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Resumo

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) é um fungo oportunista que frequentemente causa
pneumonia em pacientes imunossuprimidos, principalmente com infec¢do pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e recebendo corticoides sistémicos, podendo estar associada
ao Sarcoma de Kaposi (SK). Nos paises de alta renda, a incidéncia de infeccdo por P. jirovecii
e Sarcoma de Kaposi diminuiu significativamente devido a administracdo de tratamento
antirretroviral e profilaxia com cotrimoxazol. Em contraste, na Africa Subsaariana, incluindo
Mogambique, a prevaléncia destas infecgdes continua elevada, tendo atingido uma frequéncia
de 20% em 2017. Este estudo descreve a frequéncia 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 carécter retrospectivo, onde foram incluidas
amostras de Lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi e
HIV+, guardadas no biobanco do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina. A
deteccdo molecular de P. jirovecii foi realizada utilizando a técnica de Reaccdo 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 andlise estatistica descritiva das variaveis foi
realizada no programa Microsoft Office Excel 2013 através da elaboracéo de tabelas e graficos
de frequéncia.

Um total de 145 amostras de LBA foram incluidas no estudo, das quais 16 (11%) foram
positivas para P. jirovecii. A maior frequéncia de colonizacdo por P. jirovecii foi observada
em individuos do sexo masculino 9 (56,3%), particularmente na faixa etaria 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 infeccao
assintomatica por P. jirovecii.

O estudo revela casos de colonizacdo por P. jirovecii em pacientes com SK e com infeccao
pelo HIV, reforcando a necessidade do diagndstico desta micose pulmonar para reduzir o seu
impacto no pais.

PALAVRAS-CHAVES: Pneumocysts jirovecii, Sarcoma de Kaposi, Virus da
Imunodeficiéncia Humana, Hospital Central de Maputo.
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1. Introdugéo

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) € um agente patogenico oportunista, que causa pneumonia
intersticial grave, conhecida por pneumonia por P. jirovecii (PCP), que ocorre geralmente em
individuos com comprometimento imunitéario. Os principais factores de risco incluem doentes
infectados pelo HIV no estado avangado da doenca, receptores de transplantes de érgdos
solidos, pacientes com neoplasia, com imunodeficiéncias congénitas e submetidos a terapias

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

A PCP manifesta-se clinicamente com tosse ndo produtiva, febre baixa, dor toracica, arrepios,
fadiga e hipoxemia acentuada. A evolucdo da doenca em individuos infectados por HIV tem
inicio insidioso e o quadro agrava-se gradualmente, enquanto em doentes nao infectados pelo
HIV a doenga tem inicio subito e rapida evolucao (Lanaspa et al., 2015; Meenakshi et al., 2019;
Bateman et al., 2020; Wills et al., 2021).

A PCP é uma infecgdo que ocorre como comorbilidade em doengas infeciosas ou neopléasicas,
como o Sarcoma de Kaposi (SK). O SK é um tumor linfo-angioproliferativo multicéntrico,
mesenquimal e de baixo grau, causado pelo herpesvirus associado ao SK (KSHV), que como
a PCP, afecta preferencialmente individuos imunocomprometidos (Cesarman et al., 2019;
Micali et al., 2022).

O SK apresenta quatro variantes clinicas: o SK classico, que afecta principalmente as
extremidades de pacientes idosos e segue geralmente um curso cronico indolente; o SK
Africano ou endémico; o SK associado a imunossupressdo e o SK associado a SIDA (Micali
et al., 2022). O SK epidémico ou associado ao SIDA € uma das formas mais graves da doenca
e, é fatal sem tratamento, ocorrendo maioritariamente na Africa subsaariana, onde a infeccio
por KSHV é prevalente devido a transmissdo pela saliva durante a infancia (Kasturia et al.,
2017; Cesarman et al., 2019).

No inicio dos anos 80, do século passado, a incidéncia da PCP e SK alterou-se de forma
dréstica, passando de doencas raras a comuns. A sua ocorréncia entre homens homossexuais e
utilizadores de drogas intravenosas foi uma das primeiras evidéncias da epidemia por HIV,
onde eram consideradas doencas definidoras do SIDA (Masur et al., 1981; Kasturia et al.,
2017; Cesarman et al., 2019).



Em simulténeo, foi relatada a comorbilidade entre as duas doengas, com uma prevaléncia 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 paises desenvolvidos, a incidéncia de PCP e SK diminuiu drasticamente entre
0s pacientes com imunodepressdo moderada-grave devido ao Tratamento Antirretroviral
Altamente Ativa (TARV) e a profilaxia com o cotrimoxazol (CTZ). Contudo, na Africa
Subsariana, onde reside a maior parte das pessoas infectadas pelo HIV, cerca de 23 milhdes de
pessoas tem acesso limitado a estes tratamentos (Taylor et al., 2012; Lanaspa et al., 2015;
Kasturia et al., 2017; Willis et al., 2021).

Apos o pico da epidemia do HIV/SIDA, houve um substancial decréscimo de estudos sobre a
comorbilidade da PCP e SK a nivel mundial. Apesar disso, as pesquisas realizadas na Africa
Subsariana continuam a documentar a prevaléncia 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
Mocambique, a comorbilidade foi relatada em 20% de pacientes adultos com SK e HIV+ no
Hospital Central de Maputo (HCM) (Vilanculo, 2017).

Actualmente, ndo existe um sistema de cultivo para P. jirovecii, portanto, o diagnostico baseia-
se na combinacdo de sintomas clinicos, achados radiograficos e observacdo microscopica de
cistos em laminas sujeitas a coloracdo por metilamina prata ou por imunofluorescéncia. A
amostra “padrao-ouro” para o diagnostico da PCP é o lavado broncoalveolar, no entanto, outras
amostras como expetoracdo, lavado orofaringeo, aspiracdo endotraqueal e nasofaringeo sao

igualmente teis para o diagnéstico (Meenakshi et al., 2019; Bateman et al., 2020).

O diagndstico microscopico de P. jirovecii, apesar de ser o método de confirmacao, tem baixa
acuracia diagndstica quando comparada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
principalmente em amostras menos invasivas como aspirado nasofaringeo (Meenakshi et al.,
2019; Bateman et al., 2020; Wills et al., 2021).

A PCR para deteccdo de P. jirovecii inclui a nested PCR que emprega um procedimento robusto
e altamente sensivel para amplificar selectivamente regides especificas do DNA alvo,
fundamentando-se em duas etapas consecutivas de amplificacdo, cada uma utilizando um
conjunto distinto de iniciadores, 0s quais sdo direccionados para um gene multicépia presente

no genoma de P. jirovecii (Esteves, 2010).



As regides genomicas comumente amplificadas através desta técnica s@o o espacador
internamente transcrito (ITS), a subunidade grande do rRNA mitocondrial (mtLSU rRNA), a
subunidade menor do rRNA mitocondrial, a regido conservada dos genes da familia das
glicoproteinas major de superficie, o dihidrofolato redutase e a proteina de choque térmico. No
entanto, o gene mtLSU rRNA demonstra ter maior sensibilidade, sendo o marcador preferencial
no diagnostico molecular da PCP (Song et al., 2016).

Diante deste contexto, este estudo pretende determinar a frequéncia de Pneumocystis jirovecii
em pacientes com Sarcoma de Kaposi atendidos no HCM entre 2016 e 2019, através da PCR,
de modo a propor uma vigilancia mais activa desta infeccdo em Mocambique.

1.1. Problema

Um estudo de revisdo sistematica e meta-analise sobre a prevaléncia de P. jirovecii na Africa
Subsaariana entre 1995 e 2020 reportou 19% (9% colonizacdo) em adultos infectados pelo HIV
(Willis et al., 2021). Além disso, a prevaléncia da PCP em adultos na regido varia
consideravelmente, com taxas de 43% na Africa do Sul, 39% em Uganda, 37% no Quénia,
33% no Zimbabwe, 27% no Malawi e 7,5% na Tanzania (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 Africa
Subsaariana, durante 0 mesmo periodo, 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 Africa Subsaariana em pacientes adultos com SK atendidos
em hospitais publicos revelaram uma prevaléncia 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 Mocambique, estima-se que a prevaléncia de PCP em adultos seja de 16,3%, enquanto em

criangas com imunodeficiéncia avancada a prevaléncia é de 9,2% (Sarcarlal e Dewing, 2016).

Ademais, dados preliminares do estudo principal, no qual o presente estudo esta inserido,
revelaram alguns doentes adultos infectados pelo HIV admitidos com SK e com diagndstico

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

Sarcoma de Kaposi atendidos no Hospital Central de Maputo?
1.2. Justificativa

As infeccOes fangicas, incluido a PCP, respondem uma elevada morbilidade e mortalidade
mundialmente, tornando-se uma preocupacao crescente no cenario clinico e epidemiolégico,
devido ao aumento de individuos em risco de desenvolvimento destas doencas nomeadamente,

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

A prevaléncia continua do HIV/SIDA em Mogambique é um desafio significativo devido ao
dificil acesso ao tratamento antirretroviral e a profilaxia com cotrimoxazol, resultando em uma
populacdo substancialmente susceptivel a doengas oportunistas, como a PCP e SK. Estas
condigdes podem ocorrer frequentemente de forma concomitante, aumentando o risco de

mortalidade neste grupo de pacientes.

No entanto, apesar da crescente preocupacdo, estas infeccbes recebem pouca atengdo e
recursos, levando a lacunas na pesquisa epidemioldgica que descreve especificamente a
comorbilidade PCP/SK a nivel mundial, limitando a compreensdo da frequéncia e das suas
caracteristicas. Em Mocambique, estudos realizados no HCM, unidade de referéncia no pais,
para onde esses casos sdo enviados, demonstraram taxas significativas desta condicdo,

sugerindo que pode constituir um importante problema de satde publica.

Diante dessa realidade, este estudo justifica-se pela necessidade de compreender a dinamica
desta comorbilidade em doentes HIV+ em Mocambique, de modo a orientar as decisfes de
prevencdo, diagnostico precoce, tratamento e melhorar os resultados clinicos. Como também,
fornecer bases para formulacdo de politicas de saude mais eficazes e direcionadas para

pacientes coinfectados com HIV, SK e PCP em Mocambique.



2. Objectivos
2.1. Objectivo geral

Analisar a ocorréncia de P. jirovecii em pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi atendidos
no Hospital Central de Maputo entre 2016 e 2019.

2.2. Objectivos especificos

¢ Descrever as caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes.
¢ Determinar a frequéncia de P. jirovecii em pacientes com Sarcoma de Kaposi.

¢ Relacionar as caracteristicas clinico-demograficas com a infec¢do por P. jirovecii.



3. Referencial tedrico

3.1. Classificagdo e Taxonomia do P. jirovecii

Pneumocystis jirovecii € um microrganismo, patégeno oportunista que coloniza os mamiferos,
incluindo os seres humanos causando pneumonia intersticial grave, denominada
pneumocistose ou pneumonia por P. jirovecii (PCP) em individuos imunocomprometidos. A
descoberta inicial desse patdgeno remonta a década de 1909, durante o estudo da
tripanossomiase, onde Carlos Chagas, em Minas Gerais, no Brasil através da observacao
microscdpica das estruturas cisticas 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, Anténio Carini encontrou estruturas cisticas semelhantes em ratos infectados pelo
Trypanosoma lewisi e enviou uma amostra para 0s pesquisadores Pierre e Marie Delande,
investigadores do Instituto Pauster de Paris. Os Delande, durante suas investigacoes,
encontraram estruturas cisticas semelhantes em ratos de rua sem qualquer evidéncia de
infeccdo por Trypanosoma, levando-o0s a suspeitar que se tratava de um novo microrganismo
(Delanoé e Delanoé, 1912).

Em 1912, os Delande classificaram formalmente o microrganismo, como sendo distinto de T.
cruzi, atribuindo-lhe a designacdo de Pneumocystis carinii. O nome “Pneumo” foi atribuido
devido ao tropismo do microrganismo pelos pulmdes, “cystis” em referéncia a forma cistica
caracteristica, e o restritivo especifico “carinii” em homenagem a Antonio Carini, que

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

Até a década de 1980, Pneumocystis spp. era considerado um protozoario, baseado em varias
caracteristicas, nomeadamente: morfologia semelhante aos protozoarios e patogénese no
hospedeiro, auséncia de caracteristicas morfologicas tipicas dos fungos, resisténcia aos

antifngicos convencionais e sensibilidade aos antiprotozoéarios (Vera & Ruenda, 2021).

A natureza fungica foi confirmada em 1988, apds analises de RNA ribossémico conduzidas
por Edmar e Stringer, classificando-o como um Ascomyceto, apesar da deficiéncia de
ergosterol em sua membrana celular, uma caracteristica comum entre os fungos (Vera &
Ruenda, 2021; Weyant et al., 2021).



Actualmente, o género Pneumocystis spp., tem a seguinte classificacdo taxonémica:

¢ Dominio: Eukaryota

¢ Reino: Fungi

¢ Sub-reino: Dikarya

¢ Filo: Ascomycota

¢ Sub Filo: Taphrinomycotina

Classe: Pneumocystidomycetes
Subclasse: Pneumocystidomycetidae

Ordem: Pneumocystidales

* & o o

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

Estudos serologicos e analises moleculares demonstram que as diferentes espécies do genero
Pneumocystis variam fenotipicamente e geneticamente conforme o hospedeiro que infectam.
Com base nisto, foi inicialmente proposto um sistema trinominal para a classificacdo 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 presenca 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 dificil de compreender completamente devido a falta
de um meio cultivo in vitro fiavel para o seu isolamento. Consequentemente, as teorias sobre
o ciclo de vida baseiam-se em micrografias de microscopia electronica de transmisséo,
reconstrucdes tridimensionais de organismos de Pneumocystis em tecidos de mamiferos

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

Sdo reconhecidos trés estagios morfolégicos do ciclo de vida de P. jirovecii: o trofozoito ou
forma trofica, 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).



A. Fase assexuada B. Fase sexuada
Trofozoitos Trofozoitos

(hapléide) (hapléides)
Nucleo @) @& Mitocdndria = ======

o
J Q 2 -
/ 3
Conjugacio 4
/Elqmstancllo Desenqmshmznnk/“

S A
Divisapbimrh ° % « ) Pré-quisto { !
" ! ) (dipléide)

o |

:@ (@J

Qu:slo imaturo Quisto maduro

’v‘ )
Matu.lfu;ao
\,* 2 ‘( _/ Cotpo
.> ~ 4 mtxaq\.usuco
\ {

(hapléide)

Figura 1: Ciclo de vida de P. jirovecii no alveolo pulmonar. S&o descritos trés estagios
morfolégicos de P. jirovecii: trofozoitos, pré-cisto e cisto (quisto). E evidenciada a reproducéo
assexuada (A) das formas troficas haploides que dividem-se por fissdo binaria. Na fase de
reproducdo sexuada do ciclo de vida (B), os trofozoitos conjugam-se formando o pré-cisto
(diploide), que evolui para forma cistica.

Fonte: Esteves (2010).

Inicialmente a forma trofica fixa-se as células hospedeiras, especificamente, as celulas
epiteliais do tipo | do alveéolo pulmonar (pneumocitos do tipo 1), onde se desenvolve
progressivamente, preenchendo as cavidades alveolares, num processo que conduz a
insuficiéncia respiratoria do hospedeiro (Skalski et al., 2015; Vera & Ruenda, 2021; Weyant
et al., 2021).

O trofozoito é uma célula mononuclear pequena (1-8u), pleomdrfica, com paredes finas e
filopodios. As formas tréficas haploides dividem-se por fissdo binaria (fase assexuada) e
podem conjugar-se para formar o pré-cisto (diploide) (Skalski et al., 2015; Weyant et al.,
2021).

Os pré-cistos iniciais sdo redondos e mononucleares e passam por diferentes estagios dividindo
0 seu nucleo e engrossando a parede, o que culmina na formagéao do cisto na fase de reproducgéo
sexuada (Aliouat-Denis et al., 2008; Skalski et al., 2015; Weyant et al., 2021).



O cisto ou esporo é uma estrutura semelhante a um asco, mede cerca de 5 um de diametro,
possui uma parede celular espessa, uma membrana externa e poucos filopodios na superficie.
Cada cisto contém tipicamente 8 corpos intracisticos, podendo variar entre 2 e 4, que medem
cerca de 1 um de didmetro e sdo constituidos por uma membrana dupla, um Unico nicleo e
uma mitocondria (Skalski et al., 2015; Weyant et al., 2021).

Num processo de excistamento, forma-se um poro na parede do cisto e séo libertados todos os
corpos intracisticos, os quais se desenvolvem formando trofozoitos 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 infec¢Ges fungicas oportunistas mais comuns
em individuos de imunocomprometidos. Os principais grupos de risco incluem doentes
infectados pelo HIV no estado avancado da doenca (com a contagem das células CD4 < 200
cl/ul), receptores de transplantes de Orgdos soélidos, pacientes com neoplasias, com
imunodeficiéncias congénitas e aqueles submetidos a terapias imunossupressoras (Alanio et
al., 2017; Meenakshi et al., 2019; Bateman et al., 2020).

A apresentacdo clinica da PCP é inespecifica e pode variar dependendo das condicbes
predisponentes concomitantes, do uso e do momento da profilaxia do HIV e PCP, além da
duracdo da doenca antes de procurar atendimento médico (MacDonald et al., 2024). Os sinais
e sintomas mais comuns da PCP incluem febre, tosse ndo 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 individuos infectados pelo HIV e doentes
imunocomprometidos por outras causas. Em individuos infectados pelo HIV a apresentacdo é
subaguda, com a doenca progredindo de forma mais lenta e insidiosa, geralmente com sintomas
presentes por pelo menos 1 a 2 semanas. Os pacientes sdo classicamente taquipnéicos e
taquicardicos e apresentam poucos sinais na ausculta pulmonar (Liu et al., 2019; MacDonald
et al., 2024). Em pacientes imunocomprometidos, seronegativos para o HIV, a infec¢do tende

a evoluir rapidamente para a insuficiéncia respiratoria aguda, acompanhada por uma



sintomatologia mais pronunciada, embora semelhante a dos pacientes HIV positivos (Liu et
al., 2019).

As caracteristicas radioldgicas classicas da PCP incluem o infiltrado intersticial peri-hilar
bilateral. Entretanto, é comum que a radiografia toracica seja normal no inicio da apresentacao,
especialmente em pacientes imunocomprometidos seronegativos para o HIV (Salzer et al.,
2018; Bateman et al., 2020; Weyant et al., 2022). Muitas vezes, as alteracGes radioldgicas sao
discretas e a radiografia pode ser inconclusiva ou ndo mostrar patologias pulmonares que sao
visiveis na tomografia computadorizada (Salzer et al., 2018). A tomografia computadorizada
frequentemente revela opacidades em vidro fosco, com distribuicdo central e predominancia
no lobo superior, como padrdo radiolégico tipico da PCP (Salzer et al., 2018; Bateman et al.,
2020; Weyant et al., 2021).

P. jirovecii € um agente patogénico alveolar, mas raramente causa infeccdo disseminada,
ocorrendo principalmente em pacientes com HIV avancado, em pacientes que nao estdo em
profilaxia para PCP ou que estdo em tratamento com pentamidina em aerossol. A apresentacao
clinica depende do 6rgéo envolvido e pode apresentar-se com ou sem 0s achados pulmonares
tipicos (Esteves, 2010; Skalski et al., 2015; Meenaski et al., 2019).

3.4. Transmissao e Colonizacéo do P. jirovecii

Os mecanismos de transmissdo entre Pneumocystis spp. e 0s seus respectivos hospedeiros nao
sdo totalmente conhecidos (Alanio & Bretagne, 2017). Com base em estudos realizados em
modelos animais e em seres humanos, propds-se que a via mais provavel de transmissao entre
individuos € a via aérea, atraves da inalacdo das formas cisticas do fungo (Alanio & Bretagne,
2017; Vera & Ruenda, 2021).

A hipotese de circulacdo aérea constante de P. jirovecii e a exposi¢do precoce na infancia
sugerem que a PCP pode ser resultado da reativacdo de organismos adquiridos na infancia ou
da multiplicacdo de organismos recentemente adquiridos (Alanio & Bretagne, 2017). Contudo,
existem evidéncias robustas de que a PCP clinica ocorre pela aquisi¢do de uma nova infeccao
(Vera & Ruenda, 2021).

A colonizagdo ou infeccdo assintomatica é definida como o isolamento de P. jirovecii em

amostras respiratorias de individuos imunocomprometidos ou imunocompetentes sem
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sintomas especificos ou histéria de PCP, com baixa carga parasitaria demonstrada por métodos
convencionais ou moleculares (Alanio & Bretagne, 2017; Cilloniz et al., 2019).

Os seres humanos infectados ou colonizados sdo os reservatdrios de P. jirovecii, e a
transmissdo ocorre de pessoa para pessoa, com o sistema respiratorio servindo como porta de
entrada e saida. No entanto, ainda ndo estd claro quanto tempo os portadores podem
permanecer colonizados e se existe um estado transitorio de colonizacdo (Vera & Ruenda,
2021).

A colonizagdo por P. jirovecii tem implicacGes significativas, pois facilita a transmissdo de
pessoa para pessoa e permite que o fungo circule na comunidade, representando uma ameaca
grave quando transmitido a individuos com alto risco de infeccdo. O acumulo de residuos
fungicos em individuos com defeitos imunitarios pode evoluir para PCP, aumentando 0s casos
de mortalidade (Alanio & Bretagne, 2017; Cilloniz et al., 2019; Le Gal et al., 2024).

Determinadas caracteristicas biologicas de P. jirovecii facilitam a sua persisténcia prolongada
no hospedeiro. Este microrganismo possui a capacidade de alterar seus antigénios de superficie,
especialmente o complexo de glicoproteinas de superficie principal. Essa variabilidade
antigénica estd associada a evasdo da resposta imune do hospedeiro, 0 que permite que a

manutencdo da colonizacdo (Hauser, 2019).
3.5. Métodos de diagndstico da pneumonia por P. jirovecii

O diagnostico da PCP baseia-se na combinacdo de sintomas clinicos, achados radiogréaficos e
observacdo microscopica de cistos em laminas sujeitos a coloracdo por metilamina prata ou

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

Em doentes com suspeita clinica de PCP, deve se iniciar imediatamente o tratamento empirico.
N&o havendo necessidade de atrasar o inicio do tratamento para o diagndstico laboratorial,
tendo em conta que os cistos persistem durante varios dias no material respiratério, mesmo

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

As amostras clinicas utilizadas no diagnostico 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 ndo invasivas, como a expectoragdo induzida ou espontanea,

as secregdes bronquicas, o aspirado nasofaringeo ou o lavado oral (Bateman et al., 2020).
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O LBA é a amostra padrédo para o diagnostico da PCP, pois é considerada a amostra respiratoria
de maior qualidade. A colheita do liquido do LBA ¢ efectuada por broncoscopia, no lobo
médio, permitindo a visualizacdo de P. jirovecii em 51% dos casos quando efectuado apds um
teste de expectoracédo induzida negativo (Tang et al., 2018; Bateman et al., 2020). No entanto,
a broncoscopia apresenta limitagdes por ser um procedimento invasivo, requer instalagdes e
técnicos treinados, e pode ndo ser viavel para pacientes com doenca pulmonar avangada ou em

estado de distress respiratério (MacDonald et al., 2024).
3.5.1. Diagnostico citologico

A coloracdo da parede do cisto é a técnica preferencial de diagndstico microscépico devido &
sua capacidade de analise rapida e ao minimo conhecimento necessarios para a interpretacdo
(Bateman et al., 2020). As coloracdes de Giemsa, Diff-Quik e Wright podem permitir a
deteccdo do cisto, mas ndo coram a sua parede, enquanto as coloracfes 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
expectoracdo induzida oferece uma op¢do menos invasiva que a broncoscopia, mas com
sensibilidade abaixo de 50%, dependendo da técnica de colheita e do individuo que fornece a
amostra (Senécal et al., 2021). A expectoracdo tem uma sensibilidade baixa para a PCP e a sua

colheita ndo é recomendada para o diagnéstico (Weyant et al., 2021).

O diagndstico microscopico de P. jirovecii, apesar de ser o método de confirmacgao, tem baixa
acuracia diagnostica pois depende da qualidade e do tipo de amostras, da carga fungica,
principalmente em pacientes HIV negativo sob profilaxia, e a competéncia dos observadores

que analisam as laminas (Bateman et al., 2020; Weyant et al., 2021).
3.5.2. Imunofluorescéncia

As coloragdes por imunofluorescéncia através de anticorpos monoclonais apresentam maior
sensibilidade e especificidade quando comparadas com as coloragfes convencionais. Podem
corar 0s cistos assim como os trofozoitos e apresentam vantagens como a facilidade de

execucdo, repetibilidade e menor dependéncia da competéncia do técnico para a sua realizacdo
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e interpretacdo, porém requer um microscopio de fluorescéncia com filtro para isotiocianato de

fluoresceina (Esteves, 2010).
3.5.3. Métodos soroldgicos

A medicéo do (1,3)-Beta-D-Glucano (BG), um constituinte da parede celular na forma de vida
cisto de P. jirovecii e varios outros patdégenos fungicos, é geralmente mais elevada em doentes
infectados do que ndo infectados. No entanto, € um marcador inespecifico para PCP definitiva,
porque pode ser positivo noutras infec¢des flngicas, em doentes em terapia com albumina ou
globulina e alguns medicamentos antimicrobianos e em pacientes submetidos a hemodialise
com membranas e filtros & base de celulose. O BG, como teste, € 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
0s seres Vvivos, que é libertada quando ha destruicdo da membrana citoplasmatica das células
do hospedeiro. Os niveis séricos de LDH sé@o elevados nos doentes com infec¢do por P.
jirovecii, podendo o seu doseamento no soro ser Util para verificar o estado da doenca e para
avaliar a resposta a terapéutica (Esteves et al., 2010; Bateman et al., 2020; MacDonald et al.,
2024). A quantificacdo de LDH sérica ndo pode ser utilizado como um teste de diagnostico
Unico porque tem pouco valor preditivo para PCP, pois niveis de LDH elevado séo
provavelmente um reflexo da inflamacgédo e lesdo subjacentes e ndo sdo especificos da PCP
(Bateman et al., 2020).

Os biomarcadores Krebs von den Lungen-6 e S-adenosilmetionia, antigenos libertados pelo
intersticio pulmonar durante um processo inflamatério, sdo avaliados como potenciais
indicadores para a PCP quando combinados com o BG. No entanto, devido a sua baixa
especificidade e sensibilidade, o seu uso ndo é recomendado actualmente (Bateman et al.,
2020).
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3.5.4. Meétodos moleculares

Anested PCR (n-PCR) e a PCR em tempo real (QPCR) sdo as principais técnicas de diagnostico
molecular utilizadas, cada um com diferentes niveis de sensibilidade e especificidade,

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

As regiBes genomicas frequentemente amplificadas por essas técnicas incluem o espagador
internamente transcrito, a subunidade grande do rRNA mitocondrial (mtLSU rRNA), a
subunidade menor do rRNA mitocondrial, a regido conservada dos genes da familia das
glicoproteinas major de superficie, o dihidrofolato redutase e a proteina de choque térmico
(Song et al., 2016).

A sequéncia parcial do gene mtLSU rRNA ¢ o alvo molecular mais adequado e sensivel para
PCR devido ao seu envolvimento em processos metabolicos essenciais, elevado grau de
conservacdo genética e abundancia de mitocéndrias em P. jirovecii (Almeida-Silva et al.,
2023).

A n-PCR é uma variante da PCR convencional que utiliza um procedimento robusto e sensivel
para amplificar selectivamente regides especificas do DNA alvo, empregando duas etapas
consecutivas de amplificagcdo com conjunto distinto de iniciadores direcionados para um gene
multicopia no genoma de P. jirovecii (Wakerfield et al., 1990; Esteves, 2010). Embora essa
técnica ndo distinga entre a colonizacao e infecgdo sintomatica, € aplicavel para a maioria das
amostras clinicas e fornece resultados precisos, principalmente para individuos ndo infectados
pelo HIV.

O diagnéstico da doenca é feito com base na n-PCR ou com PCR convencional, quando o
doente apresenta sinais clinicos e radioldégicos compativeis, especialmente em pacientes
adultos (Salzer et al., 2018; Weyant et al., 2022; Almeida-Silva et al., 2023).

Por outro lado, a gPCR € considerada 0 método mais confiavel e econdmico, em termos de
tempo de resposta, para detectar e quantificar P. jirovecii em amostras respiratorias. Permite
distinguir a colonizacdo da infeccdo sintomatica e a monitorizacdo da resposta terapéutica
(Song et al., 2016). No entanto, ndo ha um consenso sobre a linha de corte para definir infeccéo,
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 infecgdo pelo P. jirovecii é baseado na gravidade da doenca e no diagnéstico
especifico. O principal farmaco utilizado no tratamento da PCP é o cotrimoxazol (CTZ), uma
combinagdo de trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX), que actua inibindo a via
biossintética do &cido félico. O CTZ é altamente eficaz comparado a outros medicamentos,
devido a sua boa penetracao, resposta clinica rapida e baixo custo, sendo de primeira linha em
individuos 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 reaccoes
adversas ao CTZ, ou que ndo respondem a terapéutica com este farmaco 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 auséncia de resposta ao CTZ ou a pentamidina, outros
regimes terapéuticos podem ser utilizados, como a atavagquona, associacdo de dapsona com
TMP, a combinacdo de primaquina-clindamicina, capsofungina combinada ou ndo com CTZ
(Salzer et al., 2018; Weyant et al., 2021).

A terapia com corticosteroides adjuvantes € um tratamento alternativo recomendado para
pacientes infectados pelo HIV com PCP moderada a grave. Esta deve ser iniciada o mais cedo
possivel, preferencialmente dentro de 72 horas apds o inicio da terapia especifica para a PCP
(Salzer et al., 2018). A administracdo de corticosteroides visa reduzir a resposta inflamatoria
decorrente da morte celular de P. jirovecii, melhorando a funcdo pulmonar e aumentando as

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

A administracdo da profilaxia diminuiu significativamente a prevaléncia 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
avancando ou que ndo aderem ao tratamento (Weyant et al., 2021).

O CTZ é também utilizado como medicamento de eleicdo para a profilaxia, numa dose padrdo
de um comprimido diario de forca dupla, isto é, 160 mg de TMP e 800 mg de SMX (Weyant
etal., 2021).

A profilaxia priméria € indicada para doentes com HIV com contagem de células CD4 inferior
a 200 celulas/pL, candidiase orofaringea e doentes com antecedentes de outras infecfes
oportunistas. A profilaxia secundaria é recomendada para doentes com antecedentes de PCP
(Meenakshi et al., 2019; Weyant et al., 2021).

Os médicos podem suspender a profilaxia do tratamento primario e secundario em doentes que
responderam eficazmente a TARV e com aumento da contagem das células CD4 superior a
200 células/pL (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 combinacéo da infeccéo pelo virus associado ao Sarcoma de Kaposi
ou herpevirus humano-8 (KSHV/HHV8) e imunidade comprometida do hospedeiro. O KSHV
é um herpesvirus y2 que pertence a familia do virus de DNA de fita dupla Herpeseviridae
(Micali et al., 2022).

O SK apresenta quatro variantes epidemioldgicas: (i) o SK classico, que afecta principalmente
as extremidades de pacientes idosos de ascendéncia mediterranea e judaica, segue geralmente
um curso crénico indolente; (ii) o SK Africano ou endémico que afecta criancas e jovens
africanos; (iii) o SK iatrogénico e (iv) o SK associado a SIDA ou epidémico (Micali et al.,
2022).

A prevaléncia do KSHV apresenta variagdes geograficas significativas. Nas populacfes adultas

em geral, a infeccdo é bastante comum na Africa subsaariana com uma seroprevaléncia
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superior a 50%, relativamente comum na regido mediterranica (20-30%) e incomum na Europa

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

As manifestacOes clinicas das formas epidemioldgicas do SK se sobrepdem, embora certas
caracteristicas estejam mais comumente associadas a uma forma de SK do que a outras. Em
todas as formas de SK, as lesdes cutaneas geralmente se apresentam como lesdes multiplas,
pigmentadas, elevadas ou planas, indolores, que ndo empalidecem. As lesfes cutaneas podem
ocorrer em associacdo com lesdes viscerais nos pulmdes e no trato gastrointestinal (Cesarman
etal., 2019).

O SK pulmonar geralmente apresenta-se com dispneia, tosse seca, perda de peso e, por vezes,
hemoptise, com ou sem febre, dor pleuritica e sibilancia. Em alguns casos, pode apresentar-se
totalmente assintomatico (Yoo et al., 2005; Cesarman et al., 2019). Na radiografia e tomografia
computadorizada do torax as lesbes pulmonares geralmente aparecem como infiltrado
reticulonodular difuso e/ou derrame pleural, opacidades densas, nodulares, lesées em forma de

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

O SK ¢é geralmente diagnosticado com base na observacao clinica macroscépica das lesoes
cutaneas e confirmado através da biopsia das lesdes pela coloracdo convencional com

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

O tratamento do SK é dificil devido a sua heterogeneidade em termos de localizacéo, extensao
e taxa de crescimento. A terapia local ou sistémica é adaptada as condicdes do doente e as
caracteristicas do SK (Ruocco et al., 2013). Em pacientes com formas de SK nas quais a
imunossupressdo é potencialmente reversivel, a abordagem de primeira linha é reforcar o

sistema imunoldgico (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 criancas
malnutridas, em orfanatos na Europa e casos de pneumonia com risco de vida em criangas 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 Prevencdo de Doencas (CDC) descreveu 26 homens
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homossexuais com les@es tipicas do SK, dos quais 31% morreram em dois anos devido ao
curso agressivo da doenca. Bidpsias confirmaram que 16% desses pacientes estavam infectados
por P. jirovecii. A presenca de multiplas infeccBes oportunistas nestes pacientes levou a

definicdo do padrdo clinico que ficou conhecido como SIDA (Friedman-Kein et al., 1981).

Apos a descoberta do SIDA nos Estados Unidos da América, diversos estudos revelaram uma
prevaléncia de comorbilidade da PCP e SK variando entre 7% e 50% (Burkes et al., 1985;
Lemlich et al., 1987; Mitchel et al., 1992). Durante 0 mesmo periodo, na Africa 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 introducdo da TARV e a reducdo
concomitante dessas doencas, houve declinio significativo nos estudos sobre essa
comorbilidade.

Os primeiros estudos realizados em paises africanos em pacientes adultos infectados pelo HIV
referem que a PCP é uma doenca com baixa frequéncia, especialmente em paises tropicais. A
maioria dos estudos iniciais relatou taxas de prevaléncia 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 notificacdo de PCP em Africa pode ser fundamentada por varios factores,
incluindo a especulacdo segundo a qual a morte precoce nao permitia que doentes Africanos
infectados por HIV atingissem o0 grau de imunossupressdo que 0s tornasse susceptiveis de
desenvolverem a PCP, exposicdo precoce ao P. jirovecii que resulta numa melhoria da
imunidade, modulacdo imunitaria por outras infecgdes, utilizacao de técnicas de diagnosticos
menos sensiveis, falta de pessoal de laboratério devidamente qualificado, e a ocorréncia de

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

Actualmente, a prevaléncia da PCP clinica na Africa Subsaariana é de 19% em individuos
adultos HIV+ e 9% em individuos colonizados (Willis et al., 2021). Além disso, a prevaléncia
da PCP em adultos na regio africana varia consideravelmente, com taxas de 43% na Africa do
Sul, 39% em Uganda e 33% no Zimbabwe (Moris et al., 2004).

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

criancas com imunodeficiéncia avancada, a taxa é de 9,2% (Sarcarlal e Dewing, 2016).
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Na Africa subsaariana, a prevaléncia da comorbilidade do SK e P. jirovecii é variavel entre os
paises. Estudos realizados em Uganda revelaram uma prevaléncia 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 infecgdo por P. jirovecii (Hartung et
al., 2011). Contrariando os outros paises, na Tanzania foi reportada 0% e na Africa do Sul, 2%
de comorbilidade em pacientes com SK (Kibiki et al., 2007; Chiliza et al., 2018).

Em Mocambique, dados preliminares indicaram que 20% dos doentes adultos infectados pelo
HIV admitidos no HCM com SK tinham PCP (Vilanculo, 2017).

N&o obstante a diminuicdo de casos apos a introducdo da TARV, a infec¢do por PCP continua
contribuindo significativamente para morbimortalidade relacionadas ao HIV em criangas e

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

A elevada frequéncia de mortalidade em doentes com HIV ¢ relacionada a idade avangada,
niveis de hemoglobina e PaO, baixos na admissao hospitalar, episddios subsequentes de PCP,

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

A érea de estudo foi o Hospital Central de Maputo (HCM) e as amostras foram processadas no
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina — Universidade Eduardo Mondlane
(LM-FM).

O HCM situa-se na Av. Agostinho Neto n°164, Cidade de Maputo. E um hospital de nivel
quaternario, considerado de referéncia no pais, recebendo utentes ndo s6 da cidade e provincia
de Maputo, bem como oriundos de outras provincias do Sul de Mocambique (HCM, 2024).

Actualmente 0 HCM possui uma capacidade para 1500 camas, e alberga varios servigos
clinicos como Servico de Urgéncia, Medicina, Ortopedia, Medicina Fisica e Reabilitacéo,
Ginecologia e Obstetricia, Oncologia e Pediatria (HCM, 2024).
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Figura 2: Mapa da localizacdo geografica do Hospital Central de Maputo.

Fonte: ArcGIS (2023).

20



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. Populacédo e Amostragem

No presente estudo foram incluidas amostras de Lavado Broncoalveolar (LBA) de pacientes
adultos com SK e HIV+, conservadas no biobanco do LM-FM. As amostras foram obtidas no
ambito do estudo principal intitulado: “Preditores de Sarcoma de Kaposi Pulmonar no Hospital
Central de Maputo”. A amostragem foi do tipo convencional, ndo probabilistica, através da

incluséo de todas as amostras de LBA de pacientes adultos com Sarcoma de Kaposi e HIV+.
5.2.1. Ciritérios de incluséo

Foram analisadas amostras de LBA obtidas de pacientes adultos diagnosticados com SK e
HIV+ com idade > 15 anos, que apresentavam sinais ou sintomas de infec¢cdo pulmonar,
atendidos no HCM no periodo entre 2016 e 2019.

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

que nao tinham informacdes clinico-demogréaficas.
5.2.2. Critérios de excluséo

N&o foram aplicados critérios de exclusdo neste estudo, portanto, nenhuma amostra foi

excluida.

5.3.Tipo e Variaveis do estudo

¢ Variaveis demograficas: Sexo e idade.

¢ Variaveis clinicas: diagndstico clinico compativel com PCP — definido pela
presenca simultanea de pelo menos trés dos seguintes sintomas: tosse, febre,
dispneia e hipoxemia e radiograma do torax sugestivo de PCP; infeccdo
assintomatica ou colonizacdo - identificacdo de DNA do P. jirovecii sem
diagndstico clinico compativel da PCP; e risco de contrair a infeccdo 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/uL); grupo de risco moderado (entre 50 e 200

celulas/pL) e grupo de risco elevado (menos de 50 células/uL).

5.4. Materiais e Equipamentos

Tabela 1: Materiais e equipamentos utilizados no estudo

Material de escritério

Bloco de notas

Léapis HB

Marcadores

Consumiveis de Laboratdrio
Luvas de procedimento

Tubos de eppendorf de 1,5 ml

Papel toalha

Micropipetas monoclonais de 10; 100;
200 e 1000 uL

Espatula

Oculos contra luz UV

Erlenmeyer de 100ml

Reagentes

Agua desionizada DNA/RNA free
(dd H20)

Tampdo TAE 1X

Corante Gel red [10.000X]

PCR SuperMix [2X]

Iniciadores pAZ 102-E; 102-H; 102-X e
102-Y [10pM] do gene mtLSU rRNA

Canetas
Tinteiro de impressora

Papel A4

Batas descartaveis

Pontas com filtros estéreis descartaveis de 10 a
1000 ul

Tubos de PCR

Barca de pesagem

Proveta graduada de 100 ml
Rack de 60 furos para microtubos

Parafilme

Albumina Sérica Bovina (0.5 ug/ ul)

Agarose

Alcool a 70%

DNA ladder (100pb)

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

Equipamentos

Micro-ondas Geleira 2°C — 8°C

Geleira -80°C Fonte e Cuba electroforética

Termociclador GeneAmp® PCR System Balanca analitica

9700

Camara de PCR (PLAS LABS) Transiluminador de UV (Euro Lone)
Agitador tipo vortex Microcentrifuga

Magquina fotogréfica digital Placa de aquecimento

5.5. Extraccdo de DNA

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

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Deixar a amostra estabilizar a temperatura ambiente;

Ligar a placa de aquecimento a temperatura de 56°C;

Identificar os tubos de eppendorf;

Centrifugar a amostra a 1000 rpm por 5 min;

Pipetar 20 ul de Proteinase K (fornecido no kit) para o fundo do tubo de Eppendorf;
Adicionar ao tubo 200 pl da amostra no tubo de Eppendorf contendo Proteinase K;
Adicionar 200 pl do Elution buffer no tubo controle negativo;

Adicionar 200 ul do Lysis buffer para o tubo que contém a amostra e homogeneizar
no vértex por 15s;

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

10) Trocar as luvas para evitar contaminacéo;

11) Centrifugar o tubo a 8000 rpm por 1 min, para remover possiveis goticulas do

interior da tampa e parede do tubo;

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

13) Incubar a temperatura ambiente durante 5 min para uma completa precipitacéo;

14) Centrifugar o tubo a 8000 rpm por 1 min;
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15) Transferir toda solucéo para a colunas Mini spin QIAamp (fornecido no Kit) com
auxilio 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 pl do tampao 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 pl do tampao 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 (nédo fornecido no Kit),

24) Centrifugar a velocidade méaxima durante 1 min;

25) Transferir a coluna para um novo tubo de Eppendorf devidamente identificado e
adicionar 160 pl do Elution buffer, para obtencédo de ADN;

26) Incubar a temperatura ambiente durante 5 min;

27) Centrifugar por 8000 rpm, por 1 min;

28) Descartar a coluna;

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

momento do uso.

5.6. Deteccdo molecular do P. jirovecii

5.6.1. PCR do gene mtLSU rRNA

A deteccdo molecular de P. jirovecii foi feita através da técnica de nested-PCR para
identificacdo do gene mtLSU rRNA, marcador molecular da espécie, com 346pb. As sequéncias

de iniciadores especificos do gene mtLSU rRNA estéo indicados na Tabela 2.
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Tabela 2: Sequéncias dos iniciadores utilizados na amplificagdo do gene mtLSU rRNA de P.

jirovecii por nested PCR.

PCR Iniciador Sequencia (5°— 3°) Dimensao | Amplificacao
(pb) (pb)
12 Parte | pAZ 102-E | GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 20
pAZ 102-H | GTGTACGTTGCAAAGTACTC 20 346
28 Parte | pAZ 102-X | GTGAAATACAAATCGGACTAGG | 22
pAZ 102-Y | TCACTTAATATTAATTGGGGAGC | 23

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

5.6.1.1. Condicdes de nested PCR do gene mtLSU rRNA

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

Tabela 3: Mastermix do gene mtLSU rRNA

Reagentes [1 Final 50 ul) | 1X

12 Etapa 22 Etapa

dd H20 dd H20 - 32,5 uL
Supermix [2X] Supermix [2X] [1X] 12,5 uL
BSA (0.5 ug/ul) | BSA (0.5 ug/ ul) | 0,01 ug/ ul 1uL
PAZ 102-E PAZ 102-X 0,2 uM 1ul
PAZ 102-H PAZ 102-Y 0,2uM 1ul
DNA molde DNA molde | ------ 2 ulL
Volume total 50 ul

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

decrescente dos volumes, isto €, do reagente de maior volume (ddH20) até ao de menor volume

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

cada tubo de PCR. Em cada tubo de PCR foram adicionados 2 uL de DNA molde para os tubos
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das amostras, 2 uL de dd H20 para o controlo negativo e 2 uL de DNA positivo para o gene
mtLSU rRNA para o controlo positivo. A preparacdo do master mix foi igual para a 12 e 22 parte
da nested PCR.

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

programado para as condi¢des térmicas indicadas na Tabela 4.

Tabela 4: Condicdes térmicas aplicadas na nested PCR para amplificacdo especifica do gene
mtLSU rRNA de P. jirovecii

Condigdes de amplificagdo*

Desnaturacao inicial 95°C, 3 minutos

Desnaturacao 95°C, 90 segundos

Anelamento 55°C, 90 segundos X 40 ciclos
Extenséo 72°C, 2 minutos

Extenséo final 72°C, 10 minutos

*As condigdes térmicas de amplificacdo sdo iguais na 12 e na 22 parte da nested PCR

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

5.6.2. Electroforese em gel de agarose

5.6.2.1. Preparacao do gel de agarose
A preparacdo 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 balanca analitica e colocou-se em um frasco;

3) Mediu-se, com auxilio de uma proveta, 100 mL da solucéo tampéo 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 dissolucédo da agarose por
cerca de 3 minutos;

5) Resfriou-se o gel por aproximadamente 1 minuto e adicionou-se 0,5uL 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 a temperatura ambiente.

5.6.3. Visualizagdo do produto da PCR

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

avaliacdo dos produtos de amplificagdo (amplicons) obedecendo os seguintes passos:

1) Em uma tira de parafilme pipetou-se 2ul de tampéo de aplicacdo (Loading Dye 6X) e
misturou-se a 10 pl de amplicons. A mistura de 12 pl foi carregada nos respectivos
POCOS.

2) Carregou-se 5 pl de marcador DNA Ladder 6X (100pb) em dois pogos 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 visualizacdo das bandas de DNA por ac¢éo de luz ultravioleta;

5) Registou-se as imagens do gel com uma maquina fotogréafica digital.
5.7. Considerac0es 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
Salde da Faculdade de Medicina e do HCM e pelo Comité Nacional de Bioética para a Saude
com a Ref:374/CNBS/19 (Anexo 1).

De modo a garantir a confidencialidade das informacdes, somente a investigadora principal do
estudo e 0s supervisores tiveram acesso aos dados colhidos no livro de registo do LM-FM e foi
usado um sistema de anonimizacdo em que 0s homes dos participantes foram substituidos por
cddigos. O estudo ndo apresentou nenhum risco potencial para os participantes, uma vez que

ndo houve intervencdo directa com os pacientes e os dados foram obtidos de forma secundaria.
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5.8. Analise de dados

Os dados clinicos e demogréaficos foram colhidos em fichas dos pacientes, arquivadas no LM-
FM, previamente criadas no estudo principal. A informacéo foi digitalizada e organizada no
programa Microsoft Office Excel 2013. A andlise estatistica descritiva das varidveis foi

realizada no mesmo programa através da elaboracdo de tabelas e gréficos de frequéncia.
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6. Resultados
6.1. Caracteristicas clinico-demograficas dos participantes do estudo

O presente estudo incluiu um total de 145 amostras de LBA de pacientes adultos com Sarcoma
de Kaposi (SK) e infeccdo pelo HIV, obtidas do biobanco do Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Medicina (LM-FM), das quais 107 (73,8%) apresentavam dados clinico-
demograficos completos contra 38 (26,2%) com informagdes 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 padrdo de 10,25 anos.

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

As caracteristicas clinicas mais frequentes para o total de 145 pacientes incluidos 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 torax em 47 (32,4%) dos

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

Tabela 5: Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes com Sarcoma de Kaposi e HIV+

incluidos no estudo.

Caracteristicas clinico-demograficas NUmero de pacientes, N (%)

Sexo
Feminino 48 (33,1)
Masculino 96 (66,2)
Sem informacéo 1(0,7)
Faixa etaria
15-29 Anos 27 (18,6)
30-44 Anos 90 (62,1)
45-64 Anos 23 (15,9)
65-91 Anos 3(2,1)
Sem informagdo 2(1,4)
Febre
Sim 12 (8,3)
Né&o 95 (65,5)
Sem informacéo 38 (26,2)
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Tosse

Sim 89 (61,4)
Né&o 18 (12,4)
Sem informagao 38 (26,2)
Dispneia
Sim 37 (25,5)
Né&o 70 (48,3)
Sem informagao 38 (26,2)
Oximetria de pulso
90-94% 2(1,9)
95-97% 43 (29,7)
98-100% 41 (28,3)
Né&o feito 21 (14,5)
Sem informagao 38 (26,2)
Profilaxia contra P. jirovecii
Sim 51 (35,2)
Né&o 56 (38,6)
Sem informagéo 38 (26,2)
Infiltrado intersticial
Sim 47 (32,4)
Né&o 45 (31)
Né&o feito 14 (9,7)
Sem informagéo 39 (26,9)

6.2. Frequéncia 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 identificacdo do gene mtLSU rRNA (Figura 3).

Figura 3: Electroforese em gel de agarose (1,5%) em TAE para deteccdo 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. Relacgdo entre as caracteristicas clinico-demogréficas e a colonizacdo por P.

jirovecii

Os resultados do presente estudo, apesar do nimero reduzido de amostras positivas por n-PCR
para a realizagdo da inferéncia estatistica, mostram maior infeccdo por P. jirovecii em
individuos do sexo masculino (56,3%, 9/16) em relacdo ao sexo feminino (43,8%, 7/16),
principalmente na faixa etéaria dos 30 aos 44 anos (81,3%, 13/16), que constituiu a principal

populacéo do estudo (Figura 4).

Faixa etéria dos pacientes colonizados por P. jirovecii
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Figura 4: Frequéncia dos pacientes colonizados por P. jirovecii por faixa etéaria.

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

contra 5 que ndo tinham informacéo clinica.

Os 11 casos de pacientes com dados clinicos completos e positivos para P. jirovecii, nenhum
dos pacientes foi compativel com a Pneumonia por P. jirovecii, sendo assim, 100% foram

considerados casos de colonizagdo por P. jirovecii.

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

do térax com infiltrado intersticial (37,5%, 6) e dispneia (18,8%, 3). Adicionalmente, a maioria
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dos pacientes ndo 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).
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Figura 5: Frequéncia dos pacientes em risco de colonizagdo por P. jirovecci.
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7. Discussao

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

O estudo teve como objectivo analisar a ocorréncia 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 prevaléncia elevada de 20% (Vilanculos, 2017). Ambos estudos
utilizaram a mesma metodologia, portanto a diferenca pode estar relacionada com as
caracteristicas da populacédo incluida, visto que o estudo anterior incluiu apenas pacientes com

imunossupressao avancada (CD4 < 200 células/pL).

Algumas pesquisas realizadas em diferentes regides de Africa reportaram prevaléncias
inferiores, onde a colonizacdo variou entre 0,3% a 6% (Jessen et al., 2010; Taylor et al. 2012;
Hviid et al., 2017). Esses estudos utilizaram a técnica de Reaccdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), no entanto, a maioria das amostras analisadas era de lavagem oral, uma técnica ndo
invasiva, mas menos sensivel para a deteccdo de colonizagcdo em comparagdo com o Lavado

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

Em contrapartida, em um hospital regional de Camardes foi reportada uma alta prevaléncia de
42,9% de colonizacdo por P. jirovecii em pacientes HIV+ (Riebold et al., 2014). Essas
variacdes podem ser atribuidas a diferencas nas caracteristicas das populacfes, nas amostras
estudadas, além de factores ambientais e climaticos (Morris et al., 2004; Taylor et al., 2011;
Morris & Noris, 2012).

A colonizacdo por P. jirovecii em pacientes com SK pode ter implicagdes clinicas graves no
diagnostico e tratamento, exacerbando sintomas respiratorios e aumentando o risco de
mortalidade (Micali et al., 2022). Na Africa Subsariana onde regista-se prevaléncia alta de
individuos HIV+ (5,9%), 0 acesso a técnica de diagnostico precoce é limitado, desta forma a
comorbilidade pode ser subdiagnosticada, agravando o quadro clinico do paciente (Taylor et
al., 2012; Lanaspa et al., 2015; Willis et al., 2021; UNAIDS, 2023).

7.2. Relaccdo entre as caracteristicas clinico-demogréficas e a colonizacéo por P. jirovecii

Neste estudo, P. jirovecii foi detectado predominantemente em individuos do sexo masculino
9 (56,3%). Um estudo realizado nos Estados Unidos da América, com uma populagdo de

pacientes com caracteristicas 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 Camardes e Hospital Central de Maputo
em Mocambique, reportaram prevaléncias mais baixas, de 37% e 42%, respectivamente
(Riebold et al., 2014; Vilanculo, 2017). Nessas pesquisas, ndo houve diferencas significativas
entre 0s sexos, € a baixa prevaléncia de comorbilidade entre os individuos do sexo masculino
foi atribuida a sua fraca participacdo no estudo. Estes resultados sugerem que, a infeccéo por
P. jirovecii € mais comum em individuos do sexo masculino, provavelmente devido & sua maior

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

Estudos indicam que a hormona testosterona pode suprimir a resposta imunolégica, enquanto
altos niveis de estrogénio tendem a fortalecer, tornando as mulheres menos susceptiveis a
infeccBes oportunistas (Chan & Slender, 2010). Alem disso, homens frequentemente se
envolvem em comportamentos de risco, como tabagismo e consumo de alcool, e s&o menos
propensos a buscar cuidados de salde preventivos, 0 que pode atrasar o diagnostico e
tratamento das infecgOes (Gay et al., 2021).

No presente estudo foi observada maior frequéncia de colonizagédo na faixa etaria 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 individuos colonizados (52,2%) também pertencia a essa faixa
etaria. Por outro lado, um estudo anterior realizado do Hospital Central de Maputo reportou
uma frequéncia baixa (22%) nesta faixa etaria e maior prevaléncia (55%) em individuos com
menos de 30 anos de idade (Vilanculo, 2017).

Estas discrepancias podem ser atribuidas a época da colheita das amostras nos estudos e
mudancas na tendéncia da prevaléncia do HIV/SIDA segundo a faixa etaria em Mocambique.
No estudo realizado por Vilanculo (2017), as amostras foram colhidas em 2015, onde a
prevaléncia do HIV era predominante na populacdo jovem, com 6,9% na faixa etaria dos 15-
24 anos (IMASIDA, 2015). A prevaléncia do HIV entre os jovens diminuiu ao longo do tempo
para 3,1%, enquanto a faixa etaria dos 30-44 anos apresentou um aumento significativo, com
uma frequéncia de 21,6% (INSIDA, 2021). Estes factos sugerem que a maior frequéncia de
colonizacdo, na faixa dos 30-44 anos, observada neste estudo, pode estar associada a alta
prevaléncia de HIV neste grupo, o que aumenta a susceptibilidade a colonizacdo por P.

jirovecii.
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Ademais, com o aumento da idade ocorre 0 processo da imunossenescéncia, um estado de
“envelhecimento” do sistema imunitario que contribui para 0 aumento da susceptibilidade as
infecBes oportunistas, incluindo por P. jirovecii (Quiros-Roldan et al., 2024). Em individuos
idosos HIV+, a imunossupressao causada pelo virus também acelera esse processo, tornando-

o0s particularmente susceptiveis a infeccdes oportunistas (Soares et al., 2020).

Entre os pacientes colonizados, os sintomas mais comuns foram a tosse 9 (56,3%) e radiografia
do térax com infiltrado intersticial 6 (37,5%). Estudo realizado num hospital pablico da
Colémbia relatou frequéncias com uma tendéncia semelhante, onde entre o0s pacientes
colonizados, 69,4% tinham tosse e 48,2% apresentavam infiltrado intersticial na radiografia do
torax (Aguilar et al., 2021). No presente estudo, a maior parte dos pacientes colonizados nao
tinham febre 11 (68,8%) e hipoxemia 7 (43,8%). Em contrapartida, no estudo realizado em
Colémbia 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 sdo provavelmente relacionados ao
SK, uma vez que a PCP e o SK podem ocorrer em simultdneo no pulmao, levando a

sobreposicao de sintomas e exames imagiologicos (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 nao ter contribuido para a diminuicéo do risco
de colonizacdo. A persisténcia de P. jirovecii nesses pacientes pode ser explicada pelo relato
impreciso do uso da profilaxia, detec¢do de organismos ndo viaveis ou baixa adesdo a 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 profilatica ou terapéutica, foi
relacionado ao surgimento de resisténcia em P. jirovecii (Taylor et al.,, 2012). Em
Mocambique, as directrizes de saude recomendam o uso generalizado de CTZ como profilaxia
para todos os pacientes HIV+ com imunossupressdo avangada ou nos primeiros 6 meses de
TARV.

Embora a contagem de células CD4 seja amplamente reconhecida como um factor preditivo
para 0 desenvolvimento da PCP em pacientes HIV+, o seu papel na previsdo da colonizacao
por P. jirovecii ainda é controverso (Mekinian et al., 2011). No presente estudo, ndo foi

observada uma relacdo entre a baixa contagem das células CD4 e a colonizagao por P. jirovecii.
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Parte dos pacientes 5 (31, 3%) apresentava contagem de células CD4 > 200 células/uL,
enquanto 12,5% tinha uma contagem de células CD4 < 50 celulas/uL. Néo foi possivel obter
dados da contagem das células CD4 de 7 (43,8%) dos pacientes, factor que dificultou o
estabelecimento da associacdo entre a colonizacdo e o0s niveis de CD4 assim como a
interpretacédo dos resultados. No entanto, esses resultados sdo consistentes com o0s estudos de
Huang et al. (2003) e Morris et al. (2004), que ndo encontraram associacgao significativa entre
a colonizacgdo por P. jirovecii e os niveis de CDA4.

De forma geral, os resultados sugerem que a colonizagdo por P. jirovecii pode ocorrer
independentemente do grau de imunodepressdo em pacientes com SK associado a infec¢cdo
pelo HIV, indicando que esses individuos podem actuar como importantes reservatorios de P.
jirovecii, especialmente em ambientes hospitalares (Perreira et al., 2014). A presenca de
residuos fungicos em individuos colonizados com defeitos imunitarios pode evoluir para PCP,
causar inflamacdo nas vias respiratérias, e aumentar os casos de mortalidade (Alanio &
Bretagne, 2017; Cilloniz et al., 2019; Le Gal et al., 2024).
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8. Conclusao

¢ No presente estudo foi detectada a comorbilidade, colonizagdo por P. jirovecii e
Sarcoma de Kaposi em pacientes infectados pelo HIV, através da técnica de nested
PCR.

¢ A colonizacdo por P. jirovecii foi detectada principalmente em individuos do sexo
masculino, na faixa etaria dos 30 a 44 anos.

¢ A maioria dos individuos colonizados apresentavam tosse, radiografia do térax com
infiltrado intersticial e estavam sob tratamento profilatico contra P. jirovecii.

¢ Parte dos individuos colonizados eram de baixo risco para a colonizagdo por P.
jirovecii, sugerindo uma transmissdo deste agente a nivel da comunidade ou intra-

hospitalar.
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9. LimitacGes

O estudo teve como limitacdo a falta de dados clinicos de alguns pacientes no livro de registo
do Hospital Central de Maputo.
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10. Recomendagcdes

¢ Rastreio microbioldgico de P. jirovecii em pacientes com Sarcoma de Kaposi e queixas

pulmonares.

¢ Continuacdo de analises moleculares para detec¢do de marcadores de resisténcia a

cotrimoxazol nos casos de colonizagéo por P. jirovecii.

¢ Realizacdo de pesquisas para estabelecer a relacéo entre a colonizagéo/infeccdo por P.
jirovecii com o desfecho clinico.

¢ Implementacdo da técnica de nested-PCR no Hospital Central de Maputo para auxiliar

no diagndstico da Pneumonia por P. jirovecii.
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