Até final da década 1980, a PPC foi um fardo para as autoridades europeias e dos
Estados Unidos da América (EUA) pelo facto de acompanhar a pandemia de VIH/Sida,
causando nesta morbilidade de 70-80% e mortalidade de 20-40% (Esteves et al., 2014).
No final da década de 1980, com a introducdo do tratamento profilatico contra a PPC, e
em meados da década de 1990 com a introducdo da terapéutica anti retrovirica (TARV)

verificou-se uma reducdo drastica na incidéncia de casos de PPC e das outras doencas



oportunistas (Esteves et al., 2014). Atualmente, a PPC é considerada uma das principais
doencas definidoras de sida no velho mundo e em alguns paises de novo mundo, assim
como na Africa subsaariana, onde esta doenca é, também, considerada emergente.

A TB ¢, também, considera uma importante doenca definidora de sida, no entanto,
ao contrario das outras doencas oportunistas, a TB manifesta-se muito cedo no decurso
da infecdo por VIH (Aaron et al., 2004).

No que diz respeito a infecdo por VIH em Africa, em 2021 a UNAIDS reportava
uma taxa alta de casos de seropositivos para VIH, numa média de 20,6 milhdes na Africa
do Sul e oriental e 4,7 milhdes na Africa central e ocidental (UNAIDS, 2021). Daqueles
que vivem com VIH a média dos que aderiram ao tratamento anti retrovirico foi de 77%
na Africa do Sul e oriental e de 73% na Africa central e ocidental. Assim, quase 25% da
populacdo africana infetada por VIH ndo recebe tratamento anti retrovirico, havendo um
risco iminente de contrair as doencas oportunistas definidoras de sida, nomeadamente TB
e PPC (UNAIDS, 2021).

Assim, no continente africano, na regido subsaariana, 0 acesso a terapia anti
retrovirica, embora ndo ideal, e a melhoria das condi¢6es laboratoriais para o diagnostico
da PPC tém levado lentamente a uma diminui¢do do numero de casos notificados desta
doenga (Wasserman et al., 2016).

A Guiné-Bissau é um pais da Africa ocidental com prevaléncia elevada de casos
de TB e VIH, ambos com programas de controlo (Programa Nacional de Luta contra
VIH/Sida e Luta Contra Tuberculose), a semelhanca de outros paises. Na Guiné-Bissau
0s primeiros casos de infecdo por VIH foram reportados em 1985-1986, tendo sido
descrita, recentemente, uma alta prevaléncia e excesso de mortalidade de doentes com
diagndstico tardio de infecdo por VIH-1, VIH-2 e VIH-1/2 (Henge et al., 2016).

Em 2017 a infecdo por VIH/Sida tinha uma prevaléncia de 3,3% e, esse facto,
permitiu que a TB ganhasse maior dimensdo e contorno diferente assumindo
protagonismo de doenca oportunista mais frequente nos doentes VIH (Manjuba, 2007;
Lima HMM, 2017).

No primeiro semestre de 2017 foram reportados 1157 casos de TB, dos quais
36,50% eram co infetados com VIH/Sida e destes 890 eram casos novos, com
confirmacéo bacterioldgica, segundo o relatorio do Instituto Nacional de Saude Publica
(INASA, 2017). Em 2019, numa entrevista a Federacdo Atlantica de Agéncias de Noticias



Africanas (FAAPA) o coordenador do programa nacional de luta contra a tuberculose na
pessoa de Miguel Camara afirmou que foram reportados 2422 casos de TB, dos quais
83% eram co infetados com VIH/Sida e desse total de casos 71% completaram o
tratamento com sucesso, 13% abandonaram o tratamento, 11% faleceram e verificou-se
33 casos de resisténcia ao tratamento (FAAPA, 2019). Quanto a casos de PPC nada se
sabe sobre a sua existéncia na Guiné-Bissau e muito menos sdo conhecidos dados
epidemioldgicos, mas faz-se prevengdo da mesma e de outras infe¢es oportunistas em
seropositivos para VIH/Sida com trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX)
cotrimoxazol, segundo o relatério de Luta contra a Tuberculose (PNLT, 2017).

A TB na Guiné-Bissau é um problema de Saude Publica muito sério nos grupos
mais vulneraveis, adultos jovens entre os 15 e 44 anos de idade e doentes vivendo com
VIH/Sida (INASA, 2017).

Como tal, o rastreio dos portadores de P. jirovecii na populagdo de doentes com
patologia pulmonar, nomeadamente TB, e a notificacdo dos resultados aos clinicos, €é
importante para o seguimento destes doentes e para a instituicdo da profilaxia e do
tratamento anti-PPC, que atualmente, na Guiné-Bissau, é empirico.

Esta informacdo pode ser, também, uma mais-valia para a direcdo clinica dos
hospitais poderem determinar se se justifica a implementacdo de técnicas de diagndstico
laboratorial da PPC com o intuito de melhor controlar e prevenir esta doenca oportunista.

1.1 Enquadramento tedrico

1.1.1 Origem e situacao epidemiologica de VIH e PPC no
Mundo

P. jirovecii é o microrganismo responsavel pela PPC ou pneumocistose. O Dr.
Carlos Chagas em 1909, no Rio de Janeiro, Brasil foi o médico e investigador que
descobriu este organismo patogénico, ao observar ao microscopio formas quisticas
multinucleadas em cortes histoldgicos de pulmdes de roedores doentes com patologia de
etiologia desconhecida, que ele posteriormente verificou ser devido & infecdo por
Trypanosoma cruzi. Em 1914, no Instituto Pasteur de Paris, O casal de investigadores

Delanoe acabou por considerar estas formas quisticas como uma nova espécie de



protozoario a qual designou por Pneumocystis carinii, tendo em conta o tropismo da
espécie para o pulmao e em homenagem ao bidlogo italiano que trabalhava em S&o Paulo,
Brasil e que Ihes enviou as amostras bioldgicas para analise (De Souza, 2005; Calderon-
Sandubete, 2002). S6 em meados do seculo XX (durante e apés a Il Grande Guerra) é que
vieram a ser reportados casos de pneumonia por Pneumocystis nos humanos, em criangas
prematuras e malnutridas, muitas delas vivendo em orfanatos. Um elo comum aos doentes
que desenvolviam PPC eram sistemas imunitarios débeis, devido a subnutrigdo, no caso
de criancas, ou a anomalias congeénitas, como a hipogamaglobulinémia, ou devido a acédo
de farmacos imunossupressores que provocavam baixa imunidade do individuo, por
afetar o funcionamento das células T, B e os macr6fagos, os principais componentes
celulares do sistema imunitario envolvidos na imunidade celular e humoral.

No entanto, antes do aparecimento da pandemia de VIH/Sida nos anos oitenta do
século XX, que infetou 78 milhdes de pessoas, das quais 35 milhdes morreram até 2016,
a PPC era considerada uma doenca rara. Com o surgimento desta pandemia verificou-se
um enorme aumento do namero de casos de PPC com grande mortalidade e morbilidade,
passando esta patologia emergente a ser uma grande preocupacdo para as autoridades
sanitarias, nos paises industrializados. Assim, a PPC passou a ser conhecida na Europa e
EUA como doenga definidora de sida. Segundo a United Nations Programme on
HIV/AIDS (UNAIDS), foi estimado 1.500.000 novas infe¢es por VIH em 2020
(UNAIDS, 2021).

1.1.2 Origem e situacdo de TB no Mundo

O Bacilo de Koch foi identificado pela primeira vez por Heinrich Hermann Robert
Koch, em 1882 como agente etioldgico de tuberculose ou TB (Gradmann et al, 2006).
Contudo, a doenca surgiu muitos séculos antes de Cristo, no antigo Egipto (lesdes
pulmonares e deformac6es 0sseas) e também no Peru (DNA de achados de mumias de ha
5000 anos), dados obtidos em estudos arqueologicos comprovados por técnicas de
biologia molecular. A TB também foi descrita na Biblia, como sinonimo da palavra
Hebraica schachepheth nos livros de Deuterondémio e Levitico (Daniel, 1999).

Nos séculos XVI e XVII ocorreram varias epidemias de TB na Europa que

causaram grande morbilidade e mortalidade nas populacfes até a primeira metade do



século XIX. Na segunda metade deste século assistiu-se a uma reducdo da incidéncia de
casos e da mortalidade por TB devido a melhoria das condi¢des de saneamento basico e

habitacdo nas grandes cidades europeias (Daniel, 2006; Jordao, 2014).

1.2 Situacdo na Republica da Guiné-Bissau

1.2.1 Contexto Geografico e Condigdes Climaticas da Guiné-
Bissau

A Republica da Guiné-Bissau é um pais situado na zona costeira da Africa
Ocidental, tendo fronteira ao Norte com a Republica do Senegal, a Leste e Sul com a
Republica da Guiné, e a Oeste 0 Oceano Atlantico. Conta com uma superficie de 36.125
Km2 e esta localizada entre os meridianos 13° 38” ¢ 16° 45” a oeste e os paralelos 10° 55’
e 12° 40’ a norte, com o meridiano central 15° a Oeste do meridiano de Greenwich.

O clima € tropical, quente e himido, com duas esta¢des: a estacdo das chuvas, de maio a
outubro, sendo agosto o més de maior pluviosidade, e a estacdo seca, de outubro a maio,
sendo abril e maio 0os meses mais quentes. As temperaturas médias anuais variam entre

30°C e 35°C e a vegetacdo € do tipo savana e floresta (Guiné-Bissau: 11l RGPH, 2009).

1.2.2 Divisao administrativa e sanitaria

A divisdo administrativa da Republica da Guiné-Bissau é de trés provincias, que
na sua maioria contém trés regides exceto a Provincia Leste que tem duas regides (Bafata
e Gabu), a Provincia Norte tem Oio, Cachéu, Biombo e a ultima Provincia Sul tem
Quinara, Tombali e Bolama Bijagos, e mais o setor Autonomo de Bissau, atual Capital
econdmica, politica e administrativa (Figura 1). Essas regides sdo divididas em 38
sectores, 0s quais por sua vez estdo subdivididos em 108 sec¢des, com aproximadamente
4.500 aldeias chamadas de “"Tabancas™” (INE, 1991).

A divisdo sanitaria é mais ampla, de modo que as regides de Bolama e Qio estdo
subdivididas em duas, cada uma destas, devido a situacdo geogréafica (Zona Insular) e as
condicdes logisticas na resposta as urgéncias, totalizando 11 regi6es sanitarias incluindo
0 sector Autonomo. As 11 regides sanitarias (com apenas 5 hospitais regionais) contém
114 é&reas sanitarias (cada area contém entre 5000 e 12.000 habitantes) que sao

insuficientes para atender as necessidades de 66% da populacéo, tendo em conta que 0s



locais de prestacdo de cuidados priméarios mais proximos estdo a uma distancia superior
a 5km (Fronteira et al, 2007).

Divisao Administrativa de Republica da Guiné-Bissau

Figura 1. Mapa de divisdo Administrativa da Republica da Guiné-Bissau (imagem
adaptada de Guiné-Bissau, 2009).

1.2.3 SNS da Republica da Guiné-Bissau: primeiros passos e
constrangimentos (PNDS I, 11 e 111)

Tudo comegou com um estudo piloto, que envolvia os profissionais de saude
provenientes da luta de libertacdo, ap6s a independéncia em 1976, nas regides de Cachéu
e Tombali. Este estudo era financiado pela cooperacdo holandesa e apoiado pela OMS
com o objetivo de levar a satde a comunidade. Devido ao golpe de estado de 1980, com
as mudangas politicas verificadas ndo foi possivel saber se esse estudo piloto chegou a
ser avaliado e, consequentemente, se chegou a contribuir para a elaboracdo da estratégia
nacional de salde.

Dois anos depois, em 1978, tendo como orientacdo a declaracdo de Alma-Ata
sobre Cuidados Priméarios de Salde, elaborou-se um projeto de saude base, o qual deu
origem ao Plano Nacional de Saude (PNS), que veio a ser aprovado em 1993 tendo como
prioridade a salde materna, planeamento familiar, melhoria do sistema de saneamento,

prevencdo e controlo de doengas. Para que o PNS fosse implementado era necessario um



plano estratégico para o sector da saude (PES) baseado na descentralizacdo de servicos,
melhoria no acesso e distribuic¢do de recursos, melhoria de qualidade e desenvolvimento
de um programa de formacdo e reciclagem dos quadros, reforco da cooperagdo
intersectorial e criacdo de um sistema de informacdo sanitaria. 1sso deu origem ao
primeiro Plano Nacional de Desenvolvimento Sanitario (PNDS-I), que foi apresentado e
aprovado na mesa-redonda sectorial em 1997.

Para a implementacao do PNDS-I foi estabelecido um horizonte temporal de 1998
a 2002, mas este plano acabou por ser prolongado para o periodo 2003 a 2007, devido ao
conflito militar (golpe de estado) de 7 junho de 1998, que teve a duragdo de 11 meses,
levando a fuga de grande nimero de quadros (médicos e enfermeiros) e a destruicéo de
infraestruturas de salde. Devido a esta situacao tornou-se dificil a avaliacdo do PNDS-I
no contexto pds-guerra. As autoridades sanitarias, no quadro do cumprimento dos
objetivos do primeiro Documento de Estratégia Nacional de Reducdo da Pobreza
DENARP-I, 2004, decidiram elaborar o segundo PNDS-11 (2008-2017), mas também este
ndo foi avaliado devido ao golpe de estado de 2012, levando ao afastamento dos parceiros
e financiadores (DENARP, 2004; PNDSII, 2008). Em 2017 com a revisdo de PNS de
1993 e com o plano estratégico do governo ~"Terra ranka (2015-2025) “*, que substituiu
0 DENARP, elaborou-se o PNDS-IIl com os subsidios provenientes da primeira
conferéncia nacional de salde realizada em 2014. No entanto, devido a atual instabilidade
politica, a implementacdo deste novo plano também parece estar comprometida
(Guerreiro et al., 2019), O que veio a se confirmar por ndo se conseguir fazer a sua

avaliacdo intercalar em 2020 como prevista (DJATA, 2020),

1.2.4 Compromissos assumidos pela Republica da Guiné-Bissau
no cumprimento da agenda 2030 de combate a VIH

A Republica da Guiné-Bissau que € um dos 196 paises membros da Organizacgéo
das Nacdes Unidades (ONU), tem frequentemente assinado e retificado varios acordos e
convencOes em diferentes dominios, alguns dos quais de combate a VIH/Sida e outras
doencas. Segundo a meta estabelecida pela ONU nos oito Objetivos de Desenvolvimento
do Milénio (ODM) em 2000, havia duas metas relacionadas com VIH, que eram reduzir
a incidéncia e a transmissao desta infecdo até 2015 e cobertura universal do tratamento

anti retrovirico até 2010 (IPEA, 2014), metas essas que nao foram atingidas pela



Replblica da Guiné-Bissau devido as mudancas frequentes de clinicas de VIH e
fornecimento inadequado de medicamentos, levando a interrup¢Ges do tratamento
(Jespersen et al., 2020).

Em janeiro de 2017 a UNAIDS langou uma meta ambiciosa (até 2020) para acabar
com a epidemia de VIH denominada 90-90-90 que significa até 2020, 90% de todos
Doentes infetados por VIH deviam ser diagnosticados. Destes, 90% deviam estar em
TARYV e 90% destes deviam estar com carga viral suprimida (UNAIDS, 2017). Todavia,
a Republica da Guiné-Bissau nao conseguiu atingir esse objetivo, os resultados
mostraram que apenas cerca de 14% dos doentes infetados estdo cientes da sua doenca.
Destes, apenas 20% estdo em tratamento, e entre os doentes em tratamento no estudo
PIONA, apenas 33% viram suprimida a carga viral ap6s um ano de TARV (Jespersen et
al., 2018).

Para que a Guiné-Bissau consiga erradicar a infecdo por VIH é necessario que
invista na educacéo para a salde voltada para a forma de transmissao da doenca, uma vez
que, segundo o sexto Inqueérito aos Indicadores Multiplos (MICS 6 do inglés Multiple
Indicator Cluster Surveys round 6), s6 apenas 13% das mulheres entre os 15 e 0s 49 anos
de idade conhecem duas formas de transmissdo de VIH/Sida e quanto aos homens na
mesma faixa etaria apenas 31% (INE, 2020). Esse facto pode estar na origem do aumento
de incidéncia da doenca, posteriormente confirmado pela Secretaria Nacional de Luta
contra a Sida na Guiné-Bissau numa entrevista dada a Deutsche Welle em Portugués para
Africa (DW Africa) (Dw Africa, 2021).

1.2.5 Situacédo na Republica da Guiné-Bissau relativamente a
pneumonia por Pneumocystis.

A PPC continua a ser uma infecdo oportunista definidora de sida frequente nos
paises desenvolvidos, sendo comum e letal em doentes imunocomprometidos, VIH-
positivos e VIH-negativos (Matos, 2021). Nas primeiras décadas da pandemia da sida a
PPC raramente era reportada nos paises africanos subsarianos, onde a maioria dos doentes
com VIH/sida se encontravam (Matos, 2012). Os primeiros relatérios subestimaram as
taxas de prevaléncia reais da PPC. Isso pode ter ocorrido em parte porque os doentes com
sida ndo sobreviviam tempo suficiente para atingir um grau de imunodeficiéncia que

levasse ao desenvolvimento de infe¢Bes oportunistas, como a PPC, e também devido a



falta de recursos e experiéncia no diagndstico desta pneumonia (Matos, 2012). Em anos
recentes, nos paises em desenvolvimento da Africa subsariana a percentagem de casos
desta pneumonia tem vindo a aumentar com o aumento do produto interno bruto (Kuhle
etal., 2022) e naturalmente com a melhoria das condic6es de vida das populagdes e maior
acessibilidade dos doentes com VIH/sida a TARV e a profilaxia anti-PPC (Bongomin et
al., 2017). Assim, atualmente a PPC é considerada uma causa importante de pneumonia
adquirida na comunidade em adultos infetados por VVIH na Africa subsariana (Wasserman
etal., 2016).

No que concerne a RepuUblica da Guiné-Bissau, as autoridades sanitarias nao tém
dados sobre a existéncia de casos de PPC entre os doentes imunocomprometidos com
sintomatologia respiratoria, que sdo atendidos nos hospitais e outras instituicdes de saude
do pais. No entanto, em um estudo muito recente sobre 0 nimero de mortes relacionadas
com a TB, em adultos neste pais, 0s autores observaram uma baixa taxa de detecdo
(confirmacéo laboratorial) de casos de TB (Kuhle et al., 2022). Também, verificaram que
a TB mostrou ser uma causa frequente de morte, mas que, em muitos outros casos de
morte em que havia suspeita de TB, esta nao foi confirmada, enquanto noutro estudo onde
amortalidade foi associada com contagem de células TCD4+, mais de metade dos doentes
envolvidos apresentava contagem de células TCD4+ <200 células/mm3 (Jespersen et al.,
2020), podendo-se p6r a hipotese de alguns destes casos nos dois estudos corresponderem

a casos de PPC néo diagnosticados.

1.3 Revisao bibliografica sobre Pneumocystis jirovecii e a PPC

1.3.1 Taxonomia

Durante muitos anos Pneumocystis foi classificado como protozoario, com base
em caracteristicas morfoldgicas, na presenca abundante de colesterol na parede celular,
na sensibilidade a antiprotozoarios, como a pentamidina e 0 TMP-SMX, na patologia
associada e nos mecanismos de variagdo antigénica (Stringer et al., 2002; Thomas e
Limper, 2004). Entretanto, com o advento das técnicas de biologia molecular, os
investigadores na area, usando técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés polymerase chain reaction), passaram a classificar este microrganismo oportunista

no Reino Fungi (Ypma-Wong et al., 1992).



Atualmente, a classificacdo taxondmica de Pneumocystis (Redhead et al., 2006) é

a seguinte:

Reino - Fungi

Sub-reino - Dikarya
Filo - Ascomycota

Sub-Filo - Taphrinomycotina sensu

Classe - Pneumocystidomycetes

Ordem - Pneumocystidales
Familia - Pneumocystidaceae
Género - Pneumocystis
Espécie - Pneumocystis jirovecii (humano)

Técnicas moleculares revelaram a presenca de microrganismos do género
Pneumocystis em varias espécies de animais, mas a espécie P. jirovecii s6 é patogénica

para o hospedeiro humano (Redhead et al., 2006).

1.3.2 O ciclo de vida

O ciclo de vida de P. jirovecii, o qual se desenrola no espago extracelular nos
alvéolos pulmonares, tem sido dificil de demonstrar, uma vez que este microrganismo
ndo é cultivavel in vitro (De Souza & Benchimol, 2005) (Figura 2).

Entretanto, conhecem-se duas formas principais de desenvolvimento durante o
ciclo de vida do microrganismo: a forma tréfica, haploide, com reproducdo assexuada, e
a forma quistica (ou asco) diploide, com reproducdo sexuada e existem ainda formas
intermédias como o espordécito (De Souza & Benchimol, 2005; Martinez et al., 2011).

As formas troficas podem sofrer conjugacdo formando uma célula diploide dando
lugar a fase de reproducdo sexuada, que ainda ndo esta demonstrada. A célula diploide
sofre uma meiose, seguida de mitose com a formacéo da forma quistica ou asco, com oito
células filhas no seu interior, os ascdsporos. Com a maturacdo da forma quistica, os oito
ascosporos sao libertados no espaco alveolar e transformam-se em novas formas troficas
(de Souza & Benchimol, 2005). Numa infecdo por Pneumocystis as formas troficas sao
as formas de desenvolvimento mais abundantes nos alvéolos pulmonares.

As formas troficas (Figura 3), que tém um aspecto irregular, encontram-se nos

alvéolos pulmonares em estreita associagcdo com os pneumacitos do tipo | (de Souza &
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Benchimol, 2005). Aquelas formas possuem uma membrana celular fina, com 20-50
nandmetros (nm) de espessura e na sua superficie externa tém expansdes tubulares ou
filopddias, que podem ser importantes na fixacao, nutricdo e locomocao deste organismo
patogénico (de Souza & Benchimol, 2005).

As formas quisticas (Figura 4) séo esféricas com poucas expansdes tubulares a
superficie e com um didmetro médio de 5-8 micrometros (um), contendo até oito
ascosporos, com cerca de 1-2 um cada. A parede da forma quistica tem duas camadas
(camada externa fina e densa e camada interna espessa em contacto direto com a

membrana celular) e possui cerca de 120-160 nm de espessura (de Souza & Benchimol,
2005; Matos et al., 2017).

Fase sexuada

Conjugagdo de
trofozoitos

\ Pre-quisto
/ / (diploide)
Fase
asscxuada |\
\htm.undn:‘l

N

‘\
Irofozoito
(haploide)

\ Dn isdo bumn.s

Figura 2. Ciclo de vida de P. jirovecii no alvéolo pulmonar do ser humano, o qual possui
duas fases: a fase de reproducdo assexuada (A) e a fase de reproducdo sexuada (B)
hipotética (imagem adaptada de CDC, 2023).

As formas quisticas encontram-se livres nos alvéolos pulmonares e sdo adquiridas
por inalacdo, mas estdo descritas outras localizagGes extrapulmonares de P. jirovecii
(Matos et al., 2017).
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Reticulo endoplasmatico

Ribossoma

Extensdes tubulares

(filopidias)

Figura 3 : Imagem representativa das principais estruturas da forma tréfica de P. jirovecii
(adaptado de De Souza & Benchimol, 2005).

Particulas

Camada externa da
membrana celular

Camada intermédia da
membrana celular

Membrana
plasmatica Corpos
intraquisticos

Nucléolo
Ribossomas

Nucleo

Expansio tubular

Reticulo endoplasmatico
(filopddias)

Mitocondria

Figura 4. Imagem ilustrativa das formas quisticas de P. jirovecii e das suas principais
extruturas (adaptado de De Souza & Benchimol, 2005).

1.3.3 Patogenia da PPC

A patogenia da PPC provém da ligacdo das formas troficas aos pneumdcitos do
tipo | dos alvéolos pulmonares, por interdigitagdo das membranas celulares de ambas as
células (Matos et al., 2017). Esta interacdo, conduz ao aumento da proliferacdo do
organismo patogénico, neste caso, de Pneumocystis e, ao mesmo tempo, a inibicdo do
crescimento das células epiteliais alveolares do hospedeiro (Matos et al., 2017).
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No inicio da infe¢&o, as reages inflamatorias resultam em alteracGes celulares com lesdes
limitadas. A evolugdo da infecdo leva a formagao e acumulagdo de exsudato inflamatorio,
que preenche os alvéolos pulmonares e ao aparecimento de lesdes focais de necrose nos
pneumacitos tipo |, hipertrofia das células alveolares e preenchimento dos espagos
alveolares por células lesadas e formas tréficas e quisticas de P. jirovecii (Matos et al.,
2017).

1.3.4 Manifestacgdes clinica da PPC

Embora P. jirovecii tenha uma afinidade para os pulmdes, também ja foram
descritos casos de infecGes em outros 6rgaos (Ruggli et al., 1997). Quando se observam
pulmdes com uma infecdo por P. jirovecii ja instalada encontram-se sinais de inflamacéo
e acumulacdo de exsudato inflamatdrio nos alvéolos que levam a perda parcial da
absorcdo de oxigénio e consequentemente a hipoxemia, que se expressa clinicamente
como dispneia seguida de tosse ndo produtiva (na maioria dos casos) (Yoneda & Walzer,
1983), e ainda esses sintomas sdo acompanhados de febre de 38°C a 40°C. Além disso,
pode-se observar perda de peso e fragueza muscular, que sdo mais visiveis nos

seropositivos para VIH (Calderén et al., 2010).

1.3.5 Diagnoéstico laboratorial da PPC

O diagndstico laboratorial da PPC pode ser feito por dois métodos: microscopia
Otica ou de fluorescéncia e por métodos moleculares, usando espécimes respiratorios que
sdo obtidos por técnicas diferentes, desde os ndo a pouco invasivos (expetoracdo
espontanea, lavado oral e expetoragéo induzida) aos invasivos (lavado broncoalveolar e
bidpsia dos tecidos infetados).

Através da microscopia 6tica pode-se observar a parede da forma quistica de P.
jirovecii corada de cinzento pela Metamina prata, e de lilas pelo azul de toluidina ou com
fluorescéncia inespecifica pelo calcoflior. Enquanto as formas tréficas e os oito
ascosporos sao corados pelos métodos de Giemsa e de Giemsa modificado (Diff-Quick),
aparecendo o citoplasma destas células azul e o nlcleo vermelho (Calderén et al., 2010).
Por sua vez, as imunofluorescéncias diretas ou indiretas com anticorpos monoclonais

permitem a detecdo de formas de P. jirovecii (Calderon et al., 2010), marcadas por

13



moléculas florescentes (Fluoresceina) ligadas a antigénios de superficie de P. jirovecii
havendo a emissdo de uma coloracgéo fluorescente verde-alface (Baughman et al, 1989;
Lautenschlager et al, 1996; Bava, Cattaneo & Bellegarde, 2002).

No que concerne aos métodos moleculares, as técnicas de PCR quantitativo em
tempo real (RT-qPCR) descritas (Arcenas et al, 2006; Huggett et al., 2008) e PCR-nested
(Wakefield et al., 1990), amplificam segmentos de DNA especificos de P. jirovecii.
Ambas as técnicas possuem uma grande importancia, na analise quantitativa e qualitativa,
respetivamente, em relacdo a presenca deste microrganismo. As suas desvantagens, no
caso da RT-qPCR, tem a ver com a dificuldade de distinguir casos de colonizados por P.
jirovecii e doentes com PPC e no caso da PCR-nested é a facil contaminacéo durante as
varias fases do processamento (Huggett et al., 2008).

A possivel discordancia entre os resultados dos dois métodos de diagnostico (PCR
positiva e microscOpia negativa), leva a dificil interpretacdo do resultado. Essa
discordancia de resultados pode ser influenciada por trés fatores: tipo de amostra colhida
(expetoracdo espontanea, lavado oral e expetoracdo induzida, lavado broncoalveolar e
biopsia de tecido); coloracdo (metamina prata, azul de toluidina, calcoflior, Giemsa e
Giemsa modificado (Diff-Quick) e a experiéncia do técnico de laboratdrio na observagdo
ao microscoépio (Calderdn et al., 2010).

Devido a este facto surgiram novas abordagens de diagnostico, como a detecao de
anticorpos anti-Pneumocystis no soro (Smulian et al., 1993), e imunodetec¢do utilizando
duas técnicas (imunoenzimatica e immunoblotting) com antigénios recombinantes de
Pneumocystis. Estes novos meétodos tém-se revelado como possiveis métodos de
diagndsticos alternativos aos métodos de coloracdo histoquimica nos estudos
epidemioldgicos (Daly et al., 2002; Bishop & Kovacs, 2003; Daly et al., 2004; Daly et
al., 2006; Daly et al., 2009).

1.3.6 Tratamento e profilaxia da PPC

O tratamento da PPC dura trés semanas (21 dias), independentemente do
medicamento e da dose ou da via de administracdo. Os farmacos usados no tratamento e
na profilaxia ttm como alvo o metabolismo do parasita, inibindo algumas enzimas
essenciais, comprometendo assim o0 metabolismo do parasita. Os medicamentos

considerados de referéncias séo TMP-SMX (Cotrimoxazol ou Bactrim) e Pentamidina.

14



Além disso existem a Dapsona, Clindamicina, Primaquina, Atovaquona, Trimetrexato e
Eflornitina. Todos estes farmacos sdo eficazes administrados isoladamente ou em
combinacdo. O quadro 1 apresenta os farmacos, as doses, as posologias e as vias de

administracdo e algumas precaucdes a ter (Matos et al.,2021).

Quadro 1. Farmacos para tratamento da PPC (baseado em Matos et al., 2021)

Medicamentos Dose Posologia Via de
Tratamento de referéncia administracao
15-20 mg/kg/dia  Cada 6 Horas ou 4 Oral e Endovenosa
TMP-SMX 75-100 mg/kg/dia tomas diario
Pentamidina 3-4 mg/kg/dia ek ek Aok Intramuscular ou

Endovenosa (a)
Tratamento alternativo

Primaquina + Cada 6 Horas ou 4 Oral
Clindamicina 30 mg + 600mg tomas diario
Prl_maqu!ng N 30mg+ 900mg Cada 8I-_|9r_as ou3 Endovenosa
Clindamicina tomas diaria
Primaquina + Cada 6 Horas ou 4
Clindamicina 30mg+ 300mg tomas diario

- - Oral
Primaquina + 30ma+ 450m Cada 8Horas ou 3
Clindamicina g g tomas diaria
Atovaquona 750 mg Cada 12 Horas ou Oral

2 tomas diéaria
(@) Administrar de preferéncia por via endovenosa com periodo maximo de uma a duas
horas.

O tratamento da causa pode ser potenciado com uso de corticoides, com a finalidade
de diminuir a inflamac&o e a evolucédo para fibrose, levando a obstrucdo alveolocapilar
que consequentemente evolui para hipoxemia, mas esse tratamento sé é recomendado nas

formas graves. (Matos, et al.,2021).

1.3.7 Profilaxia

Aos seropositivos para VIH, a profilaxia é recomendada para todos que tém a
contagem de células TCD4" <200/mm3 seja adulto ou adolescente, e também as criangas

cujas mées sao VIH-positivas, devem iniciar as suas profilaxias desde as 4 semanas de
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vida. (Matos et al, 2021). Abaixo, no quadro 2 estdo descritos os medicamentos usados

na profilaxia (Matos et al., 2021).

Quadro 2. Farmacos para a profilaxia da PPC (baseado em Matos et al., 2021)

Via de

Medicamentos Dose Posologia .. ~
administracao

Profilaxia de referéncia
Forte -1 cmp/dia ou

TMP-SMX 960mg 3comp/semana
Simples-1comp/dia Oral
Dapsona 50mg 2cmp/dia ou 100mg/dia

em toma Unica
Profilaxia alternativa

Dapsona+ 50mg Tomar os trés
Pirimetamina+ 50mg medicamentos/semana
Leucovorina 25mg Oral
Dapsona+ 200mg Tomar os trés
Pirimetamina+ 75mg medicamentos/semana
Leucovorina 25mg
Pentamidina 300mg 300mg/ mé_s .

60mg 60mg/15dias, apos 2 Nebulizacéo
aerosol N

doses de 300mg/més

Atovaquona 1500mg 1500mg/dia Oral

Na profilaxia secundaria ou terapéutica de manutencdo a administrar aos
individuos com histérico de PPC, recomenda-se a primeira opcao da tabela descrita acima
TMP-SMX, até que haja reconstituicdo imunitéaria conseguida através da TARV.

A profilaxia secundaria, deve ser interrompida seguindo as recomendacdes para

descontinuacdo da profilaxia priméria (Matos et al., 2021).

1.4 Objetivos

Na Republica da Guiné-Bissau existe uma total falta de informacéo sobre a existéncia
de casos de PPC, uma infecdo oportunista tdo importante com elevadas taxas de
morbilidade e mortalidade na populagdo imunocomprometida, principalmente nos VIH-
positivos, e também ndo ha nenhuma informacdo sobre a existéncia de infecdo
assintomatica por P. jirovecii. Por outro lado, a TB pulmonar é uma importante causa de

morte na populacdo deste pais (Kihle et al., 2022), com grande relevo para a populagao
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seropositiva para VIH. Estes dados levaram o autor deste trabalho de tese de mestrado a
realizar o primeiro levantamento, neste pais, sobre a existéncia de casos de infecéo por P.
jirovecii em doentes seropositivos para VIH com sintomatologia respiratoria e suspeita

de TB pulmonar. Assim, os objetivos deste trabalho foram:

= Determinar a presenca de infegéo por P. jirovecii nos pulmdes de doentes com
serologia positiva para VIH e com suspeita de TB pulmonar;

= Determinar as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas desta infecdo neste
grupo de doentes;

= Caracterizar os fatores de risco associados ao aparecimento de infe¢do por P.

jirovecii nos doentes seropositivos para VIH com suspeita de TB pulmonar.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Hospital Raoul Follereau (Bissau), e Mal de Hansen
(Cumura), Guiné-Bissau, no Servicos da consulta externa e nas salas de internamentos.
As amostras bioldgicas foram processadas em dois locais (laboratorio do Hospital Raoul
Follereau-Guiné-Bissau e laboratério do Grupo de Protozoarios Oportunistas/VIH e
Outros Protozoarios do IHMT, UNL, Portugal).

2.2 Desenho do Estudo

Sessenta e uma (61) amostras de expetoracdo espontanea de doentes seropositivos
para VIH, com confirmacdo laboratorial ou suspeita de TB pulmonar, seguidos nos
Hospitais Raoul Follereau e Mal de Hansen, foram recolhidos de 25 de marco a 13 de

julho de 2022, na Republica da Guiné-Bissau.

2.3 Populacao do Estudo

A populacgéo do estudo corresponde a doentes seropositivos para VIH com suspeita
ou confirmacéo de TB pulmonar, seguidos no Hospital Raoul Follereau e Hospital Mal

de Hansen, Republica da Guiné-Bissau.

2.3.1 Critérios de Inclusao no estudo

a) Doentes com idade igual ou superior a 18 anos.

b) Doentes seropositivos para VIH, confirmados laboratorialmente, com suspeita de
infecdo por M. tuberculosis por achados clinicos, laboratoriais e/ou imagioldgicos
sugestivos.

c) Doentes seropositivos para VIH, confirmados laboratorialmente, com diagnostico
clinico e/ou bacterioldgico de tuberculose pulmonar.

d) Doentes adultos que acederam participar no estudo, tendo assinado o respetivo

consentimento informado para participar no estudo.
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2.3.2 Processamento da informacao clinica e epidemiologica

As informacoes clinicas e epidemioldgicas analisadas neste estudo foram obtidas
através do formulario (anexo n°l) solicitado aos doentes incluidos no estudo, e que foi
previamente aprovado pelo Comité Nacional da Etica da Republica da Guiné-Bissau e do
IHMT. Os dados recolhidos para cada doente foram: género, idade, raca, etnia, infecéo
por TB, outras infe¢Bes (presenca de tosse), terapéutica anti-bacilar, antecedente de PPC
(diagndstico clinico, ndo confirmado laboratorialmente), profilaxia da PPC, contagem de
células TCD4" (ndo se conseguiu obter por ndo ser feita a contagem nos hospitais
envolvidos no estudo), nivel de LDH (n&o se conseguiu obter por ndo ser feita a medicao
nos hospitais envolvidos no estudo), nivel de PaO, (medido com oximetro de pulso),
padrdo de Raio-x do torax, diagnostico de VIH, tempo de diagndéstico de VIH, TARV,
diagndstico de saida, comportamento de risco.

O género: duas categorias masculinas e femininas.

Idade: trés grupos etarios (18-38 anos; 39-59 anos; > 60 anos).

As etnias: descritas sdo 11 de acordo com etnias presentes na Republica da Guine-Bissau:
“"Mansonca, Pepel, Fula, Mandinga, Mancanha, Manjaca, Nalu, Balanta, Bijagos,
Biafada e Felupe™.

Infecdo por TB pulmonar: quando foi detetado DNA de bacilos de tuberculose através
do exame laboratorial (Gene xpert) é considerado positivo. No que concerne a
comorbilidades, ou seja, a presenca de outras infecdes, estas foram na sua maioria
confirmadas clinicamente, com excecdo da malaria e da toxoplasmose, cuja confirmacgéo
foi laboratorial.

A duracéo de terapéutica anti bacilar foi catalogada em duas fases, intensiva quando
o0 tempo de tratamento n&o ultrapassa os dois meses e manutencdo (continuacao) quando
esse tempo excede dois meses, e vai até 6 meses de tempo total para tratamento de bacilos
néo resistentes. (Mitchison e Davies, 2012).

Antecedentes de PPC: é considerado quando, previamente, um individuo tenha
apresentado um quadro clinico sugestivo de PPC e que tenha sido diagnosticado
laboratorialmente com infegéo por P. Jirovecii.

Profilaxia anti-PPC: segundo Matos et al. (2021), a profilaxia deve ser administrada até

que a reconstituicdo imunolodgica seja alcangada, com o apoio da TARV. Ainda, adultos
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VIH-positivos devem receber quimioprofilaxia contra a PPC se tiverem contagens de
células TCD4* <200/mm?3 ou histéria de candidiase orofaringea (Matos et al., 2021).
TMP-SMX € a terapia de combinacdo recomendada na dose profilatica de um
comprimido de dose dupla diaria, o qual confere protecdo cruzada contra toxoplasmose e
muitas infecdes bacterianas respiratorias.

Contagem de células TCD4" (< 200 céls./mm? nos doentes com PPC): é importante na
avaliacdo inicial, para monitorizar a eficacia do tratamento e detetar precocemente
problemas de adesdo ao tratamento (Matos et al., 2021).

Nivel de LDH: sendo um elemento de progndstico serve para avaliar o estado imunitéario
e a resposta terapéutica, porém s6 quando ha aumento do seu nivel na fase inicial da
doenca sendo um dos elementos do diagnostico presuntivo (Matos et al., 2021).

Tempo de diagndstico da infe¢do por VIH: foi subdividido em dois periodos: < 1 ano
e>1 ano.

TARV: é considerada sim se est instituida, e ndo no caso contrario.

Diagnostico de saida: de acordo com a avaliacdo médica.

Comportamento de risco: duas categorias heterossexuais (pessoas que praticam
atividade sexual com o género oposto) e homossexual (homem que pratica atividade

sexual com homem).

2.4 Meétodos

2.4.1 Colheita das amostras

A colheita das 61 amostras de expetoracdo esponténea foi feita para contentores
estereis de boca larga. A expetoracéo foi colhida de manh&, em jejum, apds o doente lavar
a boca, gargarejando s6 com &gua para reduzir a contaminacdo da flora orofaringea e
todas as amostras com saliva e corrimento nasal foram descartadas. As amostras

recolhidas diariamente foram refrigeradas a 9°C.
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2.4.2 Processamento das amostras de expetoracgao espontanea
(Laboratorio na Guiné-Bissau)

Num passo inicial, adicionou-se, as amostras, agua destilada estéril até perfazer o
volume de 15 ml . Com auxilio de um vdrtex agitou-se a amostra até homogeneizar a
mistura. De seguida, as amostras liquefeitas foram levadas a centrifugar (Sigma) a 5000
rpm, durante 20 minutos. A maior parte do sobrenadante foi rejeitado, seguindo-se a
ressuspensédo do sedimento em cerca de 4 ml de sobrenadante. O volume da amostra foi
dividido para dois microtubos de 2 ml. Estes microtubos com a amostra concentrada
foram mantidos a 9°C, até ao transporte para o IHMT-NOVA.

As amostras biologicas foram transportadas, devidamente acondicionadas, com a
documentacdo necessaria, desde o laboratério na Guiné-Bissau até ao IHMT-NOVA,
Portugal, onde se procedeu a continuacdo da metodologia de diagnostico laboratorial

adotada para este estudo.

2.4.3 ldentificacdo de Pneumocystis jirovecii em expetoragao
espontanea por técnica de imunofluorescéncia direta com
anticorpos monoclonais (IFI/AcM)

No IHMT-NOVA - A identificacdo de P. jirovecii foi feita por técnica de
imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais (IF-AcM). Para o efeito, foi
utilizado um protocolo comercial (MonoFluo® P. jirovecii IFA test Kit, BioRad) e a
técnica foi executada com base nas instrucbes do fabricante: as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente, e efetuou-se um esfregaco com aproximadamente
50 ul de amostra cada, em laminas de microscopia pré-tratadas com poli-L-lisina. Os
esfregacgos, foram secos a temperatura ambiente e, de seguida, fixados com acetona
durante 10 minutos. Seguiu-se a adi¢cdo cerca de 20 ul de reagente de coloracdo a cada
esfregaco, que contem anticorpos monoclonais marcados (produzido e purificados a partir
de ratos) com isotiocianato de fluoresceina (FITC) que reagem com as diversas formas
do microrganismo (formas quisticas e formas troficas), e procedeu-se a incubacéo, em
camara hamida, na estufa a 36°C, durante 35 minutos. De seguida o esfregaco foi lavado
com agua desionizada e deixado a secar. No final aplicou-se uma a duas gotas de meio

de fixacdo sobre a lamina e por cima do esfregaco colocou-se uma lamela. A visualizagédo
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de cada esfregaco foi efetuada no microscopio ético de fluorescéncia, no comprimento de
onda de 475 nm (Lautenschlager et al., 1996).

2.4.4 Detecdo molecular de Pneumocystis jirovecii

Extracéo do acido desoxirribonucleico (DNA)

O DNA gendmico de P. jirovecii foi extraido, recorrendo-se ao QlAamp DNA
Mini Kit (Quiagen), de acordo com as indicacdes do fabricante.

Procedimento:

1. Em tubo eppendorf de 1,5ml adicionou-se 200ul da amostra a testar, 20ul de proteinase
K e 200 ul de tampédo AL e homogeneizou-se vigorosamente no vortex.

2. Incubou-se a 56°C, durante 10 minutos, com homogeneizacdo no vortex a cada 5
minutos.

3. Adicionou-se 200ul de etanol (96-100%) e agitou-se bem no vortex.

4. Transferiu-se 600ul da mistura para a coluna (QIAamp spin column) e centrifugou-se
a 8000 rpm durante 1 minuto. Repetiu-se este passo até que toda a mistura fosse filtrada
na membrana.

5. Adicionou-se a coluna 500ul do tampdo AW1 e centrifugou-se a 8000 rpm durante 1
minuto e desprezou-se o filtrado.

6. Adicionou-se a coluna 500ul do tampdo AW2 e centrifugou-se a 14 000 rpm durante
3 minutos e desprezou-se o filtrado.

7. Para garantir a eliminacdo total dos reagentes de lavagem fez-se uma nova
centrifugacgéo da coluna por 3 minutos.

8. Transferiu-se a coluna para um novo tubo eppendorf e adicionou-se cuidadosamente a
coluna 100ul do tamp&o AE no centro da matriz de silica e incubou-se a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

9. Centrifugou-se o tubo, contendo a coluna, a 8000rpm durante 2 minutos, desprezou-se

a coluna e guardou-se o tubo contendo a amostra do DNA a -20°C.
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Detecdo de P. jirovecii em espécimes respiratdrios por PCR-nested.

Apols extracdo do DNA genomico do microrganismo, as amostras foram
submetidas a amplificacdo de um fragmento com 263 pb, que codifica o acido
ribonucleico (RNA) da subunidade grande do ribossoma mitocondrial (LSU-mtrRNA) de
P. jirovecii, através de uma PCR-nested, descrita anteriormente por outros autores
(Wakefield et al. 1990; Tamburrini et al. 1996, Matos et al., 1999; Matos et al., 2006

A técnica de PCR-nested é uma variante da técnica da PCR simples, que tem como
objetivo amplificar uma determinada regido alvo de DNA do microrganismo, utilizando
os produtos do DNA amplificados na primeira reagdo, como molde para uma segunda
reacdo. Esta técnica usa um par de oligonucle6tidos iniciadores (primers) na primeira
etapa, seguida por uma segunda reacdo com recurso a um par de oligonucleotidos
iniciadores diferentes do anterior, mais interno, e que tém como regido alvo o primeiro
produto de DNA amplificado. Esta técnica tem como vantagem relativamente a PCR
simples 0 aumento da especificidade e sensibilidade da técnica de PCR (Mothershed e
Whitney, 2005).

O quadro 3 apresenta as sequéncias dos primers utilizados na amplificacdo do
gene mtLSUrRN de P. jirovecii do PCR-nested, e suas caracteristicas (dimensdo do
oligonucle6tido), temperatura de hibridacdo, designada por Ta, conteudo em CG e

tamanho do fragmento de amplificacao.

Quadro 3 . Sequéncias nucleotidicas e caracteristicas (dimensdo do oligonucle6tido,
temperatura de hibridacdo/TA, contedido em CG e tamanho do fragmento de

amplificagdo) dos primers utilizados para amplificagdo do gene mtLSUrRN de P.

jirovecii.
) R . Dimensdo Ta  CG  Amplicdo
PCR  Primer Sequéncia (5 —»3")
(pb) co (%) (pb)
12 pAZ 102-E GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 20 59,4 55 346
Parte  pAZ 102-H GTGTACGTTGCAAAGTACTC 20 553 45
28 pAZ 102-X GTGAAATACAAATCGGACTAGG 22 565 41 263
Parte  pAZ 102-Y TCACTTAATATTAATTGGGGAGC 23 553 35
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A primeira e a segunda reacdo de amplificacdo foram efetuadas num volume total
de 25ul, contendo cada um dos seguintes componentes: por cada amostra, preparou-se
uma mistura de amplificacdo contendo 1x tampéao de reacdo (16 mM (NHa) 2SO4, 67 mM
Tris-HCI [pH 8,8], 0,01% tween-20; Bioline), 0,8 mM de uma mistura de dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) (Applied Biosystems), 0,2 uM de cada primer (pAZ 102-E e pAZ
102-H na 1@ parte; pAZ 102-X e pAZ 102-Y na 22 parte; MWG Biotech), 2,5 mM de
cloreto de magnésio (MgCly) (Bioline), 0,75 U de BiotagTM DNA polimerase (Bioline),
0,01 ug/ul de albumina sérica bovina, BSA do inglés bovine serum albumin (Sigma), 2
ul de DNA gendmico, obtido ap6s extragdo pela técnica de QlAamp DNA Mini Kit , e
agua desionizada estéril. Para monitorizar a qualidade dos resultados, em cada ensaio de
amplificacdo, foram incluidos, um controlo positivo (suspensdo de DNA de P. jirovecii)
e um controlo negativo (agua desionizada estéril), substituindo, nas respetivas reacées, 0s
2 ul de DNA gendmico das amostras. As componentes térmicas da reacdo, encontram-se
descritas no quadro 4, e foram aplicadas num termociclador (T1 Thermocycler;

Biometra).

Quadro 4. Condic¢oes da reacdo de amplificacdo do gene mtLSUrRNA de P. jirovecii

Condic¢6es de amplificacdo*
Desnaturagéo inicial 95°C, 3 minutos
Desnaturacéo 95°C, 1,5 minutos
Ligacdo 55°C, 1,5 minutos x40 Ciclos
Extensdo 72°C, 2 minutos
Extens&o Final 72°C, 10 minutos

*as condicOes térmicas de amplificacdo sdo iguais na 12 e na 22 parte do PCR-nested

2.4.5 Visualizacédo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR obtidos na segunda reacdo da PCR-nested para o gene alvo
em estudo foram posteriormente submetidos a uma eletroforese em gel de agarose
SeaKem® LE (FMC BioProducts) a 1,5% em tampé&o Tris — Acetato — EDTA (TAE) 1x
(40x nM Tris-Acetato; 1nM EDTA; pH 8,3). A eletroforese em gel € um método de

separacdo de uma mistura de moléculas através de uma fase estacionéaria (agarose ou
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poliacrilamida) submetida a um campo elétrico. Os produtos de PCR sao carregados em
pogos moldados durante a preparacdo do gel e, de seguida aplica-se um campo elétrico
para separar 0os amplicdes, de acordo com os respectivos pesos moleculares. As fracfes
separadas sao visualizadas por acdo de luz ultravioleta, num transiluminador (ECX-20.M;
Vilber Lourmat) e os resultados foram registados com uma maquina fotogréafica digital
do sistema de aquisicdo de imagem incorporado ao transiluminador (PowerShot A710 IS;
Canon). O DNA intercalado com as moléculas de brometo de etidio torna-se fluorescente
devido a presenca deste composto quimico, que caracteristicamente, fica excitado,

emitindo fluorescéncia quando Ihe é incidida radiacdo ultravioleta.

Procedimento:

1. Dissolveu-se 1,59 de agarose SeaKem® LE (FMC BioProducts) em 100mL de solucéo
tamp&o TAE 1x (40x nM Tris-Acetato; 1nM EDTA,; pH 8,3) e aqueceu-se no microndas
até que a solucdo ficasse homogeénea e transparente.

2. Adicionou-se 5 pl de Brometo de etidio (0,5 pg/ml, Merck®) e verteu-se o preparado
para um suporte de eletroforese, onde previamente se colocou o pente apropriado para
aplicacdo das amostras e deixou-se a polimerizar.

3. Posteriormente, colocou-se o gel na tina de eletroforese e encheu-se a tina com a
solugédo tampao TAE 1x de modo que o gel ficasse completamente imerso.

4. De seguida, aplicaram-se as amostras nos varios pocos. Cada amostra aplicada
consistiu na mistura de 16ul do produto de PCR a analisar com 1,5ul de solugédo de
aplicacdo loading tampdo (0,03% azul de bromofenol, 0,03% xileno cianol FF, 60%
glicerol, 60 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI [pH 7.6]) (Fermentas, Reino Unido) (Loading
Dye Solution-Fermentas®). A migracdo dos produtos de PCR no gel foi realizada
simultaneamente com um marcador de massa molecular de 100 bp (Gene Ruler TM
100bp DNA Ladder, fermentas®), tendo-se adicionado a 1ul do marcador, 1,5 ul de 6 x
DNA loading dye e 15ul de agua desionizada esteril.

5. A migracdo dos fragmentos de DNA amplificados com uma voltagem constante de
100V durante 40 minutos, no Agarose Gel Electroforesis Systems (Bio-Rad®, Franca),
constituido pela tina de eletroforese (SubCell® GT) e uma fonte alimentadora de corrente
(Power Pac HC).
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6. Por fim, realizou-se a visualizagdo dos produtos amplificados no transiluminador sob
luz ultravioleta (Viber Lourmat) devido a emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio
intercalado na cadeia de DNA. As bandas com tamanho correspondente ao fragmento
esperado (263pb) foram consideradas positivas para a presenca de DNA genomico de P.

jirovecii.

2.4.6 Critério de positividade

Todas as amostras positivas obtidas quer apenas por uma das técnicas ou por
ambas as técnicas de diagndstico (IF-AcM e PCR-nested para amplificacdo do gene
mtLSUrRNA de P. jirovecii) utilizadas foram considerados casos positivos para P.

jirovecii.

2.4.7 Analise dos dados

Os dados foram armazenados em software Excel 2016, e processados no software
SPSS v.20. O teste de Chi-quadrado (y2) foi aplicado para investigar a associagdo entre
variaveis qualitativas com diferencas estatisticamente significativas (P <0,05) entre as
variaveis em estudo. Os dados foram agrupados em tabelas de contingéncia de duas

entradas e a analise efetuada com intervalo de confianca de 95%.
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3. RESULTADOS

3.1 Resultados demograficos e clinicos

Inicialmente, 90 doentes provenientes de dois hospitais na Republica da Guiné-
Bissau, Reaoul Folereau e Mal de Hansen comecaram por participar no estudo. No final
do estudo s0 se conseguiu recolher amostras bioldgicas de expetoracéo espontanea de 61
doentes. Motivo pelo qual foram retirados 29 doentes do estudo. Dos 61 doentes que
participaram no estudo, provenientes de dois hospitais na Republica da Guiné-Bissau,
Reaoul Folereau e Mal de Hansen, 72,1% (44/61) estavam hospitalizados e 27,9% (17/61)
provinham da consulta externa. Destes doentes 59% (36/61) pertenciam ao género
feminino e 41% (25/61) do género masculino. A idade média dos doentes registados foi
de 40 anos. A totalidade dos individuos é de raca negra e declarou ser heterossexual. De
acordo com a etnia, 26,2% (16/61) pertenciam a etnia Balanta; 24,6% (15/61) a etnia
Fula, 21,3% (13/61) a Mandinga; 6,6% (4/61) a Bijagos; 4,9% (3/61) a Mancanha; para
as etnias Pepel, Biafada, Mandjaco e Nalu, registaram todas uma frequéncia de 3,3%
(2/61), e as etnias Felupe e Mansonca observaram-se ambas 1,6% (1/61) (Quadro 5).

Quadro 5. Dados demogréaficos dos 61 doentes confirmados ou com suspeito de
Tuberculose pulmonar

Variaveis % (n)
Género
Masculino 41(25)
Feminino 59 (36)
Idade
18-38 42,6 (26)
39-59 50,8 (31)
>60 6,6 (4)
Raca
Negra 100 (61)
Comportamento risco
Heterossexual 100 (61)
Etnias % (n)
Balanta 26,2 (16)
Biafada 3,3(2)
Bijagos 6,6 (4)
Fula 24,6 (15)
Felupe 1,6 (1)
Mancanha 4,9 (3)
Mandinga 21,3 (13)
Manjaca 3,3(2)
Mansonca 1,6 (1)
Nalu 3,3(2)
Pepel 3,3(2)
Total 100 (61)

Todos os 61 doentes estudados queixavam-se de tosse e 70,5% (43/61) tinham
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tuberculose pulmonar confirmada laboratorialmente por GeneXpert e todos estavam sob
terapéutica anti bacilar, incluindo quatro doentes que foram diagnosticados clinicamente.
A maioria, 77% (47/61) encontrava-se na fase intensiva, enquanto 4,9% (3/61) dos

doentes encontravam-se na fase de manutencdo da terapéutica anti bacilar (Quadro 6).

Quadro 6. Dados clinicos dos 61 doentes com suspeita ou confirmacéo de tuberculose
pulmonar, incluidos neste estudo.

Variaveis % (n)
Infegcdo por TB
Sim 70.5 (43)
Né&o 29,5 (18)
Outras infecbes
Sim 21,3 (13)
Né&o 78,7 (48)
Terapia anti-bacilar
N4o 18 (11)
Intensiva 77 (47)
Manutencao 4,9 (3)
Outras infeces (tipos)
Toxoplasmose 3,3(2)
Malaria 3,3(2)
Candidiase Oral 3,3(2)
PPC 4,9 (3)
Cand. orofaringea e Hepatite-B 1,6 (1)
Herpes zoster e Cand. oral 1,6 (1)
Sarcoma de Kaposi 3,32
Total 100 (61)

Cand: candidiase

Uma percentagem de 4,9% (3/61) dos doentes estudados era suspeita de apresentar
coinfeccdo por P. jirovecii (diagndstico clinico). Outras comorbilidades foram
igualmente registadas, tais como, toxoplasmose, malaria, candidiase oral, Sarcoma de
Kaposi cada uma com 3,3% (2/61), e com menor frequéncia foi observada candidiase
orofaringea associada a hepatite B e candidiase oral associada a Herpes Zoster, ambas
com 1,5% (1/61) (Quadro 6). Os 4,9% (3/61) de doentes diagnosticados clinicamente
como tendo PPC estavam sob terapéutica anti-P. jirovecii com cotrimoxazol 960mg (um
comprimido cada oito horas com duracdo média de 14 dias). A saturacdo de oxigénio, no
sangue foi medida com o auxilio de um oximetro de pulso, em 52 doentes, tendo sido

registada uma percentagem média de 97,5% (Quadro 7). A radiografia do torax, so foi
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possivel obter em 57% (35/61) da populacdo estudada. Os padrdes de Rx observados
foram: infiltrado intersticial difuso em 19,7% (12/61) dos doentes; frequéncias idénticas
de padrdo normal e padrdo com lesdes cavitarias de 9,8% (6/61); padrdo intersticial
difuso associado a lesdes cavitarias em 4,9% (3/61); lesbes cavitarias associadas com
derrame pleural em 3,3% (2/61) dos doentes e igual frequéncia de doentes com padréo
intersticial difuso associado com micronodular; e padréo intersticial difuso associado a

derrame pleural em 1,6% (1/61) que corresponde a um doente (Quadro 8).

Quadro 7. Nivel de PaO2 no sangue dos 52 doentes que apresentaram o resultado deste

teste no relatério clinico.

Nivel de PaO2 (o) % (n)
94 6,6 (4)
95 6,6 (4)
96 11,5 (7)
97 9,8 (6)
98 31.1 (19)
99 3,3(2)
100 16,4 (10)
N&o disponivel 14,8 (9)
Total 100 (61)

Dos 61 doentes estudados, 78,7% (48/61) faziam profilaxia com cotrimoxazol
960mg diario com uma média de 14, 15 dias, e os restantes 21,3% (13/61) dos doentes
ndo faziam esta profilaxia (Quadro 9).

E de ressaltar que toda a populacdo estudada foi positiva para VIH, sendo a
maioria (75,4%; 46/61), conhecedora da seropositividade para VIH ha menos de trés
meses, enquanto 24,6% (15/61) tinham sido informados da sua seropositividade para VIH
h& mais de um ano. Dos 61 doentes estudados 55,7% (34/61) faziam TARV, enquanto 0s
restantes 44,3% (27/61) ndo estavam sob esta terapéutica. Entre os doentes em TARV

31,1% (19/61) estavam num periodo de tratamento inferior a trés meses,
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comparativamente aos 24,6% (15/61) que ja se encontravam sob TARV & mais de um

ano.

Quadro 8. Padrdo de raio-x dos 35 doentes com informacao radiologica, incluidos neste

estudo.

Padréo de Raio-X % (n)
Normal 9,8 (6)
Intersticial difuso 19,7(12)
Micronodular 3,3(2)
Lesdes cavitarias 9,8 (6)
Derrame pleural 1,6 (1)
Lesdes cavitarias e Derrame pleural 3,3(2)
Intersticial difuso e Lesdes cavitarias 4,9 (3)
Intersticial difuso e Micronodular 3,3(2)
Intersticial difuso e Derrame pleural 1,6 (1)
Né&o fez 42,6 (26)
Total 100 (61)

No diagnostico de saida a maioria dos doentes apresentou: associacdo VIH e TB
pulmonar com 70,5% (43/61); apenas infecdo por VIH em 21,3% (13/61); infecdo por
VIH, TB e PPC (diagndstico clinico) em 4,9% (3/61); e infecdo por VIH associada a
pneumonia comunitaria em 3,3% (2/61) dos doentes (Quadro 9).
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Quadro 9. Dados clinicos (periodo de diagnostico de VIH, administracdo de TARV,
profilaxia e terapéutica de pneumocistose, e diagndstico de saida) dos 61 doentes com

confirmacéo ou com suspeita de tuberculose pulmonar, incluidos neste estudo.

Variaveis % (n)
Antecedente de PPC

Né&o 100 (61)
Terapia anti- P. jirovecii

Sim 4,9 (3)

Né&o 95,1 (58)

Posologia e dose

TMP-SMX 960mg c/8h 4,9 (3)

Né&o 95,1 (58)
Profilaxia anti- P. jirovecii

Sim 78,7 (48)

Né&o 21,3 (13)

Posologia e dose

TMP-SMX 960mg/dia 78,7 (48)

Né&o 21,3 (13)
Periodo de diagnostico VIH

<1Ano 75,4 (46)

>1 Ano 24,6 (15)
TARV

Sim 55,7 (34)

Né&o 44,3 (27)
Duracéo do TARV

<1 Ano 31,1 (19)

>1 Ano 24,6 (15)

N&o comecou 44,3 (27)
Diagnostico de saida

VIH 21,3 (13)

VIHe TB 70,5 (43)

VIH, TB e PPC 49 (3)

VIH e Pneumonia comuntaria 3,3 (2)
Total 100 (61)

TMP-SMX, Trimetoprim- Sulfametoxazol ou cotrimoxazol
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3.2 Detecdo de Pneumocystis jirovecii: imunufluorescéncia
direta com anticorpos monoclonais (IF-AcM) e PCR-
nested tendo como alvo o gene que codifica a
mt(LSU)rRNA de P. jirovecii.

De acordo com o critério de positividade estabelecido inicialmente para este
estudo P. jirovecii foi detectado em 26,2% (16/61) das amostras estudadas, com as
técnicas de diagndsticos utilizadas. A técnica de PCR-nested registou 81,25% (13/16) de
casos positivos e 6,25% (1/16) dos casos positivos foram detectados apenas por IF-AcM.
Ambas as técnicas detetaram simultaneamente 12,5% (2/16), de casos positivos.
(Quadro 10).

Através da técnica de IFI-AcM, os quistos de P. jirovecii apresentaram forma
esférica e dimensdo média de 4 a 6 um, com a parede celular corada de verde fluorescente

(figura 5)

Figura 5. Quistos de P. jirovecii, visualizados pela técnica de IFI-AcM, em expectoracao
expontanea (x1000) (original do autor).
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As 61 amostras de expectoracdo expontanea foram, posteriormente, submetidas a
amplificacdo de DNA especifico de P. jirovecii, nomeadamente de um fragmento de 263 pb
do gene que codifica a mt(LSU) rRNA (Wakefield et al. 1990; Tamburrini et al. 1996,
Matos et al., 1999; Matos et al., 2006), como era esperado, e alguns exemplares séo

ilustrados na figura 6.

Figura 6. Separacao electroforética em gel de agarose 1,5% dos produtos do nested-PCR
de um fragmento de 263 pb do gene que codifica a subunidade grande do rRNA
mitocondrial. Linhas 5, 7 e 10 a 12 — Amostras estudadas positivas, linhas 6, 8 e 9
amostras negativas estudadas, linhas 1 e 2 - controlo positivo, linhas 3 e 4 — controlo
negativo, M — Marcador de peso molecular de 100 pb Sigma-Aldrich®, Alemanha.

Entre o nimero de 16 doentes com amostras de expetoracdo espontanea positivas
para P. jirovecii, a maioria eram do género feminino 62,5% (10/16) e 37,5% (6/16) do
género masculino. De entre estes doentes positivos 50% (8/16) tinham idades entre 18 e
38 anos todos eram da raca negra, e predominavam as etnias Balanta e Mandinga ambas
com 31,3% (5/16), seguida pela Fula com 18,8% (3/16), e as Bijagos, Mancanha e
Biafadas com 6,3% (1/16) casos cada. Em 68,8% (11/16) dos doentes positivos para P.
jirovecii foi igualmente diagnosticada tuberculose. Toxoplasmose (3/16), herpes zoster
(3/16) e sarcoma de Kaposi (3/16) foram comorbilidades registadas em 18,8% dos
doentes positivos para P. jirovecii, em que as duas Ultimas comorbilidades foram
diagnosticadas clinicamente. Em 75% (12/16) dos doentes positivos para P. jirovecii era
administrada terapia anti bacilar, dos quais 62,5% (10/12) encontravam-se na fase
intensiva (dura 2 meses) e 12,5% (2/12) na fase de manutengdo terapéutica (dura 4

meses). Os restantes 25% (4/16) nao estavam sob terapéutica anti bacilar.
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Dos 75% que faziam terapéutica anti bacilar, 50% (6/16) recebiam uma dose de
trés comprimidos diaria que continha isoniazida 225mg, rifampicina 450mg

pirazanamidal200 mg e etambutol 825 mg (fase intensiva).

Quadro 10. Presenca de P. jirovecii em amostras de expetoracao espontanea, observada
por técnica de imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais (IF-AcM) e PCR-
nested (gene mtLSUrRNA de P. jirovecii), de doentes com confirmagédo ou com

suspeita de tuberculose pulmonar, incluidos neste estudo.

Técnicas P. jirovecii Total
Positivo % (n)  Negativo % (n) % (n°)
IF — AcM e/ou PCR-nested 26,2 (16) 73,8 (45) 100 (61)
IF - AcM 4,9 (3) 95,1 (58) 100 (61)
PCR-nested 24,6, (15) 75,4 (46) 100 (61)
IF — AcM e PCR-nested 3,3(2) 96,7 (59) 100 (61)

Nenhum dos doentes positivos para P. jirovecii tinha sido previamente
diagnosticado com PPC (diagnostico clinico). Apenas um doente, durante o
acompanhamento foi diagnosticado clinicamente, e na altura da colheita da amostra
bioldgica encontrava-se sob terapéutica anti- P. jirovecii (cotrimoxazol 960 mg cada oito
horas durante 20 dias).

No quadro 11 encontram-se descritas a informagdo demogréfica, clinica, laboratorial e
pardmetros da doenca correspondentes aos 16 doentes positivos para P. Jirovecii,

identificados no estudo.
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Quadro 11. Informacdo demogréfica, clinica, laboratorial e pardmetros da doenga correspondentes aos 16 doentes positivos para

Pneumocystis jirovecii, identificados no estudo.

ID I/ICE G Grupo Etnia CR TB TAB Ol PaO; Padrdo de raio-X Inf. Profilaxia ~ Diagnosticode  TA IF PCR Pos*
etario clinica  anti-Pj saida RV

2 | F 39-59 Balanta Het Sim Sim Nao 96 LesOes cavitarias  Tosse  Sim VIH, TB Sim - + +

7 | F 39-59 Mandinga Het Sim Sim Sim 98 Néo fez Tosse  Sim VIH, TB, Toxo Sim - + +

8 | F 18-38 Mandinga Het Sim Sim Nao 95 Néo fez Tosse  Sim VIH, TB Sim - + +
11 | F 18-38 Balanta Het Sim Sim Ndo N Nao fez Tosse  Sim VIH, TB Sim - + +
14 | M 39-59 Balanta Het Sim Sim Ndo N Nao fez Tosse  Sim VIH, TB Ndo + + +
18 CE M 18-38 Mandinga Het Nd Ndo N&do 98 Normal Tosse  Nao VIH Ndo - + +
26 CE F  39-59 Mancanha Het Ndo Ndo Nio N Normal Tosse  Nao VIH Sim + + +
27 CE F 18-38 Mandinga Het N Nio Nio 98 Normal Tosse  Nao VIH Nido + - +
29 | F 18-38 Fula Het Sim Sim Nédo 97 LesOes cavitarias  Tosse  Sim VIH, TB Sim - + +
31 1 F 18-38 Balanta Het Ndo Ndo Nédo 97 Intersticial Tosse  Nao VIH Nao - + +
38 | F 18-38 Balanta Het Sim Sim Nédo 98 Intersticial Tosse  Sim VIH, TB, PPC Sim - + +
39 | M 39-59  Mandinga Het Sim Sim Sim 94 Intersticial Tosse  Sim VIH, TB Sim - + +
40 | M 39-59 Fula Het Ndo Sim Sim 100 Intersticial Tosse  Sim VIH Nao - + +
48 | M >60 Fula Het Sim Sim Ndo 100 Intersticila Tosse  Sim VIH Nao - + +
49 CE F 18-38 Bijagos Het Sim Sim N&o 100 Intersticial Tosse  Nao VIH, TB Néo - + +
52 | M 39-59 Biafada Het Sim Sim Nao 98 LesOes cavitarias  Tosse  Sim VIH, TB Nao - + +

ID: Identificao amostra; I: Internamento; CE: Consulta externa; G: género; F: Feminino; M: Masculino; CR: comportamento de risco; Het:
IF: Imunufluorescéncia direta; Pos*: casos

Heterossexual; TB: Tuberculose pulmonar; TAB: terapia anti-bacilar; Ol: outras infecoes;

positivos para P. jirovecii segundo o critério de positividade adoptado no presente estudo.
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3.3 Fatores associados a detecdo de P. jirovecii nas amostras de
expetoracao espontanea dos 61 doentes estudados.

Na andlise estatistica tendo por objetivo avaliar possiveis associacdes entre a
presenca de P. jirovecii e algumas das variaveis demograficas e clinicas dos doentes
estudados, com recurso ao teste de qui-quadrado e teste de Fisher, ndo foram observadas
associagoes estatisticamente significativas.

No inicio deste estudo o autor tentou recolher um maior nimero de dados
demogréficos e clinicos dos doentes participantes, tendo esse esfor¢o sido infrutifero por
falta de exames feitos nos dois hospitais onde o estudo decorreu. N&o foi possivel fazer
avaliacdo da associacdo entre a presenca de P. jirovecii e as varidveis raca e
comportamento de risco por serem varidveis com uma uUnica categoria. Ainda, as
variaveis, contagem de células TCD4*, nivel de LDH, ndo se encontravam disponiveis no
processo clinico dos doentes envolvidos no estudo. O facto de ndo termos conseguido
analisar essas variaveis causa algumas limitacGes neste estudo.

Da andlise das restantes variaveis embora sem significancia estatistica observou-
se gue os doentes do género feminino foram mais colonizados por P. jirovecii com 62,5%
(10/36), comparativamente aos doentes do género masculino 37,5% (6/25) (Quadro 12).
Quanto a presenca de P. jirovecii na expectoracdo dos doentes distribuidos por grupos
etarios, observou-se que a maioria dos doentes positivos se encontravam no grupo etario
dos 18-38 anos com 50,0% (8/16), seguida do grupo dos 39-59 anos com 43,8% (7/16) e,
por ultimo, a categoria >60 anos com 6,3 (1/16) (Quadro 13).

Quadro 12. Distribuicdo da frequéncia de P. jirovecii nas amostras de expetoracdo

espontanea analisadas em relacdo ao género dos 61 doentes englobados no estudo.

P. jirovecii
Total
N=61
% (n
% (n)
Sim Né&o

Género Masculino 37,5 (6) 42,2 (19) 41,0 (25)
Feminino 62,5 (10) 67,8 (26) 59,0 (36)
¥2=0,109 P =0,741

36



Quadro 13. Distribuicdo da frequéncia de P. jirovecii nas amostras de expetoragdo
espontanea analisadas em relacéo ao grupo etéario dos 61 doentes englobados no estudo.

P. jirovecii
Total
N=61
% (n)
% (n)
Sim Néo
Grupo 18-38 50,0 (8) 40,0 (18) 42,6 (26)
gtario 39-59 43,8 (7) 53,3(24) 50,8 (31)
>60 6,3 (1) 6,7 (3) 6,6 (4)

12=0,493 P=0,781

As etnias Mandinga e Balanta registaram 31,3% (5/16) de doentes positivos
para P. jirovecii, seguidas da etnia Fula 18,8% (3/16), e das etnias Mancanha, Biafada e
Bijagos todas com 6,3% (1/16) (Quadro 14).

Quadro 14. Distribuicdo da frequéncia de P. jirovecii nas amostras de expetoracdo

espontanea analisadas em relacdo ao grupo étnico dos 61 doentes englobados no estudo.

P. jirovecii
Total
N=61 % (n
% (n)
Sim Néo
Grupo étnico Mansonca 0,0(0) 22 (1 1.6 (1)
Pepel 0.0 (0) 44(2) 33(2)
Fula 18,8 (3) 26,7 (12) 24,6 (15)
Mandinga 31.3(5) 178 (8 21,3 (13)
Mancanha 6,3 (1) 44(2) 4,9 (3)
Manjaca 0.0(0) 44(2) 33(2)
Nalu 0,0(0) 44 (2) 33(2)
Balanta 31,3 (5) 24,4 (11) 26,2 (16)
Bijagos 63(1) 6.7(3) 6,6 (4)
Biafada 6,3 (1) 22(1) 3,3(2)
Felupe 0,0(0 22(1 16 (1)

x2=5,024 P=0,890
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A coinfecdo TB pulmonar+P. jirovecii, foi registada em 68,8% (11/43) dos
doentes estudados, em comparagcdo com 31,3% (5/18) dos doentes infetados por P.

jirovecii que ndo apresentavam TB (Quadro 15).

Quadro 15 .Distribuicdo da frequéncia de P. jirovecii nas amostras de expetoragéo
espontanea analisadas em relacéo ao diagndstico de tuberculose pulmonar dos 61

doentes englobados no estudo.

P. jirovecii
Total

N=61
% (n)

% (n)

Sim Néo

Tuberculose Sim 68,8 (11) 71,1(32) 70,5(43)
pulmonar Néo 31,3 (5) 28,9 (13) 29,5(18)

x2=0,032 P =0,859

A maioria, 81,3 % (13/48)_dos doentes com P. jirovecii nas amostras de
expetoracdo espontanea analisadas ndo apresentava outras coinfeces associadas, em

comparagdo com 18,8% (3/13) com outras coinfe¢bes (Quadro 16).

Quadro 16. Distribuicdo da frequéncia de P. jirovecii nas amostras de expetoragdo
espontanea analisadas em relacdo ao diagnostico de outras coinfecGes dos 61 doentes

englobados no estudo.

P.jirovecii
Total

N=61
% (n

% (n)

Sim Néo

Outras co- Sim 18,8 (3) 22,2 (10) 21,3(13)
infecdes Néo 81,3 (13) 77,8 (35) 78,7 (48)

12=0,085 P=0,771
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A maioria dos doentes estudados estava sob terapéutica profilética anti-P. jirovecii
(78,7%). Igualmente, entre 0s 16 doentes positivos para P. jirovecii observou-se que a
maioria, 68,8% (11/16) fazia profilaxia anti-P. jirovecii (cotrimoxazol 960mg, um
comprimido diario, com uma duracdo média de 31 dias), comparativamente aos doentes
positivos que ndo faziam profilaxia (Quadro 17).

Quadro 17. Distribuicdo da frequéncia de P. jirovecii nas amostras de expetoracdo
espontanea analisadas em relacdo a administracdo de profilaxia anti-P. jirovecii dos 61
doentes englobados no estudo.

P. jirovecii
Total
N=61
% (n
% (n)
Sim Néo
Profilaxia anti- Sim 68,8 (11) 82,2(37) 78,7 (48)
P. jirovecii Néo 31,3 (5) 178(8) 21,3(13)

x2=1,277 P=0,258

A detecéo de P. jirovecii foi idéntica quer nos doentes em que era administrada
terapéutica anti-retrovirica (TARV) com 50,0% (8/16) quer nos ndo sujeitos a este
tratamento 50,0% (8/16) (Quadro 18).

Quadro 18. Distribuicdo da frequéncia de P. jirovecii na expetoracdo espontanea em
relacdo a administracdo de terapéutica anti retrovirica (TARV) dos 61 doentes englobados
no estudo.

P. jirovecii

Total

N=61
% (n

% (n)

Sim Néo

TARV Sim 50,0 (8) 57,8 (26) 55,7(34)
Nao 50,0 (8) 42.2 (19) 44,3 (27)

¥2= 0,289 P=0,591
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A pneumocistose ou pneumonia por P. pirovecii (PPC) tem grande relevancia e
impacto no contexto da infe¢do por VIH, mas também nos doentes seronegativos para
VIH com outras imunodeficiéncias.

A Europa e a América do Norte embora, atualmente, com pouca prevaléncia de casos
de infecdo por VIH, consideram a PPC como a principal doenca definidora da sida
(Matos, 2018). Na Africa subsariana, lider da prevaléncia de casos de infecdo por VIH,
a PPC é considerada uma doenga emergente. Esse facto deve-se a inexisténcia, em varios
paises, de meios de diagnostico para esta doenca, ao facto de os doentes com sida nao
sobreviverem tempo suficiente para atingirem o nivel de deficiéncia imunoldgica que leva
ao desenvolvimento de infe¢Bes oportunistas como a PPC e a Ultima razdo prende-se com
o deficiente acesso a TARV nestas regifes do globo (Matos, 2012). No entanto, nalgumas
regibes em desenvolvimento, nos ultimos anos, temos vindo a assistir a melhorias
socioecondmicas e de satde das populacdes que se tém vindo a repercutir numa melhoria
dos recursos de diagnoéstico das doencas oportunistas, nomeadamente da PPC, e de acesso
a TARV (Wasserman et al, 2016).

A Republica da Guiné-Bissau sendo um pais da Africa Ocidental com prevaléncia
de VIH de 3,1% em adultos com 15 a 49 anos (UNAIDS 2021), ndo é uma excec¢ado no
que diz respeito aos recursos limitados na area do diagnostico laboratorial das doencas
oportunistas no contexto de VIH (Jespersen, et al., 2020). Na maior coorte de VIH na
Republica de Guiné-Bissau foram incluidas a pesquisa de algumas doencas oportunistas
no contexto de VIH, com excecdo da PPC (Jespersen et al., 2015), relativamente a qual
h& um vazio sobre a sua epidemiologia, diagnéstico e tratamento precoce neste pais. Ha
que evitar o tratamento empirico da PPC, apenas baseado em dados clinicos e
imagioldgicos, os quais sdo inespecificos, e ter uma abordagem baseada no diagndstico
laboratorial, ou seja, no diagndéstico definitivo.

Como tem sido relatado por varios autores, uma das causas da baixa prevaléncia
de PPC em Africa é a limitac&o de recursos de diagndstico neste continente, e isso leva a
subestimar a verdadeira prevaléncia desta doenca oportunista (Morris et al., 2004; Matos,
2012)
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Neste estudo pretendemos documentar a existéncia de casos de infe¢do por P.
jirovecii na populagédo de VIH-positivos, com suspeita de infegdo por M. tuberculosis
(TB), na Republica da Guiné-Bissau.

A percentagem de casos positivos para P. jirovecii entre os doentes incluidos neste
estudo foi de 26,2% (16/61). Por outro lado, num estudo realizado na Republica Unida
da Tanzénia (Atzori et al., 1993) foi registada uma prevaléncia significativamente menor,
de 3,6% (3/83) em doentes VIH-positivos, assim como noutro estudo realizado em Dakar
(Republica do Senegal), em 2016 onde foi descrita uma prevaléncia de casos de PPC de
9% (16/183), igualmente em doentes VIH-positivos (Dieng et al., 2016). Outros autores
referem prevaléncias de casos de PPC inferiores a observada no nosso estudo: 3,9%
(5/129) em doentes VIH-positivos, no Uganda (Taylor et al., 2011) e 5,3% (25/475) na
Repulblica de Namibia, entre a populagdo estudada (VIH-positivos e VIH-negativos)
(Nowaseb et al., 2014).

Por outro lado, na Republica do Malawi foi reportada uma prevaléncia de casos
de PPC de 27% (14/51), em que 94% da populacdo estudada era VIH-positiva (Hartung
etal., 2011). Em 2014, foi publicado um estudo efetuado na Republica de Camardes onde
se observou uma prevaléncia de P. jirovecii (colonizacdo) de 31,6% (75/237) numa
populacdo de VIH-positivos e negativos. No referido estudo foi registado um maior
namero de casos positivos de P. jirovecii entre a populacdo VIH-positiva com 42,9%
(54/126), relativamente ao grupo de VIH-negativos estudado, com 18,9% (21/111)
(Riebold et al., 2014). Na Republica de Zimbabwe a percentagem de casos P. jirovecii
positivos foi de 33% (21/64) entre doentes VIH-positivos, com pneumonia aguda difusa
(Malin et al., 1995).

Ao comparar a discrepancia entre as prevaléncias descritas nos estudos referidos
anteriormente, em comparacao ao valor determinado neste estudo, sugerem-se algumas
possiveis justificacdes (Anexo n° 03). Nos estudos que descrevem frequéncias de
individuos positivos para P. jirovecii inferiores aos determinados no presente estudo,
estes valores podem estar associados a menor sensibilidade das técnicas de diagnostico
usadas para a deteccdo do microrganismo: Atzori et al., 1993 (Tanzéania) e Taylor et al.,

2011 (Uganda), usaram apenas microscopia optica, apos coloracdo histoquimica (Diff-

41



Quik, e/ou TBO). No estudo de Dieng et al (2016), a baixa frequéncia de casos de P.
jirovecii pode estar relacionada ndo s6 com a técnica de detecdo usada, a IFI-AcM (que
neste caso foi a Unica metodologia adoptada enquanto no nosso estudo usamos
simultaneamente a PCR-nested) como a inclusdo no grupo da populacédo estudada de
individuos seronegativos para VIH, onde a partida o nimero de casos de P. jirovecii sera
inferior ao da populagéo VIH-positiva. Embora no estudo de Noawseb et al (2014), tenha
sido usado 0 mesmo tipo de amostra (expectoracdo expontanea), assim como técnicas de
detecdo com sensibilidade semelhante, ao adoptado no nosso estudo, a baixa frequéncia
descrita por esses autores, pode estar associada a inclusao de individuos VIH-negativos e
ao tamanho da amostra estudado (muito superior ao do presente trabalho)

Nos estudos onde foram encontradas prevaléncias mais elevadas de P. jirovecii
(Hartung et al., 2011; Riebold et al., 2014; Malin et al., 1995), comparativamente as
determinadas no presente estudo, embora em todos eles tenha sido usada metodologia de
sensibilidade e especificidade semelhante a adoptada no presente estudo, a pesquisa do
microrganismo foi detetada em amostras de LBA e/ou expectoracdo induzida, que sao
produtos susceptiveis de apresentar uma maior carga de formas quisticas e tréficas de
Pneumocystis, do que é expectavel observar na expectoracdo expontanea (o produto
biolégico usado no nosso estudo). Em geral, as técnicas de microscopia com recurso a
métodos de coloracdo histoquimica para a detecdo de P. jirovecii sdo substancialmente
menos sensiveis que as moleculares, e especialmente quando se aplicam a material
biol6gico como a expetoracdo espontanea (Bigby et al., 1986; Aderaye et al., 2008; Matos
etal., 2017).

Acrescente-se que, uma grande limitacdo a detecdo de P. jirovecii esta associada
na maioria das vezes a dificuldade de recolha de produtos biolégicos de qualidade
(nomeadamente lavado-broncoalveolar) do doente, em paises de baixa renda.

A existéncia de coinfecdo por Mycobacterium tuberculosis e P. jirovecii nos
pulmdes € uma ocorréncia pouco comum, sendo relatada em até 40% dos casos de
imunossuprimidos com PPC, incluindo doentes com VIH/sida (Orlovic et al., 2001).

Como é sabido na Africa subsariana a TB é a causa mais comum de mortalidade
e morbilidade (Maartens, 2002) e é considerada uma doenca definidora de sida (Aaron et
al., 2004).
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A TB é a infecdo secundaria mais comum nos seropositivos para VIH na
Republica da Guiné-Bissau (FAAPA, 2019). Entretanto, no nosso estudo observamos que
18% (11/61) dos doentes com infecdo por P. jirovecii tinham TB pulmonar confirmada.
Outros autores afirmaram que em algum momento no futuro, as pessoas com VIH/sida
poderdo apresentar TB pulmonar e PPC concomitantes, especialmente em regifes hiper
endémicas para TB, como € o caso da Republica da Guiné-Bissau (Orlovic et al., 2001).

A coinfecdo TB/PPC é pouco relatada no contexto da imunossupressao por VIH
tendo sido descrita em alguns estudos com valores de 0, 6% (3/475), na Namibia
(Nowaseb et al., 2014), de 2,4% (2/83) na Tanzénia (Atzori etal., 1993), e de 9,4% (6/64),
no Zimbawe (Malin ef al., 1995).

A diferente prevaléncia de coinfecdo citada nestes diferentes estudos, e
comparativamente aos registados no presente trabalho, pode ser justificada pela utilizacédo
de diferentes meios de diagnostico para ambas as infecdes, assim como de diferentes
espécimes bioldgicos analisados no caso especifico da PPC, ao contrario do nosso estudo
em que foi utilizada uma técnica molecular (Genex-Expert) no diagnéstico da TB, 0s
restantes estudos adoptaram metodologia menos sensivel, nomeadamente técnicas de
coloracéo histoquimica (Ziehl-Neelsen ou Auramina O) e cultura (Nowaseb et al., 2014;
Atzori et al., 1993; Malin et al., 1995). Outra justificacdo para o baixo nimero de casos
de doentes com presenca simultanea de P. jirovecii e infecdo por TB encontrado, nesses
estudos pode estar relacionada com o subdiagndstico da PPC (devido a maltiplos factores
ja aqui referidos) que ocorre em paises de baixa renda.

No que se refere aos dados demograficos a populacdo do género feminino foi mais
afetada com 62,5% (10/16) de infetadas por P. jirovecii, com idade média de 41 anos
(minimo:18; maximo: 69). Comparativamente, num estudo realizado em Republica de
Camardes numa populacdo VIH-positiva e VIH-negativa, em que o0 objetivo era
determinar a prevaléncia de PPC nesses grupos populacionais, verificou-se uma maior
colonizacdo de P. jirovecii da populacdo VIH-positiva do que na populagédo VIH-negativa
(42,9% vs 18,9%). Entre os doentes VIH-positivos com idade média de 35 anos
(minimo:19; maximo: 62 anos), observou-se maior percentagem de infetados no género
feminino do que no género masculino (81,7% vs 18,3%). No entanto, neste estudo a
diferenga de colonizagdo por P. jirovecii entre géneros ndo foi estatisticamente

significativa, o que pode estar associado a percentagem de doentes do género feminino
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ter sido cerca de quatro vezes superior & populacdo do género masculino estudada
(Riebold, et al., 2014). Noutro estudo na Republica do Zimbabwe (Malin et al.,1995),
cujo objetivo foi identificar fatores preditivos independentes de PPC e TB, utilizando
amostras de lavado bronco-alveolar dos doentes VIH-positivos, os autores observaram
uma percentagem ligeiramente superior & determinada no nosso estudo de 33% (21/64)
de doentes com infecdo por P. jirovecii, e desses s0 seis estavam coinfetados por TB.

Na Republica da Guiné-Bissau a populacdo feminina, com idade compreendida
entre 19 a 45 anos, tem uma taxa de prevaléncia de infecéo por VIH de 4%, acima da taxa
de infecdo por VIH para o género masculino na mesma faixa etéria (2,2 %) (UNAIDS
2021). O género feminino tem mais conhecimentos e maior aceitacéo dos resultados dos
testes para pesquisa de VIH, conseguidos por meio de consultas pré-natais, em
compara¢do com o género masculino (INE,2020). Além disso, o género feminino
representa 51,4% do total da populacdo Guineense (Guiné-Bissau, 2009).

A variavel grupo etario no nosso estudo ndo mostrou influéncia significativa na
presenca de infecdo por P. jirovecii. O mesmo resultado foi observado na populacéo de
individuos VIH-positivos dos Camar6es num estudo efetuado em 2014 (Riebold et al.,
2014).

A questdo étnica, faz parte dos determinantes sociais de salde (DSS). Segundo
alguns autores a distribuicdo populacional da Republica da Guiné-Bissau e as suas
praticas culturais podem influenciar o aparecimento de doencas (Honge et al., 2016).
Neste estudo, observou-se que trés etnias (Fula, Balanta e Mandinga) relinem a maior
percentagem de populacdo, e isto é de uma forma proporcional refletido na estrutura
demografia étnica da Republica da Guiné-Bissau com 28,5%, 22,5% e 14,7%,
respetivamente (GUINE-BISSAU--RGPH/2009). Outro facto interessante é que em
Bissau no caso da populacdo VIH-positiva, a mutilacdo genital feminina foi responsavel
pela disseminacdo de VIH e os responsveis dessas praticas sdo das etnias Fula e
Mandinga que sdo as maioritarias neste pais (Honge et al., 2016). Ainda no mesmo estudo
foi afirmado que um doente VIH-positivo pertencente as etnias Fula ou Mandiga tem
maior probabilidade de adquirir doengas oportunistas (denominadas de avancadas)
(Honge et al., 2016).

Ao contrario do esperado, verificou-se no presente estudo uma maior frequéncia

de P. jirovecii nas amostras de expetoracdo espontanea analisadas, quer de doentes com
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profilaxia anti- P. jirovecii, quer em doentes com TARYV instituidas. Embora esta analise,
nédo tenha sido corroborada estatisticamente, os dados obtidos podem ser importantes,
pudendo indiciar que por algum (s) motivo(s) estas terapéuticas ndo estdo a ser eficazes
e € necessario a avaliacdo deste facto pelas autoridades competentes. Relativamente a
profilaxia da PPC, esta é instituida aos doentes VIH-positivos na Republica da Guiné-
Bissau segundo o padrédo internacional descrito, mas o critério de recomendagdo para
iniciacdo da profilaxia, ndo € tido em consideracdo devido a falta de condi¢cGes nos
laboratérios dos hospitais para a quantificacdo dos linfécitos TCD4* no sangue periférico
dos doentes com suspeita de infecGes oportunistas e a falta, também, de meios efectivos
de diagnostico laboratorial definitivo da PPC nos doentes com suspeita clinica desta

pneumonia intersticial (Jespersen, et al., 2020; Matos et al., 2021).

4.1 Limitacdes do estudo

Em fase de conclusdo desta investigacdo, pretendemos delinear algumas limitacdes
encontradas ao longo do estudo, assim como, fazer algumas recomendacdes e sugestoes
para a estruturacdo e desenvolvimento de futura investigacdo nesta populacéo e pais.

Quanto a amostragem, ndo se conseguiu obter o tamanho previsto de
amostras/doentes com as caracteristicas pretendidas, em parte porque o seu recrutamento
foi feito em trés meses e necessitdvamos de mais tempo disponivel. Como este trabalho
foi efetuado para uma tese de mestrado o autor estava muito limitado no tempo para poder
cumprir 0s prazos legais de entrega da tese.

A utilizacdo da oximetria de pulso era a Unica técnica de medicao do PaO; existente
nos hospitais que entraram no estudo, na altura em que este trabalho foi desenvolvido no
terreno, ndo sendo possivel fazer a medicdo da saturacdo de Oz no sangue arterial por
gasometria arterial que é mais sensivel, principalmente, no caso de doentes com
saturacdes baixas de O arterial (Rauniyar et al., 2020).

Outras limitagdes deste estudo sdo a auséncia de medicao da Lactato desidrogenase
(LDH), e da contagem de linfocitos TCD4", técnicas que ndo estavam disponiveis no pais
devido a falta dos reagentes nos hospitais, todos sendo elementos esséncias para um
diagnéstico presuntivo. Além disso, quer o LDH quer os TCD4" podem ser utilizados

como elementos de prognostico da evolucao da doenga. (Matos et al., 2017; Matos 2021).
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Ainda, é importante fazer um exame fisico mais detalhado dos doentes com
sintomatologia pulmonar (Matos 2021).

Em estudos futuros na Republica da Guiné-Bissau, é necessario ter em conta a
melhoria destes pontos relacionados com a informacéo clinica e o diagndstico laboratorial
inespecifico para se chegar a conclusées mais claras e detalhadas nesta populagdo tdo
vulneravel de VIH-positivos com sintomatologia pulmonar. Ressalta-se que a infecdo por
P. jirovecii (assintomatica) e a PPC (infecdo sintomatica/doenca) podem ter grande

importancia em termos de saude publica.

4.2 Conclusodes

Este estudo demonstra que a presenca de P. jirovecii nos pulmdes de individuos VIH-
positivos com suspeita ou confirmacao de tuberculose pulmonar é uma realidade na
Republica da Guiné-Bissau. Este estudo foi o primeiro a documentar a sua existéncia. A
prevaléncia de infecdo por P. jirovecii foi estimada em 26,2% na populacdo referida. A
PPC, ou seja, a doenca ou infecdo sintomatica por P. jirovecii ndo foi possivel confirmar
neste estudo, devido a falta de alguns dados laboratoriais que podem ser importantes para
auxiliar o raciocinio médico, como a contagem de linfécitos TCD4", determinacdo do
LDH, evolucdo da doenga e da terapéutica. Embora todos os 61 doentes se queixassem
de tosse e alguns se queixassem de falta de ar, os dados da oximetria de pulso, ndo
ajudaram na clarificacdo clinica, uma vez que todos os doentes infetados por P. jirovecii
tinham PaO; elevados. Estes resultados elevados de saturacao de Oz no sangue podem ser
devidos a estarmos perante doentes que ainda ndo tém um sistema imunitario muito
deteriorado, com contagem de linfécitos TCD4* >200/mm?, em que ha a possibilidade de
adquirir TB, mas ndo a PPC. No entanto, esta hipotese ndo pode ser confirmada por, neste
estudo, ndo haver dados sobre a contagem dos linfocitos TCD4* (teste que néo se fazia
na altura do estudo, nos hospitais da Republica da Guiné-Bissau de onde provém os
doentes). Esta falta de dados clinico-laboratoriais claros ndo permitiu chegar a concluséo
se estavamos perante casos de PPC ou de colonizacdo por P. jirovecii. Com os dados
obtidos podemos dizer apenas que ha, pelo menos, casos de infecdo, aparentemente
assintomatica, por P. jirovecii. A colonizagdo por P. jirovecii caracteriza-se pela detecéo
de DNA do agente patogenico através de técnicas moleculares, sem sintomatologia, o que

indica a presenca de uma baixa carga de P. jirovecii nos pulmdes destes doentes.
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A confirmacéo de, pelo menos, casos de colonizagdo por P. jirovecii em doentes
VIH-positivos deve merecer a atencdo e preocupagdo das Autoridades de Saude da
Republica da Guiné-Bissau tendo em conta o risco de transmissao, por via aérea, de
Pneumocystis para a comunidade, tendo em consideracdo os doentes em fase de sida, que

podem facilmente desenvolver PPC.
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6. ANEXOS

6.1 Anexo n° 01 — Consentimento informado

Infecdo por Pneumocystis jirovecii em doentes seropositivos para VIH e
suspeita de tuberculose pulmonar na Guiné-Bissau.

CONSENTIMENTO INFORMADO

Pneumocystis € um microrganismo causador de pneumonia (PPC ou pneumocistose)
em doentes imunocomprometidos. Na Guiné-Bissau ndo existem dados sobre esta
infecdo oportunista que provoca grande morbilidade e mortalidade e que é emergente
em paises em desenvolvimento.

Seré recolhida expectoracao espontanea. A colheita sé sera feita no contexto da recolha
de amostras para outros exames necessarios no ambito dos cuidados medicos habituais
a prestar aos doentes.

O doente participante nao tera nenhuma vantagem especial por participar neste estudo.
Seré beneficiario dos resultados dos testes que serdo feitos e também de um melhor
tratamento. O diagnostico da pneumonia por Pneumocystis vai levar a um tratamento
mais eficaz do quadro clinico do doente, e este estudo ir& ajudar no desenvolvimento
de estratégias para controlar melhor esta doenca oportunistas na Guiné-Bissau.

Os riscos de participacdo sdo minimos, porque ndo se trata de um estudo interventivo.
O pessoal envolvido no estudo esta treinado para recolher as amostras de expectoracédo
e as informacdes sobre a doenga com respeito e sensibilidade.

Em qualquer altura do estudo o doente pode desistir de participar.

MEDICO :

Confirmo que expliquei ao doente ¢, de forma adequada e inteligivel, os diagndsticos, as
intervencdes ou os tratamentos referidos, o tipo de anestesia no caso de ser proposta,
assim como os riscos e complicaces, e as alternativas possiveis a situacao clinica.

Assinatura: Data: / [

Nome do médico:

DOENTE :

Eu,

autorizo que o material colhido (expectoracdo) seja utilizado para um estudo da infegéo
por Pneumocystis jirovecii.

Todos 0s meus dados pessoais manter-se-ao dentro da mais estrita confidencialidade.

Assinatura:
Data: /[
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6.2 Anexo n° 02 - Questionario

Infecdo por Pneumocystis jirovecii em doentes seropositivos para VIH e
suspeita de tuberculose pulmonar na Guiné-Bissau

NuUmero:

Data: / [

Nome (iniciais):

Data de nascimento:_ /[

N° Processo ou NID: Servico:

Sexo: MO FO
Raca:

Etnia:

Hospital:

Infeccdo por Mycobacterium tuberculosis:
Isolamento: Sim

Suspeita de infecgcdo por M. tuberculosis:
Colheita:  Sim

Outras infecgdes:

Padrdo de Rx. de torax:

Terapéutica anti-bacilar:

Farmaco Dose:
1 Isoniazida (INH)

O Rifampicina (RIF)

L] Pirazinamida (PZA)

00 Etambutol (EMB)

O Outro

Data:_ / [

Data: / [

Duragéo:
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Infecdo por Pneumocystis jirovecii em doentes seropositivos para VIH e
suspeita de tuberculose pulmonar na Guiné-Bissau

Episddios anteriores de PPc: Nao[] Data:  / [/
Sim
Profilaxia anti-PPc:
Farmaco Posologia Duracéo
Terapéutica anti-PPc:
Farmaco Posologia Duracéo
T CD4+: LDH: PaOz:
Rx Térax:
Padrdes:
CINormal
LI Intersticial difuso
J Micronodular
[CJLesOes cavitarias
CJAbcessos
CIPneumotorax
CIDerrame pleural
VIH+: SimO Né&o[] Data de diagndstico:
Comportamento de risco:
Terapéutica antirretroviral: Sim Data: Né&o

Diagnostico de saida:
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6.3 Anexo n? 03 - Quadro comparativo entre a presenca de P. jirovecii
na popula¢ao analizada no presente trabalho e em outros estudos
desenvolvidos em Africa.

Variaveis | Nosso Estudo Outros estudos Possivel justificacao
para discrepancia
Prevaléncia | 26,2% (16/61) | Tanzéania: 3,6% Tipo de amostra: » Técnicas de
de P. VIH+ (3/83) Expetoracéao induzida coloracéo
jirovecii VIH+ (Atzori et al., | Técnica: Microscopia histoquimica
Amostra: 1993) direta por coloragdo
expetoragédo Dif Quik e TBO
espontanea,
Técnica: IF- Senegal, 9% Tipo de amostra: LBA » Técnicas de
AcM efou (16/183) Técnica: IFI-AcM. diagnostico
PCR-nested VIH+ e VIH- » Populagdo em
doentes com PPC estudo
(Dieng et al., 2016),
Uganda: 3,9% Tipo de amostra: LBA. » Técnicas de
(5/129) Técnica: Microscopia diagnostico
VIH+ direta por Coloracéo de
(Taylor et al., 2011) | Dif Quik
Namibia: 5,3% Amostra: Expetoracéo * Tamanho da
(25/475) espontanea amostra
VIH+ e VIH- Técnica: PCR *  Populacdo em
(Nowaseb et al., quantitativo e/ou GMS estudo
2014)
Variaveis | Nosso Estudo Outros estudos Possivel justificacdo
para discrepancia
Prevaléncia | 26,2% (16/61) | Malawi: 27% Amostra: LBA
de P. VIH+ (14/51) Técnica: IFI-AcM e
jirovecii 94% pop VIH+ PCR em Tempo Real

Amostra:
expetoracéo
espontanea,
Técnica: IF-
AcM e/ou
PCR-nested

(Hartung et al.,
2011)

Camardes: 31, 6%
(75/237)

(42,9% VIH+ vs
18,9% VIH-)
Populacdo > VIH+
(Riebolt et al, 2014)

Amostra; Expetoracao
induzida

Técnica: PCR-nested
Amostra: LBA

* Produtos
biolégicos com
maiores cargas
parasitarias
(LBAe
expetoragédo
induzida)
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Zimbabwe: 33%
(21/64)

em doentes VIH+
com pneumonia
aguda difusa
(Malin et al, 1995)

Técnica: Microscopia
direta com coloracdo
de GMS, TBO e DIF-
QUIK.

(Embora s6 6 doentes
confirmados por PCR).

Variaveis | Nosso Estudo Outros estudos Possivel justificacao
para discrepancia
Coinfeccdo | 18% (11/61) Tanzéania: 2,4% TB: Ziehl-Neelsen e
P. jirovecii | Genex Expert | (2/83) cultura
/TB (Técnica (Atzori et al., 1993)
molecular)
Hospital

especializado
em diagnostico
e tratamento
de TB

Zimbawe: 9,4%
(6/64)
(Malin et al., 1995)

Namibia: 0,6%
(3/475)
(Nowaseb et al.,
2014)

TB: Baciloscopia e
cultura

TB: Microscopia direta
por coloracdo pela
Auramina O

» Técnicade
diagnostico TB

» Subdiagnostico
de PPC

65




