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Resumo 

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) é um fungo oportunista que frequentemente causa 

pneumonia em pacientes imunossuprimidos, principalmente com infecção pelo Vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV) e recebendo corticoides sistêmicos, podendo estar associada 

ao Sarcoma de Kaposi (SK). Nos países de alta renda, a incidência de infecção por P. jirovecii 

e Sarcoma de Kaposi diminuiu significativamente devido à administração de tratamento 

antirretroviral e profilaxia com cotrimoxazol. Em contraste, na África Subsaariana, incluindo 

Moçambique, a prevalência destas infecções continua elevada, tendo atingido uma frequência 

de 20% em 2017. Este estudo descreve a frequência de P. jirovecii em pacientes com SK 

infectados pelo HIV atendidos no Hospital Central de Maputo entre 2016 e 2019.  

O estudo foi do tipo transversal descritivo de carácter retrospectivo, onde foram incluídas 

amostras de Lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi e 

HIV+, guardadas no biobanco do Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina. A 

detecção molecular de P. jirovecii foi realizada utilizando a técnica de Reacção em Cadeia da 

Polimerase nested do gene que codifica a subunidade grande do ARN ribossomal mitocondrial 

com peso molecular de 346 pares de base. A análise estatística descritiva das variáveis foi 

realizada no programa Microsoft Office Excel 2013 através da elaboração de tabelas e gráficos 

de frequência.  

Um total de 145 amostras de LBA foram incluídas no estudo, das quais 16 (11%) foram 

positivas para P. jirovecii. A maior frequência de colonização por P. jirovecii foi observada 

em indivíduos do sexo masculino 9 (56,3%), particularmente na faixa etária dos 30 a 44 anos 

13 (81,3%). A contagem das células CD4 mostrou que 5 (31,3%) dos pacientes eram de baixo 

risco e 2 (12,5%) de alto risco. Todos pacientes estavam colonizados e/ou com infecção 

assintomática por P. jirovecii.  

O estudo revela casos de colonização por P. jirovecii em pacientes com SK e com infecção 

pelo HIV, reforçando a necessidade do diagnóstico desta micose pulmonar para reduzir o seu 

impacto no país.  

PALAVRAS-CHAVES: Pneumocysts jirovecii, Sarcoma de Kaposi, Vírus da 

Imunodeficiência Humana, Hospital Central de Maputo. 
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1. Introdução  

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) é um agente patogénico oportunista, que causa pneumonia 

intersticial grave, conhecida por pneumonia por P. jirovecii (PCP), que ocorre geralmente em 

indivíduos com comprometimento imunitário. Os principais factores de risco incluem doentes 

infectados pelo HIV no estado avançado da doença, receptores de transplantes de órgãos 

sólidos, pacientes com neoplasia, com imunodeficiências congênitas e submetidos a terapias 

imunossupressoras (Esteves et al., 2016; Alanio & Bretagne, 2017; Meenakshi et al., 2019). 

A PCP manifesta-se clinicamente com tosse não produtiva, febre baixa, dor torácica, arrepios, 

fadiga e hipoxemia acentuada. A evolução da doença em indivíduos infectados por HIV tem 

início insidioso e o quadro agrava-se gradualmente, enquanto em doentes não infectados pelo 

HIV a doença tem início súbito e rápida evolução (Lanaspa et al., 2015; Meenakshi et al., 2019; 

Bateman et al., 2020; Wills et al., 2021). 

A PCP é uma infecção que ocorre como comorbilidade em doenças infeciosas ou neoplásicas, 

como o Sarcoma de Kaposi (SK). O SK é um tumor linfo-angioproliferativo multicêntrico, 

mesenquimal e de baixo grau, causado pelo herpesvírus associado ao SK (KSHV), que como 

a PCP, afecta preferencialmente indivíduos imunocomprometidos (Cesarman et al., 2019; 

Micali et al., 2022). 

O SK apresenta quatro variantes clínicas: o SK clássico, que afecta principalmente as 

extremidades de pacientes idosos e segue geralmente um curso crônico indolente; o SK 

Africano ou endémico; o SK associado à imunossupressão e o SK associado à SIDA (Micali 

et al., 2022). O SK epidémico ou associado ao SIDA é uma das formas mais graves da doença 

e, é fatal sem tratamento, ocorrendo maioritariamente na África subsaariana, onde a infecção 

por KSHV é prevalente devido à transmissão pela saliva durante a infância (Kasturia et al., 

2017; Cesarman et al., 2019).  

No início dos anos 80, do século passado, a incidência da PCP e SK alterou-se de forma 

drástica, passando de doenças raras a comuns. A sua ocorrência entre homens homossexuais e 

utilizadores de drogas intravenosas foi uma das primeiras evidências da epidemia por HIV, 

onde eram consideradas doenças definidoras do SIDA (Masur et al., 1981; Kasturia et al., 

2017; Cesarman et al., 2019).  
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Em simultâneo, foi relatada a comorbilidade entre as duas doenças, com uma prevalência de 

cerca de 50% (Burkes et al., 1985; Lemlich et al., 1987; Mitchel et al., 1992; Pozniak et al., 

1992; Malin et al., 1995).  

Actualmente, em países desenvolvidos, a incidência de PCP e SK diminuiu drasticamente entre 

os pacientes com imunodepressão moderada-grave devido ao Tratamento Antirretroviral 

Altamente Ativa (TARV) e a profilaxia com o cotrimoxazol (CTZ). Contudo, na África 

Subsariana, onde reside a maior parte das pessoas infectadas pelo HIV, cerca de 23 milhões de 

pessoas tem acesso limitado a estes tratamentos (Taylor et al., 2012; Lanaspa et al., 2015; 

Kasturia et al., 2017; Willis et al., 2021).   

Após o pico da epidemia do HIV/SIDA, houve um substancial decréscimo de estudos sobre a 

comorbilidade da PCP e SK a nível mundial. Apesar disso, as pesquisas realizadas na África 

Subsariana continuam a documentar a prevalência da comorbilidade da PCP e SK, variando de 

2% a 15% (Yoo et al., 2005; Hartung et al., 2011; Taylor et al., 2012; Chiliza et al., 2018). Em 

Moçambique, a comorbilidade foi relatada em 20% de pacientes adultos com SK e HIV+ no 

Hospital Central de Maputo (HCM) (Vilanculo, 2017).  

Actualmente, não existe um sistema de cultivo para P. jirovecii, portanto, o diagnóstico baseia-

se na combinação de sintomas clínicos, achados radiográficos e observação microscópica de 

cistos em lâminas sujeitas a coloração por metilamina prata ou por imunofluorescência. A 

amostra “padrão-ouro” para o diagnóstico da PCP é o lavado broncoalveolar, no entanto, outras 

amostras como expetoração, lavado orofaríngeo, aspiração endotraqueal e nasofaríngeo são 

igualmente úteis para o diagnóstico (Meenakshi et al., 2019; Bateman et al., 2020). 

O diagnóstico microscópico de P. jirovecii, apesar de ser o método de confirmação, tem baixa 

acurácia diagnóstica quando comparada à técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), 

principalmente em amostras menos invasivas como aspirado nasofaríngeo (Meenakshi et al., 

2019; Bateman et al., 2020; Wills et al., 2021).  

A PCR para detecção de P. jirovecii inclui a nested PCR que emprega um procedimento robusto 

e altamente sensível para amplificar selectivamente regiões específicas do DNA alvo, 

fundamentando-se em duas etapas consecutivas de amplificação, cada uma utilizando um 

conjunto distinto de iniciadores, os quais são direccionados para um gene multicópia presente 

no genoma de P. jirovecii (Esteves, 2010).  
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As regiões genómicas comumente amplificadas através desta técnica são o espaçador 

internamente transcrito (ITS), a subunidade grande do rRNA mitocondrial (mtLSU rRNA), a 

subunidade menor do rRNA mitocondrial, a região conservada dos genes da família das 

glicoproteínas major de superfície, o dihidrofolato redutase e a proteína de choque térmico. No 

entanto, o gene mtLSU rRNA demonstra ter maior sensibilidade, sendo o marcador preferencial 

no diagnóstico molecular da PCP (Song et al., 2016).  

Diante deste contexto, este estudo pretende determinar a frequência de Pneumocystis jirovecii 

em pacientes com Sarcoma de Kaposi atendidos no HCM entre 2016 e 2019, através da PCR, 

de modo a propor uma vigilância mais activa desta infecção em Moçambique.  

1.1. Problema  

Um estudo de revisão sistemática e meta-análise sobre a prevalência de P. jirovecii na África 

Subsaariana entre 1995 e 2020 reportou 19% (9% colonização) em adultos infectados pelo HIV 

(Willis et al., 2021). Além disso, a prevalência da PCP em adultos na região varia 

consideravelmente, com taxas de 43% na África do Sul, 39% em Uganda, 37% no Quénia, 

33% no Zimbabwe, 27% no Malawi e 7,5% na Tanzânia (Chakaya et al., 2003; Moris et al., 

2004; Kibiki et al., 2007; Hartung et al., 2011).  

Durante a epidemia do HIV/SIDA nos Estados Unidos da América, a PCP emergiu como uma 

das principais comorbilidades em pacientes diagnosticados com SK, atingindo cerca de 7% a 

50% dos pacientes (Burkes et al., 1985; Lemlich et al., 1987; Mitchel et al., 1992). Na África 

Subsaariana, durante o mesmo período, esta comorbilidade foi observada em 14% a 33% dos 

pacientes estudados (Downing et al., 1984; Pozniak et al., 1992; Malin et al., 1995).  

Actualmente, estudos realizados na África Subsaariana em pacientes adultos com SK atendidos 

em hospitais públicos revelaram uma prevalência que variou de 2% a 15% de P. jirovecii (Yoo 

et al., 2005; Hartung et al., 2011; Taylor et al., 2012; Chiliza et al., 2018).  

Em Moçambique, estima-se que a prevalência de PCP em adultos seja de 16,3%, enquanto em 

crianças com imunodeficiência avançada a prevalência é de 9,2% (Sarcarlal e Dewing, 2016).  

Ademais, dados preliminares do estudo principal, no qual o presente estudo está inserido, 

revelaram alguns doentes adultos infectados pelo HIV admitidos com SK e com diagnóstico 

positivo de PCP (Vilanculo, 2017). Neste contexto, o presente estudo pretende responder a 
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seguinte pergunta de pesquisa: Qual é a frequência de P. jirovecii em pacientes adultos com 

Sarcoma de Kaposi atendidos no Hospital Central de Maputo? 

1.2. Justificativa 

As infecções fúngicas, incluído a PCP, respondem uma elevada morbilidade e mortalidade 

mundialmente, tornando-se uma preocupação crescente no cenário clínico e epidemiológico, 

devido ao aumento de indivíduos em risco de desenvolvimento destas doenças nomeadamente, 

imunodepressão, neoplasia e terapia intensiva (OMS, 2022). 

A prevalência contínua do HIV/SIDA em Moçambique é um desafio significativo devido ao 

difícil acesso ao tratamento antirretroviral e a profilaxia com cotrimoxazol, resultando em uma 

população substancialmente susceptível a doenças oportunistas, como a PCP e SK. Estas 

condições podem ocorrer frequentemente de forma concomitante, aumentando o risco de 

mortalidade neste grupo de pacientes.  

No entanto, apesar da crescente preocupação, estas infecções recebem pouca atenção e 

recursos, levando a lacunas na pesquisa epidemiológica que descreve especificamente a 

comorbilidade PCP/SK a nível mundial, limitando a compreensão da frequência e das suas 

características. Em Moçambique, estudos realizados no HCM, unidade de referência no país, 

para onde esses casos são enviados, demonstraram taxas significativas desta condição, 

sugerindo que pode constituir um importante problema de saúde pública.  

Diante dessa realidade, este estudo justifica-se pela necessidade de compreender a dinâmica 

desta comorbilidade em doentes HIV+ em Moçambique, de modo a orientar as decisões de 

prevenção, diagnóstico precoce, tratamento e melhorar os resultados clínicos. Como também, 

fornecer bases para formulação de políticas de saúde mais eficazes e direcionadas para 

pacientes coinfectados com HIV, SK e PCP em Moçambique.  
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2. Objectivos  

2.1. Objectivo geral  

Analisar a ocorrência de P. jirovecii em pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi atendidos 

no Hospital Central de Maputo entre 2016 e 2019. 

2.2. Objectivos específicos  

 Descrever as características clínico-demográficas dos pacientes.  

 Determinar a frequência de P. jirovecii em pacientes com Sarcoma de Kaposi. 

 Relacionar as características clínico-demográficas com a infecção por P. jirovecii. 
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3. Referencial teórico  

3.1. Classificação e Taxonomia do P. jirovecii  

Pneumocystis jirovecii é um microrganismo, patógeno oportunista que coloniza os mamíferos, 

incluindo os seres humanos causando pneumonia intersticial grave, denominada 

pneumocistose ou pneumonia por P. jirovecii (PCP) em indivíduos imunocomprometidos. A 

descoberta inicial desse patógeno remonta a década de 1909, durante o estudo da 

tripanossomíase, onde Carlos Chagas, em Minas Gerais, no Brasil através da observação 

microscópica das estruturas císticas em tecido extrapulmonar em cobaias. Na época, Chagas 

erroneamente interpretou essas estruturas como parte do ciclo de vida do Trypanosoma Cruzi 

(Chagas, 1909).  

Em 1910, António Carini encontrou estruturas císticas semelhantes em ratos infectados pelo 

Trypanosoma lewisi e enviou uma amostra para os pesquisadores Pierre e Marie Delanöe, 

investigadores do Instituto Pauster de Paris. Os Delanöe, durante suas investigações, 

encontraram estruturas císticas semelhantes em ratos de rua sem qualquer evidência de 

infecção por Trypanosoma, levando-os a suspeitar que se tratava de um novo microrganismo 

(Delanoë e Delanoë, 1912).   

Em 1912, os Delanöe classificaram formalmente o microrganismo, como sendo distinto de T. 

cruzi, atribuindo-lhe a designação de Pneumocystis carinii. O nome “Pneumo” foi atribuído 

devido ao tropismo do microrganismo pelos pulmões, “cystis” em referência à forma cística 

característica, e o restritivo específico “carinii” em homenagem a António Carini, que 

disponibilizou amostras cruciais para a pesquisa (Delanoë e Delanoë, 1912).  

Até a década de 1980, Pneumocystis spp. era considerado um protozoário, baseado em várias 

características, nomeadamente: morfologia semelhante aos protozoários e patogénese no 

hospedeiro, ausência de características morfológicas típicas dos fungos, resistência aos 

antifúngicos convencionais e sensibilidade aos antiprotozoários (Vera & Ruenda, 2021). 

A natureza fúngica foi confirmada em 1988, após análises de RNA ribossómico conduzidas 

por Edmar e Stringer, classificando-o como um Ascomyceto, apesar da deficiência de 

ergosterol em sua membrana celular, uma característica comum entre os fungos (Vera & 

Ruenda, 2021; Weyant et al., 2021).  



 

7 

 

Actualmente, o género Pneumocystis spp., tem a seguinte classificação taxonómica: 

 Domínio: Eukaryota  

 Reino: Fungi  

 Sub-reino: Dikarya  

 Filo: Ascomycota  

 Sub Filo: Taphrinomycotina  

 Classe: Pneumocystidomycetes  

 Subclasse: Pneumocystidomycetidae  

 Ordem: Pneumocystidales  

 Família: Pneumocystidaceae (Readhead, 2006; Weyant et al., 2021). 

Estudos serológicos e análises moleculares demonstram que as diferentes espécies do género 

Pneumocystis variam fenotipicamente e geneticamente conforme o hospedeiro que infectam. 

Com base nisto, foi inicialmente proposto um sistema trinominal para a classificação das 

espécies, onde microrganismos provenientes de hospedeiros diferentes foram designados como 

formae speciales de P. carinii (Aliouat-Denis et al., 2009; Vera & Ruenda, 2021). 

Em 1999 foi revista a taxonomia e reclassificaram a anterior espécie que infecta os seres 

humanos de P. carinii f. sp. hominis para P. jirovecii, em homenagem ao parasitologista checo 

Otto Jirovec, o primeiro investigador a descrever a presença deste microrganismo em humanos 

(Aliouat-Denis et al., 2008; Vera & Ruenda, 2021).  

3.2. Morfologia e Ciclo de vida do P. jirovecii  

O ciclo de vida de P. jirovecii tem sido difícil de compreender completamente devido à falta 

de um meio cultivo in vitro fiável para o seu isolamento. Consequentemente, as teorias sobre 

o ciclo de vida baseiam-se em micrografias de microscopia electrónica de transmissão, 

reconstruções tridimensionais de organismos de Pneumocystis em tecidos de mamíferos 

infectados e inferências fundamentadas em dados moleculares (Skalski et al., 2015).  

São reconhecidos três estágios morfológicos do ciclo de vida de P. jirovecii: o trofozoíto ou 

forma trófica, o pré-cisto ou esporocisto e o cisto ou esporo, divididos em duas fases: assexuada 

e sexuada (Aliouat-Denis et al., 2008; Skalski et al., 2015; Vera & Ruenda, 2021; Weyant et 

al., 2021) (Fig. 1). 



 

8 

 

 

 

Figura 1: Ciclo de vida de P. jirovecii no alveólo pulmonar. São descritos três estágios 

morfológicos de P. jirovecii: trofozoítos, pré-cisto e cisto (quisto). É evidenciada a reprodução 

assexuada (A) das formas tróficas haploides que dividem-se por fissão binária. Na fase de 

reprodução sexuada do ciclo de vida (B), os trofozoítos conjugam-se formando o pré-cisto 

(diplóide), que evolui para forma cística. 

Fonte: Esteves (2010). 

Inicialmente a forma trófica fixa-se as células hospedeiras, especificamente, às células 

epiteliais do tipo I do alvéolo pulmonar (pneumócitos do tipo I), onde se desenvolve 

progressivamente, preenchendo as cavidades alveolares, num processo que conduz à 

insuficiência respiratória do hospedeiro (Skalski et al., 2015; Vera & Ruenda, 2021; Weyant 

et al., 2021).  

O trofozoíto é uma célula mononuclear pequena (1-8µ), pleomórfica, com paredes finas e 

filópodios. As formas tróficas haploides dividem-se por fissão binária (fase assexuada) e 

podem conjugar-se para formar o pré-cisto (diploide) (Skalski et al., 2015; Weyant et al., 

2021).  

Os pré-cistos iniciais são redondos e mononucleares e passam por diferentes estágios dividindo 

o seu núcleo e engrossando a parede, o que culmina na formação do cisto na fase de reprodução 

sexuada (Aliouat-Denis et al., 2008; Skalski et al., 2015; Weyant et al., 2021).  
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O cisto ou esporo é uma estrutura semelhante a um asco, mede cerca de 5 µm de diâmetro, 

possui uma parede celular espessa, uma membrana externa e poucos filopódios na superfície. 

Cada cisto contém tipicamente 8 corpos intracísticos, podendo variar entre 2 e 4, que medem 

cerca de 1 µm de diâmetro e são constituídos por uma membrana dupla, um único núcleo e 

uma mitocôndria (Skalski et al., 2015; Weyant et al., 2021). 

Num processo de excistamento, forma-se um poro na parede do cisto e são libertados todos os 

corpos intracísticos, os quais se desenvolvem formando trofozoítos jovens individuais, 

iniciando novamente o ciclo de vida do microrganismo (Aliouat-Denis et al., 2008; Skalski et 

al., 2015; Weyant et al., 2021).  

3.3. Pneumonia por P. jirovecii  

A pneumonia por P. jirovecii (PCP) é uma das infecções fúngicas oportunistas mais comuns 

em indivíduos de imunocomprometidos. Os principais grupos de risco incluem doentes 

infectados pelo HIV no estado avançado da doença (com a contagem das células CD4 ≤ 200 

cl/µl), receptores de transplantes de órgãos sólidos, pacientes com neoplasias, com 

imunodeficiências congênitas e aqueles submetidos a terapias imunossupressoras (Alanio et 

al., 2017; Meenakshi et al., 2019; Bateman et al., 2020). 

A apresentação clínica da PCP é inespecífica e pode variar dependendo das condições 

predisponentes concomitantes, do uso e do momento da profilaxia do HIV e PCP, além da 

duração da doença antes de procurar atendimento médico (MacDonald et al., 2024). Os sinais 

e sintomas mais comuns da PCP incluem febre, tosse não produtiva, hipoxemia e dispneia 

progressiva, frequentemente associados a opacidades em vidro fosco nas imagens pulmonares 

obtidas a partir de tomografia computadorizada (Liu et al., 2019; Bateman et al., 2020). 

A PCP pode manifestar de maneira diferente em indivíduos infectados pelo HIV e doentes 

imunocomprometidos por outras causas. Em indivíduos infectados pelo HIV a apresentação é 

subaguda, com a doença progredindo de forma mais lenta e insidiosa, geralmente com sintomas 

presentes por pelo menos 1 a 2 semanas. Os pacientes são classicamente taquipnéicos e 

taquicárdicos e apresentam poucos sinais na ausculta pulmonar (Liu et al., 2019; MacDonald 

et al., 2024). Em pacientes imunocomprometidos, seronegativos para o HIV, a infecção tende 

a evoluir rapidamente para a insuficiência respiratória aguda, acompanhada por uma 
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sintomatologia mais pronunciada, embora semelhante à dos pacientes HIV positivos (Liu et 

al., 2019).  

As características radiológicas clássicas da PCP incluem o infiltrado intersticial peri-hilar 

bilateral. Entretanto, é comum que a radiografia torácica seja normal no início da apresentação, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos seronegativos para o HIV (Salzer et al., 

2018; Bateman et al., 2020; Weyant et al., 2022). Muitas vezes, as alterações radiológicas são 

discretas e a radiografia pode ser inconclusiva ou não mostrar patologias pulmonares que são 

visíveis na tomografia computadorizada (Salzer et al., 2018). A tomografia computadorizada 

frequentemente revela opacidades em vidro fosco, com distribuição central e predominância 

no lobo superior, como padrão radiológico típico da PCP (Salzer et al., 2018; Bateman et al., 

2020; Weyant et al., 2021). 

P. jirovecii é um agente patogénico alveolar, mas raramente causa infecção disseminada, 

ocorrendo principalmente em pacientes com HIV avançado, em pacientes que não estão em 

profilaxia para PCP ou que estão em tratamento com pentamidina em aerossol. A apresentação 

clínica depende do órgão envolvido e pode apresentar-se com ou sem os achados pulmonares 

típicos (Esteves, 2010; Skalski et al., 2015; Meenaski et al., 2019). 

3.4. Transmissão e Colonização do P. jirovecii  

Os mecanismos de transmissão entre Pneumocystis spp. e os seus respectivos hospedeiros não 

são totalmente conhecidos (Alanio & Bretagne, 2017). Com base em estudos realizados em 

modelos animais e em seres humanos, propôs-se que a via mais provável de transmissão entre 

indivíduos é a via aérea, através da inalação das formas císticas do fungo (Alanio & Bretagne, 

2017; Vera & Ruenda, 2021).  

A hipótese de circulação aérea constante de P. jirovecii e a exposição precoce na infância 

sugerem que a PCP pode ser resultado da reativação de organismos adquiridos na infância ou 

da multiplicação de organismos recentemente adquiridos (Alanio & Bretagne, 2017). Contudo, 

existem evidências robustas de que a PCP clínica ocorre pela aquisição de uma nova infecção 

(Vera & Ruenda, 2021). 

A colonização ou infecção assintomática é definida como o isolamento de P. jirovecii em 

amostras respiratórias de indivíduos imunocomprometidos ou imunocompetentes sem 
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sintomas específicos ou história de PCP, com baixa carga parasitária demonstrada por métodos 

convencionais ou moleculares (Alanio & Bretagne, 2017; Cillóniz et al., 2019). 

Os seres humanos infectados ou colonizados são os reservatórios de P. jirovecii, e a 

transmissão ocorre de pessoa para pessoa, com o sistema respiratório servindo como porta de 

entrada e saída. No entanto, ainda não está claro quanto tempo os portadores podem 

permanecer colonizados e se existe um estado transitório de colonização (Vera & Ruenda, 

2021). 

A colonização por P. jirovecii tem implicações significativas, pois facilita a transmissão de 

pessoa para pessoa e permite que o fungo circule na comunidade, representando uma ameaça 

grave quando transmitido a indivíduos com alto risco de infecção. O acúmulo de resíduos 

fúngicos em indivíduos com defeitos imunitários pode evoluir para PCP, aumentando os casos 

de mortalidade (Alanio & Bretagne, 2017; Cillóniz et al., 2019; Le Gal et al., 2024).  

Determinadas características biológicas de P. jirovecii facilitam a sua persistência prolongada 

no hospedeiro. Este microrganismo possui a capacidade de alterar seus antigénios de superfície, 

especialmente o complexo de glicoproteínas de superfície principal. Essa variabilidade 

antigénica está associada à evasão da resposta imune do hospedeiro, o que permite que a 

manutenção da colonização (Hauser, 2019). 

3.5. Métodos de diagnóstico da pneumonia por P. jirovecii   

O diagnóstico da PCP baseia-se na combinação de sintomas clínicos, achados radiográficos e 

observação microscópica de cistos em lâminas sujeitos a coloração por metilamina prata ou 

por imunofluorescência (Meenakshi et al., 2019; Bateman et al., 2020; Weyant et al., 2021).  

Em doentes com suspeita clínica de PCP, deve se iniciar imediatamente o tratamento empírico. 

Não havendo necessidade de atrasar o início do tratamento para o diagnóstico laboratorial, 

tendo em conta que os cistos persistem durante vários dias no material respiratório, mesmo 

com tratamento específico para a PCP (Salzer et al., 2018).  

As amostras clínicas utilizadas no diagnóstico da PCP podem ser classificadas em amostras 

obtidas por técnicas invasivas, como a biopsia pulmonar ou o lavado broncoalveolar (LBA), e 

em amostras obtidas por técnicas não invasivas, como a expectoração induzida ou espontânea, 

as secreções brônquicas, o aspirado nasofaríngeo ou o lavado oral (Bateman et al., 2020). 
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O LBA é a amostra padrão para o diagnóstico da PCP, pois é considerada a amostra respiratória 

de maior qualidade. A colheita do líquido do LBA é efectuada por broncoscopia, no lobo 

médio, permitindo a visualização de P. jirovecii em 51% dos casos quando efectuado após um 

teste de expectoração induzida negativo (Tang et al., 2018; Bateman et al., 2020). No entanto, 

a broncoscopia apresenta limitações por ser um procedimento invasivo, requer instalações e 

técnicos treinados, e pode não ser viável para pacientes com doença pulmonar avançada ou em 

estado de distress respiratório (MacDonald et al., 2024).  

3.5.1. Diagnóstico citológico  

A coloração da parede do cisto é a técnica preferencial de diagnóstico microscópico devido á 

sua capacidade de análise rápida e ao mínimo conhecimento necessários para a interpretação 

(Bateman et al., 2020). As colorações de Giemsa, Diff-Quik e Wright podem permitir a 

detecção do cisto, mas não coram a sua parede, enquanto as colorações de Gomori-

metenamina-prata, Gram-Weigert, violeta cresyl echt, azul de toluidina O e calcofluor branco 

coram a parede celular (Bateman et al., 2020; Weyant et al., 2021).  

A técnica de broncoscopia com LBA tem uma sensibilidade de 90-99%. No entanto, a 

expectoração induzida oferece uma opção menos invasiva que a broncoscopia, mas com 

sensibilidade abaixo de 50%, dependendo da técnica de colheita e do indivíduo que fornece a 

amostra (Senécal et al., 2021). A expectoração tem uma sensibilidade baixa para a PCP e a sua 

colheita não é recomendada para o diagnóstico (Weyant et al., 2021).  

O diagnóstico microscópico de P. jirovecii, apesar de ser o método de confirmação, tem baixa 

acurácia diagnóstica pois depende da qualidade e do tipo de amostras, da carga fúngica, 

principalmente em pacientes HIV negativo sob profilaxia, e à competência dos observadores 

que analisam as lâminas (Bateman et al., 2020; Weyant et al., 2021). 

3.5.2. Imunofluorescência  

As colorações por imunofluorescência através de anticorpos monoclonais apresentam maior 

sensibilidade e especificidade quando comparadas com as colorações convencionais. Podem 

corar os cistos assim como os trofozoítos e apresentam vantagens como a facilidade de 

execução, repetibilidade e menor dependência da competência do técnico para a sua realização 
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e interpretação, porém requer um microscópio de fluorescência com filtro para isotiocianato de 

fluoresceína (Esteves, 2010).  

3.5.3. Métodos sorológicos  

A medição do (1,3)-Beta-D-Glucano (BG), um constituinte da parede celular na forma de vida 

cisto de P. jirovecii e vários outros patógenos fúngicos, é geralmente mais elevada em doentes 

infectados do que não infectados. No entanto, é um marcador inespecífico para PCP definitiva, 

porque pode ser positivo noutras infecções fúngicas, em doentes em terapia com albumina ou 

globulina e alguns medicamentos antimicrobianos e em pacientes submetidos a hemodiálise 

com membranas e filtros à base de celulose. O BG, como teste, é melhor utilizado para excluir 

a PCP devido ao seu forte valor preditivo (Bateman et al., 2020; Weyant et al., 2021; 

MacDonald et al., 2024).  

A Lactato Desidrogenase (LDH) é uma enzima intracelular associada ao metabolismo de todos 

os seres vivos, que é libertada quando há destruição da membrana citoplasmática das células 

do hospedeiro. Os níveis séricos de LDH são elevados nos doentes com infecção por P. 

jirovecii, podendo o seu doseamento no soro ser útil para verificar o estado da doença e para 

avaliar a resposta à terapêutica (Esteves et al., 2010; Bateman et al., 2020; MacDonald et al., 

2024). A quantificação de LDH sérica não pode ser utilizado como um teste de diagnóstico 

único porque tem pouco valor preditivo para PCP, pois níveis de LDH elevado são 

provavelmente um reflexo da inflamação e lesão subjacentes e não são específicos da PCP 

(Bateman et al., 2020).  

Os biomarcadores Krebs von den Lungen-6 e S-adenosilmetionia, antígenos libertados pelo 

interstício pulmonar durante um processo inflamatório, são avaliados como potenciais 

indicadores para a PCP quando combinados com o BG. No entanto, devido à sua baixa 

especificidade e sensibilidade, o seu uso não é recomendado actualmente (Bateman et al., 

2020).  
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3.5.4.  Métodos moleculares  

A nested PCR (n-PCR) e a PCR em tempo real (qPCR) são as principais técnicas de diagnóstico 

molecular utilizadas, cada um com diferentes níveis de sensibilidade e especificidade, 

dependendo do protocolo e alvo selecionado (Almeida-Silva et al., 2023).  

As regiões genómicas frequentemente amplificadas por essas técnicas incluem o espaçador 

internamente transcrito, a subunidade grande do rRNA mitocondrial (mtLSU rRNA), a 

subunidade menor do rRNA mitocondrial, a região conservada dos genes da família das 

glicoproteínas major de superfície, o dihidrofolato redutase e a proteína de choque térmico 

(Song et al., 2016).  

A sequência parcial do gene mtLSU rRNA é o alvo molecular mais adequado e sensível para 

PCR devido ao seu envolvimento em processos metabólicos essenciais, elevado grau de 

conservação genética e abundância de mitocôndrias em P. jirovecii (Almeida-Silva et al., 

2023).  

A n-PCR é uma variante da PCR convencional que utiliza um procedimento robusto e sensível 

para amplificar selectivamente regiões específicas do DNA alvo, empregando duas etapas 

consecutivas de amplificação com conjunto distinto de iniciadores direcionados para um gene 

multicópia no genoma de P. jirovecii (Wakerfield et al., 1990; Esteves, 2010). Embora essa 

técnica não distinga entre a colonização e infecção sintomática, é aplicável para a maioria das 

amostras clínicas e fornece resultados precisos, principalmente para indivíduos não infectados 

pelo HIV.  

O diagnóstico da doença é feito com base na n-PCR ou com PCR convencional, quando o 

doente apresenta sinais clínicos e radiológicos compatíveis, especialmente em pacientes 

adultos (Salzer et al., 2018; Weyant et al., 2022; Almeida-Silva et al., 2023). 

Por outro lado, a qPCR é considerada o método mais confiável e económico, em termos de 

tempo de resposta, para detectar e quantificar P. jirovecii em amostras respiratórias. Permite 

distinguir a colonização da infecção sintomática e a monitorização da resposta terapêutica 

(Song et al., 2016). No entanto, não há um consenso sobre a linha de corte para definir infecção, 

pois varia de acordo com o kit comercial utilizado e a plataforma utilizada para a PCR (Weyant 

et al., 2022). 
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3.6. Tratamento e Profilaxia da pneumonia por P. jirovecii  

3.6.1. Tratamento da pneumonia por P. jirovecii   

O tratamento da infecção pelo P. jirovecii é baseado na gravidade da doença e no diagnóstico 

específico. O principal fármaco utilizado no tratamento da PCP é o cotrimoxazol (CTZ), uma 

combinação de trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX), que actua inibindo a via 

biossintética do ácido fólico. O CTZ é altamente eficaz comparado a outros medicamentos, 

devido à sua boa penetração, resposta clínica rápida e baixo custo, sendo de primeira linha em 

indivíduos com e sem HIV (Esteves et al., 2010; Meenakshi et al., 2019).  

O tratamento é geralmente administrado durante 21 dias, por via oral ou parenteral, numa 

dosagem de 15-20 mg de TMP e 75-100 mg de SMX mg/kg/dia administrados de 6 ou 8 horas 

(Salzer et al., 2018; Meenakshi et al., 2019).  

O tratamento alternativo e preferencial para os pacientes com PCP e que desenvolvem reacções 

adversas ao CTZ, ou que não respondem à terapêutica com este fármaco é a pentamidina. A 

pentamidina intravenosa é administrada durante pelo menos 14-21 dias numa dose de 4 

mg/kg/dia (Salzer et al., 2018). 

Em casos de hipersensibilidade ou ausência de resposta ao CTZ ou à pentamidina, outros 

regimes terapêuticos podem ser utilizados, como a atavaquona, associação de dapsona com 

TMP, a combinação de primaquina-clindamicina, capsofungina combinada ou não com CTZ 

(Salzer et al., 2018; Weyant et al., 2021). 

A terapia com corticosteroides adjuvantes é um tratamento alternativo recomendado para 

pacientes infectados pelo HIV com PCP moderada a grave. Esta deve ser iniciada o mais cedo 

possível, preferencialmente dentro de 72 horas após o início da terapia específica para a PCP 

(Salzer et al., 2018). A administração de corticosteroides visa reduzir a resposta inflamatória 

decorrente da morte celular de P. jirovecii, melhorando a função pulmonar e aumentando as 

chances de sobrevivência (Meenakshi et al., 2019). 
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3.6.2. Profilaxia da pneumonia por P. jirovecii 

A administração da profilaxia diminuiu significativamente a prevalência de PCP em pacientes 

infectados em risco, particularmente em doentes com HIV na fase inicial do tratamento 

antirretroviral (TARV). Actualmente a maioria dos casos ocorre em doentes com HIV 

avançando ou que não aderem ao tratamento (Weyant et al., 2021).  

O CTZ é também utilizado como medicamento de eleição para a profilaxia, numa dose padrão 

de um comprimido diário de força dupla, isto é, 160 mg de TMP e 800 mg de SMX (Weyant 

et al., 2021).  

A profilaxia primária é indicada para doentes com HIV com contagem de células CD4 inferior 

a 200 células/µL, candidíase orofaríngea e doentes com antecedentes de outras infeções 

oportunistas. A profilaxia secundária é recomendada para doentes com antecedentes de PCP 

(Meenakshi et al., 2019; Weyant et al., 2021). 

Os médicos podem suspender a profilaxia do tratamento primário e secundário em doentes que 

responderam eficazmente a TARV e com aumento da contagem das células CD4 superior a 

200 células/µL (Meenakshi et al., 2019).  

3.7. Sarcoma de Kaposi  

O Sarcoma de Kaposi (SK) é um tumor linfo-angioproliferativo multifocal, mesenquimal e de 

baixo grau, causado pela combinação da infecção pelo vírus associado ao Sarcoma de Kaposi 

ou herpevírus humano-8 (KSHV/HHV8) e imunidade comprometida do hospedeiro. O KSHV 

é um herpesvírus ƴ2 que pertence à família do vírus de DNA de fita dupla Herpeseviridae 

(Micali et al., 2022).  

O SK apresenta quatro variantes epidemiológicas: (i) o SK clássico, que afecta principalmente 

as extremidades de pacientes idosos de ascendência mediterrânea e judáica, segue geralmente 

um curso crônico indolente; (ii) o SK Africano ou endémico que afecta crianças e jovens 

africanos; (iii) o SK iatrogénico e (iv) o SK associado à SIDA ou epidémico (Micali et al., 

2022).  

A prevalência do KSHV apresenta variações geográficas significativas. Nas populações adultas 

em geral, a infecção é bastante comum na África subsaariana com uma seroprevalência 
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superior a 50%, relativamente comum na região mediterrânica (20-30%) e incomum na Europa 

Ocidental e do Norte, na Asia e nas Américas (5-10%) (Cesarman et al., 2019).  

As manifestações clínicas das formas epidemiológicas do SK se sobrepõem, embora certas 

características estejam mais comumente associadas a uma forma de SK do que a outras. Em 

todas as formas de SK, as lesões cutâneas geralmente se apresentam como lesões múltiplas, 

pigmentadas, elevadas ou planas, indolores, que não empalidecem. As lesões cutâneas podem 

ocorrer em associação com lesões viscerais nos pulmões e no trato gastrointestinal (Cesarman 

et al., 2019).  

O SK pulmonar geralmente apresenta-se com dispneia, tosse seca, perda de peso e, por vezes, 

hemoptise, com ou sem febre, dor pleurítica e sibilância. Em alguns casos, pode apresentar-se 

totalmente assintomático (Yoo et al., 2005; Cesarman et al., 2019). Na radiografia e tomografia 

computadorizada do tórax as lesões pulmonares geralmente aparecem como infiltrado 

reticulonodular difuso e/ou derrame pleural, opacidades densas, nodulares, lesões em forma de 

chama ou sinal de chamas (Cesarman et al., 2019; Micali et al., 2022).  

O SK é geralmente diagnosticado com base na observação clínica macroscópica das lesões 

cutâneas e confirmado através da biopsia das lesões pela coloração convencional com 

hematoxilina e eosina (Cesarman et al., 2019).  

O tratamento do SK é difícil devido à sua heterogeneidade em termos de localização, extensão 

e taxa de crescimento. A terapia local ou sistémica é adaptada as condições do doente e as 

características do SK (Ruocco et al., 2013). Em pacientes com formas de SK nas quais a 

imunossupressão é potencialmente reversível, a abordagem de primeira linha é reforçar o 

sistema imunológico (Cesarman et al., 2019). 

3.8. Epidemiologia da pneumonia por P. jirovecii e Sarcoma de Kaposi 

P. jirovecii foi reconhecido pela primeira vez como um agente patogénico clinicamente 

relevante durante a Segunda Guerra Mundial, quando causou pneumonia em crianças 

malnutridas, em orfanatos na Europa e casos de pneumonia com risco de vida em crianças com 

leucemia linfoblastica aguda (Bateman et al., 2020).  

O SK e a PCP foram identificados como os primeiros indicadores da epidemia do SIDA. Em 

1981, o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) descreveu 26 homens 
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homossexuais com lesões típicas do SK, dos quais 31% morreram em dois anos devido ao 

curso agressivo da doença. Biópsias confirmaram que 16% desses pacientes estavam infectados 

por P. jirovecii. A presença de múltiplas infecções oportunistas nestes pacientes levou à 

definição do padrão clínico que ficou conhecido como SIDA (Friedman-Kein et al., 1981). 

Após a descoberta do SIDA nos Estados Unidos da América, diversos estudos revelaram uma 

prevalência de comorbilidade da PCP e SK variando entre 7% e 50% (Burkes et al., 1985; 

Lemlich et al., 1987; Mitchel et al., 1992). Durante o mesmo período, na África Subsaariana, 

esta comorbilidade foi observada em 14% a 33% dos pacientes (Downing et al., 1984; Pozniak 

et al., 1992; Malin et al., 1995). Entretanto, com a introdução da TARV e a redução 

concomitante dessas doenças, houve declínio significativo nos estudos sobre essa 

comorbilidade.   

Os primeiros estudos realizados em países africanos em pacientes adultos infectados pelo HIV 

referem que a PCP é uma doença com baixa frequência, especialmente em países tropicais. A 

maioria dos estudos iniciais relatou taxas de prevalência de 0% a 11% em doentes infectados 

com HIV (Kamafu et al., 1993; Batungwanayo et al., 1994; Ansari et al., 2002; Aderaye et al., 

2003).  

A dificuldade de notificação de PCP em África pode ser fundamentada por vários factores, 

incluindo a especulação segundo a qual a morte precoce não permitia que doentes Africanos 

infectados por HIV atingissem o grau de imunossupressão que os tornasse susceptíveis de 

desenvolverem a PCP, exposição precoce ao P. jirovecii que resulta numa melhoria da 

imunidade, modulação imunitária por outras infecções, utilização de técnicas de diagnósticos 

menos sensíveis, falta de pessoal de laboratório devidamente qualificado, e a ocorrência de 

estirpes menos virulentas e variação sazonal (Morris et al., 2004; Taylor et al., 2011). 

Actualmente, a prevalência da PCP clínica na África Subsaariana é de 19% em indivíduos 

adultos HIV+ e 9% em indivíduos colonizados (Willis et al., 2021). Além disso, a prevalência 

da PCP em adultos na região africana varia consideravelmente, com taxas de 43% na África do 

Sul, 39% em Uganda e 33% no Zimbabwe (Moris et al., 2004).  

Em Moçambique, estima-se que a prevalência da PCP em adultos seja de 16,3%, enquanto em 

crianças com imunodeficiência avançada, a taxa é de 9,2% (Sarcarlal e Dewing, 2016).  
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Na África subsaariana, a prevalência da comorbilidade do SK e P. jirovecii é variável entre os 

países. Estudos realizados em Uganda revelaram uma prevalência de P. jirovecii em 3% e 14% 

dos pacientes adultos suspeitos de SK (Yoo et al., 2005; Taylor et al., 2012). Em Malawi, 15% 

dos pacientes com Sarcoma de Kaposi pulmonar tinham infecção por P. jirovecii (Hartung et 

al., 2011). Contrariando os outros países, na Tanzânia foi reportada 0% e na África do Sul, 2% 

de comorbilidade em pacientes com SK (Kibiki et al., 2007; Chiliza et al., 2018).  

Em Moçambique, dados preliminares indicaram que 20% dos doentes adultos infectados pelo 

HIV admitidos no HCM com SK tinham PCP (Vilanculo, 2017). 

Não obstante a diminuição de casos após a introdução da TARV, a infecção por PCP continua 

contribuindo significativamente para morbimortalidade relacionadas ao HIV em crianças e 

adultos da África Subsariana com uma taxa de letalidade de 18% (Wasserman et al., 2016).  

A elevada frequência de mortalidade em doentes com HIV é relacionada a idade avançada, 

níveis de hemoglobina e PaO2 baixos na admissão hospitalar, episódios subsequentes de PCP, 

sarcoma de Kaposi pulmonar e comorbilidades pré-existentes (Alvaro-Meca et al., 2015). 
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4. Área de estudo  

A área de estudo foi o Hospital Central de Maputo (HCM) e as amostras foram processadas no 

Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina – Universidade Eduardo Mondlane 

(LM-FM). 

O HCM situa-se na Av. Agostinho Neto n°164, Cidade de Maputo. É um hospital de nível 

quaternário, considerado de referência no país, recebendo utentes não só da cidade e província 

de Maputo, bem como oriundos de outras províncias do Sul de Moçambique (HCM, 2024).  

Actualmente o HCM possui uma capacidade para 1500 camas, e alberga vários serviços 

clínicos como Serviço de Urgência, Medicina, Ortopedia, Medicina Física e Reabilitação, 

Ginecologia e Obstetrícia, Oncologia e Pediatria (HCM, 2024).  

         

Figura 2: Mapa da localização geográfica do Hospital Central de Maputo. 

Fonte: ArcGIS (2023). 
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5. Metodologia 

5.1. Tipo de estudo 

O presente estudo foi do tipo transversal descritivo com a colheita de dados quantitativos de 

forma retrospectiva.  

5.2. População e Amostragem 

No presente estudo foram incluídas amostras de Lavado Broncoalveolar (LBA) de pacientes 

adultos com SK e HIV+, conservadas no biobanco do LM-FM. As amostras foram obtidas no 

âmbito do estudo principal intitulado: “Preditores de Sarcoma de Kaposi Pulmonar no Hospital 

Central de Maputo”. A amostragem foi do tipo convencional, não probabilística, através da 

inclusão de todas as amostras de LBA de pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi e HIV+. 

5.2.1. Critérios de inclusão  

Foram analisadas amostras de LBA obtidas de pacientes adultos diagnosticados com SK e 

HIV+ com idade ≥ 15 anos, que apresentavam sinais ou sintomas de infecção pulmonar, 

atendidos no HCM no período entre 2016 e 2019.  

O estudo incluiu todas amostras de LBA guardadas no biobanco do LM-FM, inclusive aquelas 

que não tinham informações clínico-demográficas. 

5.2.2. Critérios de exclusão  

Não foram aplicados critérios de exclusão neste estudo, portanto, nenhuma amostra foi 

excluída. 

5.3.Tipo e Variáveis do estudo 

 Variáveis demográficas: Sexo e idade.  

 Variáveis clínicas: diagnóstico clínico compatível com PCP – definido pela 

presença simultânea de pelo menos três dos seguintes sintomas: tosse, febre, 

dispneia e hipoxemia e radiograma do tórax sugestivo de PCP; infecção 

assintomática ou colonização – identificação de DNA do P. jirovecii sem 

diagnóstico clínico compatível da PCP; e risco de contrair a infecção por P. 

jirovecii  – correspondeu a contagem das células CD4, onde foi definido o grupo de 
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baixo risco (mais de 200 células/µL); grupo de risco moderado (entre 50 e 200 

células/µL) e grupo de risco elevado (menos de 50 células/µL).  

5.4. Materiais e Equipamentos  

Tabela 1: Materiais e equipamentos utilizados no estudo 

Material de escritório 

Bloco de notas Canetas 

Lápis HB Tinteiro de impressora 

Marcadores  Papel A4 

Consumíveis de Laboratório 

Luvas de procedimento Batas descartáveis  

Tubos de eppendorf de 1,5 ml Pontas com filtros estéreis descartáveis de 10 a 

1000 𝜇𝑙 

Papel toalha  Tubos de PCR 

Micropipetas monoclonais de 10; 100; 

200 e 1000 𝜇𝐿 

Barca de pesagem 

Espátula  Proveta graduada de 100 ml 

Óculos contra luz UV  Rack de 60 furos para microtubos 

Erlenmeyer de 100ml Parafilme 

Reagentes 

Água desionizada DNA/RNA free  

(dd H2O) 

Albumina Sérica Bovina (0.5 𝜇g/ 𝜇l) 

Tampão TAE 1X Agarose 

Corante Gel red [10.000X] Álcool a 70%  

PCR SuperMix [2X] DNA ladder (100pb)  

Iniciadores pAZ 102-E; 102-H; 102-X e 

102-Y [10µM] do gene mtLSU rRNA 

DNA gel Loading Dye [6X] 
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Kit QIAamp Etanol “grade” 96% - 100% 

Equipamentos 

Micro-ondas  Geleira 2℃ – 8℃  

Geleira -80°C Fonte e Cuba electroforética 

Termociclador GeneAmp® PCR System 

9700 

Balança analítica 

Câmara de PCR (PLAS LABS) Transiluminador de UV (Euro Lone) 

Agitador tipo vórtex Microcentrífuga 

Máquina fotográfica digital Placa de aquecimento 

 

5.5. Extracção de DNA  

A extracção de DNA da amostra de Lavado broncoalveolar consistiu nos passos seguintes:  

1) Deixar a amostra estabilizar à temperatura ambiente;  

2) Ligar a placa de aquecimento à temperatura de 56°C; 

3) Identificar os tubos de eppendorf; 

4) Centrifugar a amostra a 1000 rpm por 5 min; 

5) Pipetar 20 μl de Proteinase K (fornecido no kit) para o fundo do tubo de Eppendorf; 

6) Adicionar ao tubo 200 μl da amostra no tubo de Eppendorf contendo Proteinase K; 

7) Adicionar 200 μl do Elution buffer no tubo controle negativo; 

8) Adicionar 200 μl do Lysis buffer para o tubo que contém a amostra e homogeneizar 

no vórtex por 15s; 

9) Incubar o tubo que contém a amostra na placa de aquecimento à 56°C por 10 min; 

10) Trocar as luvas para evitar contaminação; 

11) Centrifugar o tubo à 8000 rpm por 1 min, para remover possíveis gotículas do 

interior da tampa e parede do tubo; 

12) Adicionar 200 μl do etanol (96-100%) no tubo e homogeneizar no vórtex por 15s; 

13) Incubar à temperatura ambiente durante 5 min para uma completa precipitação; 

14) Centrifugar o tubo à 8000 rpm por 1 min; 
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15) Transferir toda solução para a colunas Mini spin QIAamp (fornecido no Kit) com 

auxílio da micropipeta, sem tocar o anel da coluna; 

16) Centrifugar o tubo a 8000 rpm por 1 min; 

17) Descartar o tubo coletor que contém o filtrado e transferir a coluna para um novo 

tubo coletor; 

18) Adicionar 500 μl do tampão de lavagem AW1 sem molhar o anel da coluna; 

19)  Centrifugar o tubo a 8000 rpm por 1 min; 

20) Descartar o tubo coletor que contém o filtrado e transferir a coluna para um novo 

tubo coletor; 

21) Adicionar 500 μl do tampão AW2 sem molhar o anel da coluna; 

22) Centrifugar o tubo a 14000 rpm, por 3 min; 

23) Descartar o tubo coletor que contém o filtrado e transferir a coluna para um novo 

tubo coletor ou tubo Eppendorf (não fornecido no Kit),  

24) Centrifugar à velocidade máxima durante 1 min; 

25) Transferir a coluna para um novo tubo de Eppendorf devidamente identificado e 

adicionar 160 μl do Elution buffer, para obtenção de ADN; 

26) Incubar à temperatura ambiente durante 5 min; 

27) Centrifugar por 8000 rpm, por 1 min; 

28) Descartar a coluna; 

29) Manter a amostra do DNA extraído no tubo Eppendorf guardar -20°C até o 

momento do uso. 

5.6. Detecção molecular do P. jirovecii  

5.6.1. PCR do gene mtLSU rRNA  

A detecção molecular de P. jirovecii foi feita através da técnica de nested-PCR para 

identificação do gene mtLSU rRNA, marcador molecular da espécie, com 346pb. As sequências 

de iniciadores específicos do gene mtLSU rRNA estão indicados na Tabela 2.  
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Tabela 2: Sequências dos iniciadores utilizados na amplificação do gene mtLSU rRNA de P. 

jirovecii por nested PCR. 

PCR Iniciador Sequencia (5’→ 3’) Dimensão 

(pb) 

Amplificação 

(pb) 

1ª Parte 

 

pAZ 102-E  GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 20 

346 

 

pAZ 102-H  GTGTACGTTGCAAAGTACTC 20 

2ª Parte 

 

pAZ 102-X  GTGAAATACAAATCGGACTAGG 22 

pAZ 102-Y  TCACTTAATATTAATTGGGGAGC 23 

Fonte: Wakefield et al., (1990) e Esteves (2010).                                        

5.6.1.1. Condições de nested PCR do gene mtLSU rRNA 

O master mix foi preparado com base nas concentrações e volumes indicados na Tabela 3.  

Tabela 3: Mastermix do gene mtLSU rRNA 

Reagentes [] Final (50 𝝁l) 1X 

1ª Etapa 2ª Etapa 

dd H20 dd H20 - 32,5 𝜇L 

Supermix [2X] Supermix [2X] [1X] 12,5 µL 

BSA (0.5 𝝁g/ 𝝁l) BSA (0.5 𝜇g/ 𝜇l) 0,01 𝜇g/ 𝜇l 1 𝜇L 

PAZ 102-E PAZ 102-X 0,2 𝜇M 1 𝜇L 

PAZ 102-H PAZ 102-Y 0,2𝜇M 1 𝜇L 

DNA molde DNA molde ------ 2 𝜇L 

Volume total  50 𝜇L 

Em uma câmara de PCR, preparou-se a mistura principal adicionando os reagentes em ordem 

decrescente dos volumes, isto é, do reagente de maior volume (ddH2O) até ao de menor volume 

(BSA) em um tubo de Eppendorf. De seguida, aliquotou-se 48 𝜇L da mistura principal para 

cada tubo de PCR. Em cada tubo de PCR foram adicionados 2 𝜇L de DNA molde para os tubos 
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das amostras, 2 𝜇L de dd H2O para o controlo negativo e 2 𝜇L de DNA positivo para o gene 

mtLSU rRNA para o controlo positivo. A preparação do master mix foi igual para a 1ª e 2ª parte 

da nested PCR. 

Os tubos de PCR foram colocados num termociclador (GeneAmp® PCR System 9700) 

programado para as condições térmicas indicadas na Tabela 4.  

Tabela 4: Condições térmicas aplicadas na nested PCR para amplificação específica do gene 

mtLSU rRNA de P. jirovecii 

Condições de amplificação*  

Desnaturação inicial  95°C, 3 minutos 

X 40 ciclos 

Desnaturação  95°C, 90 segundos 

Anelamento 55°C, 90 segundos 

Extensão  72°C, 2 minutos 

Extensão final 72°C, 10 minutos 

*As condições térmicas de amplificação são iguais na 1ª e na 2ª parte da nested PCR 

Fonte: Wakefield et al., 1990 e Esteves, 2010. 

 

5.6.2. Electroforese em gel de agarose  

5.6.2.1. Preparação do gel de agarose 

A preparação do gel de agarose a 1,5% consistiu nos seguintes passos:  

1) Montou-se a cuba para electroforese e colocou-se os pentes;  

2) Pesou-se 1,5 g de agarose em uma balança analítica e colocou-se em um frasco;  

3) Mediu-se, com auxílio de uma proveta, 100 mL da solução tampão Tris-Acetato-EDTA 

(TAE) 1X e adicionou-se ao frasco contendo a agarose;  

4) Homogeneizou-se a mistura e levou-se ao micro-ondas para dissolução da agarose por 

cerca de 3 minutos;  

5) Resfriou-se o gel por aproximadamente 1 minuto e adicionou-se 0,5µL do corante Gel 

Red [10.000X];  
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6) Vazou-se todo volume do gel na cuba electroforética com os pentes e deixou-se 

polimerizar por 30 minutos à temperatura ambiente. 

5.6.3. Visualização do produto da PCR  

O DNA amplificado por PCR foi submetido a electroforese em gel de agarose a 1,5%, para 

avaliação dos produtos de amplificação (amplicons) obedecendo os seguintes passos:  

1) Em uma tira de parafilme pipetou-se 2µl de tampão de aplicação (Loading Dye 6X) e 

misturou-se a 10 µl de amplicons. A mistura de 12 µl foi carregada nos respectivos 

poços.  

2) Carregou-se 5 µl de marcador DNA Ladder 6X (100pb) em dois poços nas extremidades 

do gel.  

3) Ligou-se a fonte elétrica da cuba a 100V durante 70 minutos.  

4) Retirou-se cuidadosamente o gel da cuba e colocou-se no transiluminador (Euro Lone) 

para visualização das bandas de DNA por acção de luz ultravioleta;  

5) Registou-se as imagens do gel com uma máquina fotográfica digital.  

5.7. Considerações éticas  

Este estudo faz parte do projecto principal intitulado: “Preditores de Sarcoma de Kaposi 

Pulmonar no Hospital Central de Maputo” aprovado pelo Comité Institucional de Bioética em 

Saúde da Faculdade de Medicina e do HCM e pelo Comité Nacional de Bioética para a Saúde 

com a Ref:374/CNBS/19 (Anexo 1).  

De modo a garantir a confidencialidade das informações, somente a investigadora principal do 

estudo e os supervisores tiveram acesso aos dados colhidos no livro de registo do LM-FM e foi 

usado um sistema de anonimização em que os nomes dos participantes foram substituídos por 

códigos. O estudo não apresentou nenhum risco potencial para os participantes, uma vez que 

não houve intervenção directa com os pacientes e os dados foram obtidos de forma secundária. 
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5.8. Análise de dados 

Os dados clínicos e demográficos foram colhidos em fichas dos pacientes, arquivadas no LM-

FM, previamente criadas no estudo principal. A informação foi digitalizada e organizada no 

programa Microsoft Office Excel 2013. A análise estatística descritiva das variáveis foi 

realizada no mesmo programa através da elaboração de tabelas e gráficos de frequência. 
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6. Resultados  

6.1. Características clínico-demográficas dos participantes do estudo  

O presente estudo incluiu um total de 145 amostras de LBA de pacientes adultos com Sarcoma 

de Kaposi (SK) e infecção pelo HIV, obtidas do biobanco do Laboratório de Microbiologia da 

Faculdade de Medicina (LM-FM), das quais 107 (73,8%) apresentavam dados clínico-

demográficos completos contra 38 (26,2%) com informações incompletas. 

A maioria dos pacientes, 96 (66,2%) foram do sexo masculino e 48 (33,1%) do sexo feminino. 

A idade variou entre 16 e 91 anos com uma média de 37 anos e desvio padrão de 10,25 anos. 

A moda das idades foi observada na faixa etária dos 30 aos 44 anos.  

As características clínicas mais frequentes para o total de 145 pacientes incluídos no estudo 

foram: tosse em 89 (61,4%), oximetria de pulso maior de 95% em 84 (58%) e profilaxia contra 

P. jirovecii em 51 (35,2%) dos pacientes. Adicionalmente, a febre foi observada em 12 (8,3%), 

dispneia em 37 (25,5%) e o infiltrado intersticial na radiografia do tórax em 47 (32,4%) dos 

pacientes, sendo essas as menos apresentadas (Tabela 5).  

Tabela 5: Características clínico-demográficas dos pacientes com Sarcoma de Kaposi e HIV+ 

incluídos no estudo. 

Características clínico-demográficas Número de pacientes, N (%) 

Sexo 
Feminino 

Masculino 

Sem informação  

48 (33,1) 

96 (66,2) 

1 (0,7) 

Faixa etária  
15-29 Anos 

30-44 Anos 

45-64 Anos 

65-91 Anos 

Sem informação  

27 (18,6) 

90 (62,1) 

23 (15,9) 

3 (2,1) 

2 (1,4) 

Febre 

Sim 

Não  

Sem informação  

12 (8,3) 

95 (65,5) 

38 (26,2) 
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Tosse 

Sim 

Não  

Sem informação  

89 (61,4) 

18 (12,4) 

38 (26,2) 

Dispneia 

Sim 

Não 

Sem informação 

37 (25,5) 

70 (48,3) 

38 (26,2) 

Oximetria de pulso 

90-94% 

95-97% 

98-100% 

Não feito 

Sem informação 

2 (1,4) 

43 (29,7) 

41 (28,3) 

21 (14,5) 

38 (26,2) 

Profilaxia contra P. jirovecii 

Sim 

Não 

Sem informação 

 

51 (35,2) 

56 (38,6) 

38 (26,2) 

Infiltrado intersticial  

Sim 

Não 

Não feito 

Sem informação 

 

47 (32,4) 

45 (31) 

14 (9,7) 

39 (26,9) 

 

6.2. Frequência de P. jirovecii em pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi e HIV+ 

Entre as 145 amostras de DNA analisadas, 16 (11%) foram positivas para P. jirovecii através 

de nested-PCR para identificação do gene mtLSU rRNA (Figura 3).  

 

Figura 3: Electroforese em gel de agarose (1,5%) em TAE para detecção do fragmento do 

gene que codifica a subunidade grande do rRNA mitocondrial (mtLSU rRNA). 
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Legenda: M, marcador molecular (100pb); C+, controlo positivo; C-, controlo negativo. As 

amostras 4 (186SK), 5 (191SK), 6 (168SK) foram positivas para P. jirovecii e as amostras 1 

(21SK), 2 (8SK) e 3 (11SK) foram negativas. 

 

6.2.1. Relacção entre as características clínico-demográficas e a colonização por P. 

jirovecii 

Os resultados do presente estudo, apesar do número reduzido de amostras positivas por n-PCR 

para a realização da inferência estatística, mostram maior infecção por P. jirovecii em 

indivíduos do sexo masculino (56,3%, 9/16) em relação ao sexo feminino (43,8%, 7/16), 

principalmente na faixa etária dos 30 aos 44 anos (81,3%, 13/16), que constituiu a principal 

população do estudo (Figura 4). 

 

Figura 4: Frequência dos pacientes colonizados por P. jirovecii por faixa etária. 

Do total dos 16 casos positivos de P. jirovecii, 11 casos positivos tinham dados completos 

contra 5 que não tinham informação clínica.  

Os 11 casos de pacientes com dados clínicos completos e positivos para P. jirovecii, nenhum 

dos pacientes foi compatível com a Pneumonia por P. jirovecii, sendo assim, 100% foram 

considerados casos de colonização por P. jirovecii.  

Os pacientes apresentaram diferentes sintomas, nomeadamente: tosse (56,3%, 9), radiografia 

do tórax com infiltrado intersticial (37,5%, 6) e dispneia (18,8%, 3). Adicionalmente, a maioria 
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dos pacientes não apresentava febre (68,8%, 11), hipoxemia (43,8%, 7) e cerca de metade 

estava sob profilaxia contra P. jirovecii (50%, 8).  

Com base na contagem das células CD4 dos pacientes colonizados por P. jirovecii, 5 (31,3%) 

dos pacientes eram de baixo risco e 2 (12,5%) de alto risco (Figura 5).  

 

Figura 5: Frequência dos pacientes em risco de colonização por P. jirovecci.  
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7. Discussão 

7.1.Frequência de P. jirovecii em pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi e HIV+ 

O estudo teve como objectivo analisar a ocorrência de P. jirovecii em pacientes com Sarcoma 

de Kaposi (SK) atendidos no Hospital Central de Maputo (HCM), tendo sido constatado que 

11% dos pacientes com SK estavam colonizados por P. jirovecii. Um estudo anterior realizado 

no HCM notificou uma prevalência elevada de 20% (Vilanculos, 2017). Ambos estudos 

utilizaram a mesma metodologia, portanto a diferença pode estar relacionada com às 

características da população incluída, visto que o estudo anterior incluiu apenas pacientes com 

imunossupressão avançada (CD4 ≤ 200 células/µL).  

Algumas pesquisas realizadas em diferentes regiões de África reportaram prevalências 

inferiores, onde a colonização variou entre 0,3% a 6% (Jessen et al., 2010; Taylor et al. 2012; 

Hviid et al., 2017). Esses estudos utilizaram a técnica de Reacção em Cadeia da Polimerase 

(PCR), no entanto, a maioria das amostras analisadas era de lavagem oral, uma técnica não 

invasiva, mas menos sensível para a detecção de colonização em comparação com o Lavado 

broncoalveolar, utilizado neste estudo (Tang et al., 2018; Bateman et al., 2020). 

Em contrapartida, em um hospital regional de Camarões foi reportada uma alta prevalência de 

42,9% de colonização por P. jirovecii em pacientes HIV+ (Riebold et al., 2014). Essas 

variações podem ser atribuídas a diferenças nas características das populações, nas amostras 

estudadas, além de factores ambientais e climáticos (Morris et al., 2004; Taylor et al., 2011; 

Morris & Noris, 2012).   

A colonização por P. jirovecii em pacientes com SK pode ter implicações clínicas graves no 

diagnóstico e tratamento, exacerbando sintomas respiratórios e aumentando o risco de 

mortalidade (Micali et al., 2022). Na África Subsariana onde regista-se prevalência alta de 

indivíduos HIV+ (5,9%), o acesso a técnica de diagnóstico precoce é limitado, desta forma a 

comorbilidade pode ser subdiagnosticada, agravando o quadro clínico do paciente (Taylor et 

al., 2012; Lanaspa et al., 2015; Willis et al., 2021; UNAIDS, 2023).  

7.2. Relacção entre as características clínico-demográficas e a colonização por P. jirovecii 

Neste estudo, P. jirovecii foi detectado predominantemente em indivíduos do sexo masculino 

9 (56,3%). Um estudo realizado nos Estados Unidos da América, com uma população de 

pacientes com características semelhantes, relatou uma elevada taxa de comorbilidade de 100% 
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por P. jirovecii e SK em pacientes do sexo masculino (Kasturia et al., 2017). Por outro lado, 

pesquisas realizadas no Hospital Geral do Limbe em Camarões e Hospital Central de Maputo 

em Moçambique, reportaram prevalências mais baixas, de 37% e 42%, respectivamente 

(Riebold et al., 2014; Vilanculo, 2017). Nessas pesquisas, não houve diferenças significativas 

entre os sexos, e a baixa prevalência de comorbilidade entre os indivíduos do sexo masculino 

foi atribuída à sua fraca participação no estudo. Estes resultados sugerem que, a infecção por 

P. jirovecii é mais comum em indivíduos do sexo masculino, provavelmente devido à sua maior 

vulnerabilidade biológica e comportamental (Chan & Slender, 2010).  

Estudos indicam que a hormona testosterona pode suprimir a resposta imunológica, enquanto 

altos níveis de estrogénio tendem a fortalecer, tornando as mulheres menos susceptíveis a 

infecções oportunistas (Chan & Slender, 2010). Além disso, homens frequentemente se 

envolvem em comportamentos de risco, como tabagismo e consumo de álcool, e são menos 

propensos a buscar cuidados de saúde preventivos, o que pode atrasar o diagnóstico e 

tratamento das infecções (Gay et al., 2021).  

No presente estudo foi observada maior frequência de colonização na faixa etária entre 30 e 44 

anos de idade (81,3%). Este resultado é semelhante ao observado no estudo de Riebold et al., 

(2014), onde a maioria dos indivíduos colonizados (52,2%) também pertencia a essa faixa 

etária. Por outro lado, um estudo anterior realizado do Hospital Central de Maputo reportou 

uma frequência baixa (22%) nesta faixa etária e maior prevalência (55%) em indivíduos com 

menos de 30 anos de idade (Vilanculo, 2017).  

Estas discrepâncias podem ser atribuídas a época da colheita das amostras nos estudos e 

mudanças na tendência da prevalência do HIV/SIDA segundo a faixa etária em Moçambique. 

No estudo realizado por Vilanculo (2017), as amostras foram colhidas em 2015, onde a 

prevalência do HIV era predominante na população jovem, com 6,9% na faixa etária dos 15-

24 anos (IMASIDA, 2015). A prevalência do HIV entre os jovens diminuiu ao longo do tempo 

para 3,1%, enquanto a faixa etária dos 30-44 anos apresentou um aumento significativo, com 

uma frequência de 21,6% (INSIDA, 2021). Estes factos sugerem que a maior frequência de 

colonização, na faixa dos 30-44 anos, observada neste estudo, pode estar associada à alta 

prevalência de HIV neste grupo, o que aumenta a susceptibilidade à colonização por P. 

jirovecii.  
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Ademais, com o aumento da idade ocorre o processo da imunossenescência, um estado de 

“envelhecimento” do sistema imunitário que contribui para o aumento da susceptibilidade às 

infeções oportunistas, incluindo por P. jirovecii (Quiros-Roldan et al., 2024). Em indivíduos 

idosos HIV+, a imunossupressão causada pelo vírus também acelera esse processo, tornando-

os particularmente susceptíveis à infecções oportunistas (Soares et al., 2020).   

Entre os pacientes colonizados, os sintomas mais comuns foram a tosse 9 (56,3%) e radiografia 

do tórax com infiltrado intersticial 6 (37,5%). Estudo realizado num hospital público da 

Colômbia relatou frequências com uma tendência semelhante, onde entre os pacientes 

colonizados, 69,4% tinham tosse e 48,2% apresentavam infiltrado intersticial na radiografia do 

tórax (Aguilar et al., 2021). No presente estudo, a maior parte dos pacientes colonizados não 

tinham febre 11 (68,8%) e hipoxemia 7 (43,8%). Em contrapartida, no estudo realizado em 

Colômbia a febre foi apresentada em 76,6% dos pacientes e a hipoxemia foi observada em 

13,3% dos pacientes (Aguilar et al., 2021). Esses sintomas são provavelmente relacionados ao 

SK, uma vez que a PCP e o SK podem ocorrer em simultâneo no pulmão, levando à 

sobreposição de sintomas e exames imagiológicos (Micali et al., 2022).   

Parte dos pacientes 8 (50%) no presente estudo estava sob profilaxia com cotrimoxazol (CTZ) 

contra P. jirovecii. Contudo, esta profilaxia pode não ter contribuído para a diminuição do risco 

de colonização. A persistência de P. jirovecii nesses pacientes pode ser explicada pelo relato 

impreciso do uso da profilaxia, detecção de organismos não viáveis ou baixa adesão à profilaxia 

com CTZ (Morris et al., 2004).  

Outra possibilidade pode ser o facto de os microrganismos presentes terem sido seleccionados 

pela profilaxia. O aumento do uso de CTZ como conduta profilática ou terapêutica, foi 

relacionado ao surgimento de resistência em P. jirovecii (Taylor et al., 2012). Em 

Moçambique, as directrizes de saúde recomendam o uso generalizado de CTZ como profilaxia 

para todos os pacientes HIV+ com imunossupressão avançada ou nos primeiros 6 meses de 

TARV.  

Embora a contagem de células CD4 seja amplamente reconhecida como um factor preditivo 

para o desenvolvimento da PCP em pacientes HIV+, o seu papel na previsão da colonização 

por P. jirovecii ainda é controverso (Mekinian et al., 2011). No presente estudo, não foi 

observada uma relação entre a baixa contagem das células CD4 e a colonização por P. jirovecii. 
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Parte dos pacientes 5 (31, 3%) apresentava contagem de células CD4 ˃ 200 células/µL, 

enquanto 12,5% tinha uma contagem de células CD4 < 50 células/µL. Não foi possível obter 

dados da contagem das células CD4 de 7 (43,8%) dos pacientes, factor que dificultou o 

estabelecimento da associação entre a colonização e os níveis de CD4 assim como a 

interpretação dos resultados. No entanto, esses resultados são consistentes com os estudos de 

Huang et al. (2003) e Morris et al. (2004), que não encontraram associação significativa entre 

a colonização por P. jirovecii e os níveis de CD4.  

De forma geral, os resultados sugerem que a colonização por P. jirovecii pode ocorrer 

independentemente do grau de imunodepressão em pacientes com SK associado à infecção 

pelo HIV, indicando que esses indivíduos podem actuar como importantes reservatórios de P. 

jirovecii, especialmente em ambientes hospitalares (Perreira et al., 2014). A presença de 

resíduos fúngicos em indivíduos colonizados com defeitos imunitários pode evoluir para PCP, 

causar inflamação nas vias respiratórias, e aumentar os casos de mortalidade (Alanio & 

Bretagne, 2017; Cillóniz et al., 2019; Le Gal et al., 2024). 
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8. Conclusão  

 No presente estudo foi detectada a comorbilidade, colonização por P. jirovecii e 

Sarcoma de Kaposi em pacientes infectados pelo HIV, através da técnica de nested 

PCR. 

 A colonização por P. jirovecii foi detectada principalmente em indivíduos do sexo 

masculino, na faixa etária dos 30 a 44 anos.  

 A maioria dos indivíduos colonizados apresentavam tosse, radiografia do tórax com 

infiltrado intersticial e estavam sob tratamento profilático contra P. jirovecii.  

 Parte dos indivíduos colonizados eram de baixo risco para a colonização por P. 

jirovecii, sugerindo uma transmissão deste agente a nível da comunidade ou intra-

hospitalar. 
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9. Limitações 

O estudo teve como limitação a falta de dados clínicos de alguns pacientes no livro de registo 

do Hospital Central de Maputo. 
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10. Recomendações  

 Rastreio microbiológico de P. jirovecii em pacientes com Sarcoma de Kaposi e queixas 

pulmonares.  

 Continuação de análises moleculares para detecção de marcadores de resistência a 

cotrimoxazol nos casos de colonização por P. jirovecii. 

 Realização de pesquisas para estabelecer a relação entre a colonização/infecção por P. 

jirovecii com o desfecho clínico.  

 Implementação da técnica de nested-PCR no Hospital Central de Maputo para auxiliar 

no diagnóstico da Pneumonia por P. jirovecii.  
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