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Resumo

A prevaléncia de tuberculose em Mocambique é de 361 casos/100000 habitantes com um
peso de mortalidade de 31% constituindo um problema de saude publica. Na zona sul do
Pais, o distrito de Manhica apresenta altos niveis de seropositividade em adultos (39,9%) e a
tuberculose € uma doenca endémica que mais causa mortes em criangcas e adultos
(847/100000 vivendo com HIV). A transmissdo e geracdo de estirpes resistentes aos
antibioticos usados no tratamento da tuberculose aumentam os desafios no combate a
tuberculose. Entretanto, poucos estudos existem sobre o perfil de resisténcia aos anti-
tubercul6sicos, o que dificulta a orientacdo no tratamento e torna baixa a taxa de sucesso no
tratamento da tuberculose. O presente trabalho teve como objectivo avaliar o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos de Mycobacterium tuberculosis complex isolados em
adultos atendidos no Hospital Distrital da Manhica entre Janeiro de 2022 e Junho de 2023. O
estudo foi realizado incluindo 120 isolados submetidos a antibiograma pelo método de Ensaio
de sonda em linha MTBDR-plus seguindo protocolos de processamento institucionais. De um
total de 120 isolados, 11% apresentaram de resisténcia a pelo menos um antibidtico dos quais
10 isolados (8%) foram resistentes a isoniazida, 5 isolados (4%) foram resistentes a
rifampicina e 2 isolados (2%) foram MDR-TB. Os resultados evidenciam uma necessidade de
uso adequado dos antibidticos de primeira linha para o tratamento da tuberculose e testes de
resisténcia ao Mycobacterium tuberculosis complex. Ha necessidade de mais estudos
fenotipicos e moleculares para estimar a frequéncia de resisténcia das estirpes de M.

tuberculosis complex circulantes no pais.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis complex, Tuberculose, Susceptibilidade aos

antimicrobianos, Hospital Distrital da Manhica.
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1. Introducgéo

A tuberculose é uma doenga respiratoria infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), tendo sido declarada uma emergéncia sanitaria internacional
pela OMS em 1993 (Abraham et al., 2020). Actualmente a tuberculose é considerada a

segunda maior causa de mortes por doengas infecciosas (Gomez et al., 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de um terco da populacdo mundial
é portadora da bactéria em seu corpo (Gomez et al., 2018), sendo o desenvolvimento da
doenca, em paises de baixa e média renda, relacionado ao aumento de casos de HIV positivo
(Costa et al., 2018; Garcia-Basteiro et al., 2016) e a pobreza extrema (Adikaram et al., 2012).

Em 2019 foram reportados mais de 10 milhdes de casos tuberculose positivos em todo
mundo, dos quais 1.4 milhGes morreram devido a esta doenca (Yigzaw et al., 2021) e destes
acima de 90% foram reportados em Africa, com maior incidéncia na Africa Austral (Teferi et
al, 2021), tendo 26% dos pacientes resultado em morte (PNCT,2023).

Em Mocambique, tal como em outros paises da regido subsaariana, a situacdo da tuberculose
é devastadora (Garcia-Basteiro et al., 2019) sendo estimada uma média de 361 cidadaos que
desenvolvem a doenga em cada 100 mil habitantes (PNCT, 2023). Estima-se que em 2022, o
pais teve aproximadamente 110 mil novos casos de tuberculose dos quais aproximadamente
49 % morreram pela doenca (PNCT, 2023).

O Programa Nacional de Controlo da Tuberculose (PNCT), lancado em 1977 com o objectivo
de controlar a problematica da tuberculose no pais, iniciou o sistema de registro de pacientes

e introduziu a terapia de tratamento da tuberculose (Nguenha et al., 2018).

Actualmente, o tratamento da Tuberculose em Mogambique € feito usando medicamentos de
primeira linha rifampicina, isoniazida (Zaw et al., 2018), pirazinamida, etambutol e
estreptomicina (PNCT, 2021; Perdigdo, 2008) em uma terapia de um minimo de seis meses
(Felicano et al, 2018). A emergéncia e disseminacao de estirpes de M. tuberculosis resistentes
aos medicamentos de primeira linha mostra a necessidade de continua vigilancia para melhor
orientacdo no tratamento clinico de pacientes com tuberculose (OMS, 2021 e Feliciano et al,
2018).



As estirpes de M. tuberculosis resistentes tém sido associadas ao longo periodo de tratamento

ou incumprimento e abandono do tratamento por parte dos pacientes (Valencia et al., 2018).

Em Mocambique, apesar da alta prevaléncia da tuberculose (361 em cada 100 mil
habitantes), poucos estudos sobre a frequéncia e perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de primeira linha usados contra a infec¢do por M. tuberculosis foram feitos
e, devido a este factor o tratamento clinico principalmente nas zonas rurais € feito
empiricamente (Valencia, 2017; PNCT, 2023).

Os estudos actuais sobre a frequéncia de estirpes de M. tuberculosis resistentes realizados em
Mocambique mostram que nos Gltimos anos houve tendéncia de aumento dos casos de
resisténcia em Mocambique, variando de 912 casos em 2016 chegando a 1441 em 2023
(Nguenha, 2018; PNCT, 2023). Poréem, em 2022 o PNCT registou um aumento dos casos de
tuberculose multirresistente (MDR) na ordem de 8% (PNCT, 2023).

O presente trabalho teve como objectivo avaliar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de Mycobacterium tuberculosis complex isolados em adultos atendidos no
Hospital Distrital da Manhica entre Janeiro de 2022 e Junho de 2023.

1.1. Problema de estudo

Em Mocambique, assim como noutros paises, a tuberculose constitui um problema de saude
publica tendo sido registrados 110674 casos em 2022 dos quais 1441 foram multirresistentes
e aproximadamente 12% destes casos foram declarados 6bitos (PNCT, 2023). Porém, poucos
estudos existem sobre o perfil de resisténcia aos anti-tuberculdsicos, o que dificulta a
orientacdo no tratamento e torna baixa taxa de sucesso no tratamento em Mocgambique
(Nguenha, 2018).

O aumento da circulacdo de estirpes M. tuberculosis multiresistentes nas comunidades pode
gerar o aumento do peso da tuberculose no sistema de saude e aumento de casos de insucesso
no tratamento que podem levar ao aumento de Obitos por tuberculose (Gomez-Tangarife,

2018), havendo por isso necessidade de continua vigilancia (Eddabra e Neffa, 2020).

Estudos comparativos realizados em Manhica mostraram que 0s niveis de resisténcia de
estirpes de M. tuberculosis tém aumentado anualmente tendo sido registrados 14,4% de casos

de resisténcia num total de 312 amostras analisadas em 2018 (Mariner-Llicer, 2023). A partir
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desse conhecimento, surge a seguinte questdo: Qual é o perfil de susceptibilidade em isolados

de M. tuberculosis em adultos TB positivos no distrito de Manhica actualmente?
1.2. Justificativa de estudo

A realizacdo de estudos de prevaléncia e identificacdo das estirpes de M. tuberculosis
circulantes marca um avanco na luta contra endemia da tuberculose em Mogambique. O
conhecimento do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de M.
tuberculosis em individuos adultos pode ajudar na orientacdo terapéutica e controlo da
tuberculose (Yu, 2014).

Apesar dos avancos no combate da tuberculose como uma doenca endémica em
Mocambique, o pais continua com grande numero de infeccdes e um nivel baixo nivel (48%)
de sucessos no tratamento da doenca quando comparados aos niveis de desisténcias e mortes
pela doenca (PNCT, 2021).

O Distrito de Manhica é um dos pontos na provincia de Maputo com maior indice de
positividade para o HIV chegando aos 39,9% em adultos, e a taxa de coinfec¢do TB/HIV tem
vindo a crescer tendo sido estimada em 2011 que 847/100 000 adultos e 470/100 000 criancas
menores de 3 anos portadores do virus HIV desenvolveram a tuberculose (Valencia et al.,
2017).

Apesar dos esforgos empreendidos no controlo da tuberculose a nivel do distrito, estudos
locais realizados nos hospitais do distrito revelam um crescimento na frequéncia de estirpes
resistentes aos antibioticos de primeira linha tendo saido dos 11,2% em 2008 para o0s 14,4%
em 2018 (Valencia et al., 2017) e ainda assim, poucos estudos s&o realizados para determinar

a frequéncia de circulacao das estirpes resistentes no distrito de Manhica.

Assim, num contexto pds-pandemia COVID-19, alta taxa de coinfec¢do TB/HIV, aumento
dos casos de resisténcia aos antibioticos e baixa eficdcia no tratamento da tuberculose
resistente no pais, ha uma necessidade de desenvolvimento de estudos que tém como
objectivo determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes de M.

tuberculosis complex para a orientacdo de tratamento e controlo de infeccbes no pais.



2. Reviséo bibliografica
2.1. Histérico da tuberculose

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa causada pelo bacilo da espécie
Mycobacterium tuberculosis (Abraham et al., 2020). A sua forma mais comum é pulmonar,
mas podendo infectar outros érgdos do corpo como 0s 0ss0s, sistema nervoso central, entre

outras formas (Kant et al., 2021 e Massabni e Bonini, 2019).

A tuberculose é uma doenca que sempre acompanhou a humanidade em vérias partes do
mundo, mas sé passou a ser conhecida por este nome nos finais do século dezanove, sendo

antes conhecida como phthisis na antiga Grécia (Medcalf et al., 2013 e Frith, 2014).

As evidéncias da infeccdo pela tuberculose podem ser vistas ha séculos atras (Prabhu e Singh,
2019) e apontam a existéncia de um ancestral do Mycobacterium tuberculosis complex que
esteve presente na Africa do Este ha mais de 3 milhdes de anos. Dados genéticos indicam que
0s membros modernos do complexo (Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, entre

outros) sdo originados de um Unico ancestral africano (Daniel, 2006).

Em 1679, Sylvius de la Boe fez a primeira descricdo anatdmica e patoldgica da doenca,

descrevendo a apari¢do de “tubérculos” pulmonares como uma caracteristica da manifestacao

da tuberculose pulmonar (Prabhu e Singh, 2019 e Frith, 2014).

Em 1882, Robert Koch desenvolveu a técnica de visualizacdo de Mycobacterium através da
coloracdo de esfregacos (Medcalf et al., 2013; Prabhu e Singh, 2019) feitos a partir do
escarro ou goticulass de espirro de pacientes (Prabhu e Singh, 2019) e conseguiu isolar e
replicar a infeccdo em animais (Barberis et al., 2017).

A descoberta do meio para diagnostico Lowenstein-Jensen (LJ) marcou outro importante
avanco no diagnostico da tuberculose a partir de cultura bacteriana em meio enriquecido
(Prabhu e Singh, 2019).

Em 1949, foi introduzido a estreptomicina como o primeiro antibidtico eficaz contra a
tuberculose. Contudo, a sua accdo foi limitada devido a ocorréncia de mutacoes

cromossdmicas nos genes do M. tuberculosis que induziam a resisténcia. Isso levou a



introducdo de novos antibidticos e uma nova terapia de com uso de mistura de antibioticos no
periodo de tratamento (Barberis et al., 2017 e Prabhu e Singh, 2019).

Em 1993, a OMS classificou a tuberculose como epidemia que ja havia afectado mais de um
terco da populacdo mundial, estando 13 dos 15 paises com maior incidéncia localizados em
Africa (Prabhu e Singh, 2019 e Medcalf et al., 2013).

Com o surgimento das técnicas de biologia molecular, a busca por novas técnicas de
diagnostico e entendimento dos mecanismos de funcionamento deste bacilo estdo a ser

estudadas de modo a fortalecer a vigilancia sanitaria mundialmente (Prabhu e Singh, 2019).
2.2. Situacao epidemiologica da tuberculose no mundo

Segundo estimativas da OMS, a tuberculose encontra-se no grupo das 10 doencas mais
mortais mundialmente (Jang e Chung, 2020). Estima-se que um ter¢o da popula¢do mundial
esteja infectada pelo bacilo da tuberculose, estando maior parte destes casos concentrada nos

paises em desenvolvimento (OMS, 2020).

Em Mogambique, a OMS estima que ocorrem anualmente 163000 casos de tuberculose, mas
somente cerca de 8800 casos sdo notificados e cerca de 30% desses sdo perdidos devido a
falta de seguimento (PNCT, 2019).

A estratégia do Programa Nacional de Controlo da Tuberculose inclui o diagndstico e
testagem massiva de individuos presuntivos e vulneraveis para TB e seus contactos, e gestao

de casos positivos usando antibidticos de primeira linha (PNCT, 2020a).

Actualmente, a situacdo epidemiolodgica da tuberculose é agravada devido ao surgimento de
estirpes de MTB multi-resistentes aos medicamentos (MDR) e a eclosdo do virus da
imunodeficiéncia Humana (HIV) (PNCT, 2019; Singh et al.,, 2020). A OMS inclui
Mogambique na lista de paises com nimero de casos de estirpes MDR em ascensdo. Ainda
assim, 0 pais apresenta baixos niveis de deteccdo de Tuberculose MDR (Nguenha et al.,
2018).

A tuberculose Multi-resistente (MDR-TB) é definida como tuberculose resistente aos
antibidticos de primeira linha, incluindo Isoniazida (INH) e Rifampicina (RIF) (Jung e
Chung, 2020; Valencia, 2017; Jung e Chung, 2020).



2.3. Situacao da tuberculose em Africa

A tuberculose é uma doenca epidémica em quase todo mundo. Entretanto, o caso é agravante
para o continente africano e com maior enfoque para a regido subsaariana (Kaufmann e
Parida, 2008). A OMS estimou em 2019 que cerca de 10 milhGes de pessoas foram infectadas
pela tuberculose e que 25% dos casos mundiais de sejam foram em Africa e 32% terminaram
em morte (OMS 2020a).

A situacio agrava-se devido a alta prevaléncia do HIV/SIDA em Africa que contribui com 86
% dos casos de coinfeccdo da tuberculose mundialmente de quase meio milhdo de individuos
portadores do virus HIV (OMS, 2020a). Os programas de controlo da tuberculose em Africa
apresentam baixas taxas de deteccdo da tuberculose o que agrava o caso de infeccBes e

aumenta a carga da doenca (OMS, 2020b).

Ainda assim, esforcos sanitarios tém levado a diminuicdo da taxa anual de infeccdo na ordem
dos 3,6% e seguindo o plano de erradicacdo da tuberculose desenhado pela OMS até 2030
(OMS, 2020b).

A resisténcia aos medicamentos é outro problema que se levanta em Africa. Em 2019, foram
reportados mundialmente meio milh&o de doentes com resisténcia a rifampicina dos quais
78% apresentava multirresisténcia aos antibioticos usados contra a tuberculose (Kaufmann e
Parida, 2008; OMS, 2020a).

2.4. Situacgao de tuberculose em Mogambique

Dados da OMS indicam que mundialmente os casos de resisténcia chegaram em 2017 a uma
média de 3.5% entre novos diagnosticados e 18% entre em individuos tuberculose positivos
previamente tratados (OMS, 2018).

Em Mogambique, assim como noutros paises, a tuberculose constitui um problema de sadde
publica tendo sido registrados 97.093 casos em 2020 dos quais 1364 foram multirresistentes e
aproximadamente 12% destes casos foram declarados 6bitos (PNCT, 2021). Porém, poucos
estudos existem sobre o perfil de resisténcia aos anti-tuberculésicos, o que dificulta a
orientacdo no tratamento e torna baixa taxa de sucesso no tratamento em Mocambique
(Nguenha, 2018).



Apesar dos avangos no combate da tuberculose como uma doenca endémica em
Mocambique, o pais continua com grande nimero de infec¢Ges e um baixo nivel de sucessos
no tratamento da doenca (48%) quando comparados aos niveis de desisténcias e mortes pela
doenca (PNCT, 2021).

Estudos comparativos realizados em Manhica mostraram que 0s niveis de resisténcia de
estirpes de M. tuberculosis tém aumentado anualmente, tendo sido registrados 15% de casos

de resisténcia num total de 228 amostras analisadas em 2015 (Valencia, 2017).

No Distrito da Manhica, a tuberculose é uma das principais doencgas endémicas e constitui um
problema sanitario, sendo a principal causa de morte em individuos com coinfeccdo com HIV
(Nguenha et al., 2017).

2.5. Caracteristicas microbioldgicas do Mycobacterium tuberculosis complex

M. tuberculosis é uma bactéria com formato bacilar pertencente ao género Mycobacterium
que engloba bacilos aerdbicos imdveis, produtores de acido micolico, ndo formadores de
esporos com até 10 um de tamanho, com alto contetdo lipidico na sua parede celular
(Katalini¢-Jankovi¢ et al., 2012).

A sua parede celular é rica em lipidos, o que confere a camada hidrofobica a capacidade de
resisténcia a varios desinfetantes e antibi6ticos comuns, caracteristica determinante para o
uso da coloragdo Ziehl - Nielsen e alvo dos antibioticos, respectivamente (Katalini¢-Jankovi¢
etal., 2012 e Delogu et al., 2013).

O M. tuberculosis é uma bactéria intracelular com genoma com aproximadamente 4 Mbp e é
englobado no grupo de bactérias fastidiosas, pois possui baixa crescimento em meios de
cultura, levando de 12 a 24 horas para divisdo celular e um minimo de 8 semanas para
detecdo de cultura solida positiva. Possui capacidade de em crescimento formar estruturas
serpentinas chamadas fator-corda, caracteristico do complexo (Katalini¢-Jankovi¢ et al.,
2012).

2.6. Mecanismos de viruléncia de M. tuberculosis complex

A viruléncia do M. tuberculosis complex estd ligada as moléculas responsaveis pela

transmissdo, infeccdo e sobrevivéncia, capacidade de evasdo a resposta imune do hospedeiro



e a capacidade de causar dano pulmonar no hospedeiro (Echeveria-Valencia et al., 2018) e
estas podem ser dividas segundo a natureza como factores proteicos e ndo proteicos (Ramon-
Luing, 2023).

2.6.1. Factores proteicos para viruléncia do M. tuberculosis complex

Estruturas como os sistemas proteicos de secre¢do sao o principal mecanismo de viruléncia
do M. tuberculosis complex (Delogu et al., 2013; Ramon-Luing et al., 2023). Cinco sistemas
de secregdo foram identificados no M. tuberculosis complex: ESX-1, ESX-2, ESX-3, ESX-4
e ESX-5 (Delogu et al., 2013; Ramon-Luing et al., 2023).

O sistema ESX-1 é essencial para viruléncia completa do Mycobacterium e € responsavel
pela secrecdo de proteinas para migracdo do fagossomo para o citosol do macréfago
infectado, e assim garantir sua sobrevivéncia. O sistema ESX-3 estd envolvida na aquisi¢do
de i0es de ferro e zinco envolvidos no crescimento e multiplicagdo do Mycobacterium no

hospedeiro (Delogu et al., 2013; Ramon-Luing et al., 2023).

O sistema ESX-5 é o Sistema envolvido na secrecdo de produtos envolvidos na evasdo ao
sistema imune atuando na interacdo da bactéria com o sistema imune do hospedeiro (Delogu
et al., 2013; Ramon-Luing et al., 2023).

Embora as fun¢des dos sistemas ESX2 e ESX4 ndo tenham sido totalmente descritas até hoje,
a descoberta dos sistemas ESX marcaram um avango significativo no conhecimento da

viruléncia e patogénese do M. tuberculosis complex.
2.6.2. Factores ndo proteicos para viruléncia do M. tuberculosis complex

Entre varios factores que contribuem para a viruléncia do M. tuberculosis complex, o perfil
lipidico presente na parede celular é uma das mais importantes caracteristicas para completa

viruléncia e sobrevivéncia do Mycobacterium na célula hospedeira (Campelo et al., 2021).

O M. tuberculosis possui uma camada lipidica dindmica que é envolvida no transporte dos
antibidticos para o interior da célula do bacilo. Essa estrutura permite que o M. tuberculosis
altere a composicdo da sua camada lipidica em resposta as condigdes impostas pelo

hospedeiro, podendo aumentar a viruléncia. O perfil lipidico da parede celular do



Mycobacterium tem também a capacidade de gerar e modular a resposta imune do hospedeiro
(Campelo et al., 2021).

Outros componentes ndo proteicos ligados a viruléncia do M. tuberculosis complex sdo os
glicolipidos, glicanos, &cidos nucleicos e metabdlitos que sdo componentes vitais na
superficie bacteriana e responsaveis pela interacdo entre a bactéria e a célula hospedeira,
reconhecimento, sobrevivéncia intracelular para viruléncia (Delogu et al., 2013; Ramon-
Luing et al., 2023).

2.7. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos de M. tuberculosis complex

O surgimento de resisténcias nas estirpes do género Mycobacterium sp. deve-se ao
surgimento de mutacbes espontaneas no genoma bacteriano que conferem mecanismos
especificos de resisténcia aos antibidticos (Jung e Chung, 2020, Johnson et al., 2009 e
Abraham et al., 2020).

A resisténcia aos medicamentos de primeira linha tem sido ligada a mutacdes pontuais nos
genes katG, ahpC, inhA, kasA, and ndh para resisténcia a INH (sendo katG e inhA os mais
comuns), gene rpoB para resisténcia a RIF, pncA para resisténcia a PZA, embB para
resisténcia a EMB e and rpsL and rrs para resisténcia a STR (Singh et al.,2020 e Johnson et
al., 2009).

A resisténcia do MTB ocorre geralmente a um antibidtico, pois os loci que sofrem mutagdo e
conferem resisténcia ndo se encontram ligados (Muthaiah et al., 2017).

2.7.1. Mecanismos de resisténcia a rifampicina

As mutacOes pontuais (adicdes, delecGes e substituicbes) no gene rpoB sdo tidas como
responsaveis pela geragdo de resisténcias a rifampicina, sendo 95% dessas mutacoes
localizadas na regido de 81bp, tida como regido determinante para a resisténcia a rifampicina
(Gomez-Tangarife, 2018, Abraham et al, 2020, Muthaiah et al., 2017 Johnson et al., 2009).
Essas alteracOes causam menor afinidade entre a rifampicina e a unidade § do RNA
mensageiro, permitindo transcricdo do mRNA bacteriano (Abraham et al., 2020 e Johnson et
al., 2009).



2.7.2. Mecanismos de resisténcia a estreptomicina

A resisténcia a estreptomicina esta associada a mutacGes nos genes rpsL, rrs e gid que véo
ditar os niveis de resisténcia ao antibidtico na bactéria. Actua ligando-se a quatro
aminoacidos da proteina 12S da subunidade 30S do ribossoma (rrs) (Maron, 2017) e ao
rRNA 16S (rpsL) que levam a paragem na leitura do RNA mensageiro, causando mudancas
na sequéncia de aminoacidos na sintese de proteinas bacteriana resultando em proteinas nao

funcionais ou tdxicas (Singh et al., 2020, Maron, 2017 e Johnson et al, 2009).

A resisténcia a estreptomicina ocorre por mutacGes pontuais que ocorrem em genes que
codificam as proteinas alvo rpsL resultando na substituicdo de aminoacido e rrs resultando na

alteracdo do gene em duas regides distintas (Maron, 2017).
2.7.3. Mecanismos de resisténcia a isoniazida
Os dois genes associados a resisténcia a isoniazida sao:

katG — codifica a proteina catalase-peroxidase. A perda ou diminuicdo da actividade da
catalase-peroxidase pode resultar na resisténcia a INH. Mutagdes como delecBes e
substituicdes no gene katG podem levar a diminuicdo da actividade da enzima catalase
Maior parte destas mutagdes ocorrem entre os coddes 138 e 328 (Muthaiah et al., 2017 e
Johnson et al, 2009).

inhA- que codifica a proteina carregadora enoil-acil-redutase. A isoniazida activada liga-se ao
complexo inhA-NADH e inibe a biossintese do acido mycdlico pela formagdo de estrutura
terciaria (Muthaiah et al., 2017).

As mutagdes pontuais e substituicdes que ocorrem na regido promotora do gene inhA
resultam na diminuicdo da afinidade da isoniazida ao complexo inhA-NADH aumentando o
nivel de resisténcia (Muthaiah et al., 2017 e Johnson et al, 2009).

2.7.4. Mecanismos de resisténcia a pirazinamida (PZA)

As mutagdes em diversos nucleotideos do gene pncA sdo apontadas como causadoras de
resisténcia a pirazinamida causando diminuicdo na producdo da enzima pirazinamidase

(Singh et al.,2020 e Johnson et al, 2009) codificada pelo gene pncA que converte a
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pirazinamida em &cido pirazindico que diminui o pH no citoplasma bacteriano levando a

roptura da membrana plasmatica (Singh et al.,2020).
2.7.5. Mecanismos de resisténcia ao etambutol

As mutacfes no gene embB, que codifca a enzima arabinosil-transferase, causam o
desenvolvimento de resisténcia ao etambutol. Mutac¢6es no c6ddo 306 do gene embB séo as
mais apontadas por causarem resisténcia ao antibiotico (Abraham et al., 2020 e Singh et al.,
2020) com substituicdes de A por G, A por C, G por A, e G por C que causam mudancgas nos
aminodcidos produzidos (Singh et al., 2020). Por outro lado, polimorfismos nas unidades
embA, mbC e mutacbes nos coddes 497 e 406 sdo indicados como precursores de resisténcia

em 30% dos casos de resisténcia a etambutol confirmada (Abraham et al., 2020).

2.8.Métodos andlise do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de M.

tuberculosis complex

Os varios métodos de avaliacdo de susceptibilidade aos antimicrobianos sdo usados para
avaliar a susceptibilidade do Mycobacterium tuberculosis complex, mas os mais usados sao o

método das proporcdes, 0 método de concentracbes absolutas e os métodos moleculares.
2.8.1. Método de proporc¢des

O método de proporc¢des detecta a proporcdo de bacilos resistentes presentes em uma amostra
de M. tuberculosis complex em meios com concentrac@es inibitorias para o bacilo, inibindo o
crescimento das estirpes resistentes. As concentra¢@es criticas usadas para cada antibiotico e
a proporcdo de bacilos resistentes no meio de cultura sdo tabelados e as amostras de M.
tuberculosis complex sdo consideradas resistentes quando a propor¢do de crescimento é

maior que a proporc¢do estabelecida para cada farmaco (Agertt, 2012).

Tabela 1: Relacdo de concentragdes criticas e proporgles para o teste de sensibilidade aos antibidticos de M.

tuberculosis complex aos antibi6ticos de primeira linha

Antibidtico Concentracao Proporcéo (%)
critica (ug/mL)

Rifampicina 40,0 1,0

Isoniazida 0,2 1,0

11



Pirazinamida 100,00 10,0
Etambutol 2,0 1,0

2.8.2. Método de concentracfes absolutas

O método de concentracBes absolutas baseia-se na comparagdo do numero de coldnias em
dois meios de cultura, um contendo antibiotico e outro controle. Os resultados deste método
sdo afectados pela quantidade do inoculo e pela precisdo na concentracdo de cada droga
(Alcaide et al., 2017).

2.8.3. Método de razao de resisténcia

Este método compara as concentragbes minimas inibitorias dos bacilos testados a
concentracdo minima inibitdria de uma estirpe conhecida tida como referéncia (Alcaide et al.,
2017) controlando os valores de concentragdo inibitéria minima (MIC) para um determinado
isolado. A razdo de resisténcia é calculada dividindo os valores de MIC do isolado testado
pelo MIC de uma estirpe padrdo susceptivel (Drobniewski et al., 2007).

2.8.4. Meétodo de gradiente antimicrobiano (Etest)

O método de gradiente antimicrobiano € um método quantitativo que se baseia no gradiente
de difusdo antimicrobiana em um meio de cultura sélido. Neste método uma fita contendo
com gradiente de concentracfes de antibidticos é colocada em meio de cultura contendo os
bacilos a serem testados de modo a obter-se 0 MIC dos antituberculdsicos (Balouiri et al.,
2016 e Alcaide et al., 2017).

2.8.5. Meétodos moleculares

Os métodos moleculares para deteccdo do MTBC detectam a presenca de acidos nucléicos do
Mycobacterium tuberculosis complex em amostras de expectoracdo e detectam a presenca de
genes mutados que conferem resisténcia aos antibidticos usados contra a tuberculose (Aricha
etal., 2019).

Os métodos de teste por amplificacdo de &cidos nucleicos como Xpert Ultra e LPA séo os
mais usados e indicados pela OMS e pelo PNCT, pois possuem a capacidade de deteccdo de

MutacBes associadas a resisténcia a rifampicina (Aricha et al., 2019) que é um dos
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antitubercul6sicos de primeira linha (Nathavitharana et al, 2017). O método LPA possui
também capacidade de detec¢do de mutacBes que conferem resisténcia a isoniazida nos genes
katG e inhA (Aricha et al., 2019).

2.8.5.1. Xpert Ultra

O método de amplificacdo de &cidos nucleicos baseado em cartuchos é actualmente
recomendado pela OMS como teste rapido de diagnostico para tuberculose. O Xpert Ultra
(Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) € um ensaio molecular in vitro, automatizado e integrado
que detecta e qualifica quanto a presenca de material genético do M. tuberculosis complex e a
resisténcia a Rifampicina (Cepheid, 2020 e Dorman et al, 2018).

O teste Xpert Ultra tem como principio a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo
real que detecta e qualifica o M. tuberculosis complex quanto a resisténcia. Este possui
iniciadores que se ligam e amplificam a sequéncia de 81 pb do gene rpoB (onde se encontram
maior parte das mutagcdes que conferem resisténcia) que véo se ligar a sondas selvagens ou
mutagénicas (Cepheid, 2020 e WHO, 2016).

2.8.5.2. Ensaio de sonda em linha (LPA)

Os ensaios de sonda em linha sdo testes de diagndstico molecular rapido de sondas em linha
que detectam a presenca do Mycobacterium tuberculosis complex e suas respectivas

susceptibilidades em amostras positivas (Brandéo, 2018).

O teste possui a capacidade de deteccdo de MutacBes associadas a resisténcia a rifampicina
no centro do gene rpoB com 81lbp (demostrado na fig. 1) onde sdo detectadas 95% das
mutacdes RIF resistentes e MutacGes associadas a resisténcia & isoniazida na regido
promotora do gene inhA e no coddo 315 do gene katG onde séo detectadas 90% das mutacGes
INH resistentes (Nathavitharana et al, 2017 e Brandao, 2018).
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Resistance regions and common resistance-mediating mutations

[ rpoBWT2 | [ rpoBWT4 | [ rpoBWTS |
rpoBWT1 [ rpoBWT3 [ rpoBWTS5 | [ rpoBWT7T | rpoBWTE |

|sos| | |[s08[s09[s10|511] |513|5m|515- [s1e] | | [s22| | | - [ 1 - | 533

|
rpoB8 MUT2A [H526Y)
rpoB MUT1 (D516V) rpoB MUT2B [H526D)
rpoB MUT3 [S531L)

Figura 1: Regides associadas a resisténcia no gene rpoB. rpoB WT1-8: sondas selvagens; rpoB MUT1-3: sondas
de mutacéo.

Fonte: Hain Lifescience, 2015

O kit MTBDRplus ver.2.0 possui sondas (fig.3) para as regides selvagens do gene rpoB entre
0S coddes 505 a 533.

Line
1 Conjugate Control
2 Amplification Control
3 M. fuberculosis complex TUE
a rpog Locus Control rpog
5 WT1
& rpoi wild type probe 2 rpoB WT2
7 rpog wild type probe 3 rpos WT3
8 rooB wild type probe 4 rpoBs WT4
El rpog wild type probe 5 rpog WTS
10 rpoB wild type probe & rpoB WTé
hh! rpog wild type probe 7 rpos WT7
12 rpog wild type probe & rpos WTE
13 rpo# mutation probe 1 rpoE MUT1
14 rpo8 mutation probe 24 (pog MUT24
15 rpo8 mutation probe 2B rpog8 MUTZB
16 rpog mutation probe 3 rpog MUT3
17 katG Locus Control katG
18 katG wild type probe katG WT
12 katG mutation probe 1 katG MUT1
0 katG mutation probe 2 katG MUT2
29
22 pr LWT1
23 inhA wild type probe WT2
24 inhA mutation probe 1 inhA MUT1
25 inhaA mutation probe 2 inhA MUTZ
26 inhA mutation probe 3A inftA MUT3A
27 inhA mutation probe 38 inhA MUT3B
— Colored marker

Figura 2: Configuracdo de sondas de Genotype MTBDRplus ver.2.0.

Fonte: Hain Lifescience, 2015

A existéncia de limitagbes no teste LPA, como o facto deste ndo cobrir todas as regides
susceptiveis a mutacfes e que podem conferir resisténcia, faz que o teste LPA ndo detecte

estirpes com mutacdes resistentes fora das regides com sondas (Hain Lifescience, 2015).
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3.

Objectivos

3.1. Geral
» Avaliar Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Mycobacterium tuberculosis

complex isolados em adultos atendidos no Hospital Distrital da Manhiga entre Janeiro
de 2022 e Junho de 2023.

3.2. Especificos

2
L X4

R
L X4

Descrever as caracteristicas demogréaficas e clinicas dos pacientes tuberculose

positivos;

Determinar o perfil de susceptibilidade de isolados de M. tuberculosis complex a
isoniazida e rifampicina através dos metodos de PCR por Xpert Ultra e do ensaio de

sonda em linha;

Comparar os resultados do perfil de susceptibilidade a rifampicina de isolados de
Mycobacterium tuberculosis complex obtidos pelos métodos PCR por Xpert Ultra

com os do Ensaio de sonda em linha.

Hipoteses

Hipdtese nula: As estirpes de Mycobacterium tuberculosis complex isolados de
pacientes tuberculose positivos no distrito da Manhicga ndo sao resistentes a isoniazida
e rifampicina.

Hipotese alternativa: As estirpes de Mycobacterium tuberculosis complex isolados
de pacientes tuberculose positivos no distrito da Manhica sdo resistentes a isoniazida e

rifampicina.
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5. Metodologia
5.1.Area de estudo

O estudo foi realizado no Hospital Distrital da Manhica (HDM), localizado na provincia de
Maputo. O HDM ¢é um hospital de referéncia no distrito e atende a maior parte da populagéo
de Manhica, chegando, com outros centros de Salde da regido, a atender a uma populacdo de

aproximadamente 110 mil pacientes (Valencia, 2017).

Dividido em seis postos distritais, o Distrito de Manhica possui um Hospital Distrital que
atende aproximadamente 110000 habitantes e um hospital rural em Xinavane (INE, 2012), e
estes sdo responsaveis pelo atendimento dos casos de Tuberculose no distrito (Valencia,
2017).

Inaugrado em 1997, o HDM possui a capacidade de 110 camas de internamento (Valencia,
2017) e desde o inicio de seu funcionamento, o HDM tem cooperado com o Centro de
Investigacdo em Manhica (CISM) na vigilancia da prevaléncia e morbidade de doencas
infecciosas no distrito (O’Callaghan-Gordo, 2011).

O distrito da Manhica possui uma prevaléncia de HIV entre individuos dos 18-47 anos de
aproximadamente 39,9% e, a prevaléncia estimada de tuberculose nestes é de 847 individuos
em cada 100 mil habitantes (Saavedra, 2021).

As amostras para a realizacdo do presente estudo foram colhidas no Hospital Distrital da
Manhica. O processamento das amostras foi realizado no laboratdrio de Micobacteriologia do
Centro de Investigacdo em Saude da Manhica (CISM).
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Mapa do Distrito de Manhica
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Figura 3: Mapa do Distrito de Manhica mostrando o Hospital Distrital da Manhica.

Fonte: Autor.

5.2.Materiais e Métodos

Tabela 2: Lista de materiais e reagentes.

Materiais

Reagentes

Papel absorvente

Canetas Marcadoras

Micropipetas (p1000, p200, p20)
Pipetas de Pasteur (5 mL)

Pontas (1000uL, 200uL e 5-
Vortex

Aparelho Twincubator

Termociclador

Solucéo de Hipoclorito de sédio 10%
Alcool etilico 70%

Kit Genolyse

Kit Genotype MTBDRplus 2.0

EPI

MGIT

Agar Sangue

TB ID test

5.3.Tipo de estudo

Trata-se de um estudo analitico transversal, conduzido no Hospital Distrital da Manhiga, onde

foram testados isolados de M. tuberculosis complex de culturas liquidas positivas de

individuos no Distrito de Manhica.
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5.4.Consideracdes éticas

O presente trabalho estd enquadrado nos estudos 2G Color Plates, Stool NIH e Stool for TB
correndo no Centro de Investigacdo em Saude da Manhica, com codigos de aprovacao
423/CNBS/20, 738/CNBS/20 e 598/CNBS/21, respectivamente, do Comité Nacional de

Bioética em Saude.

Os principios éticos, tais como existéncia de consentimento informado, privacidade e
confidencialidade foram cumpridos durante a pesquisa e nenhum dado pessoal dos
participantes foi publicado em nenhum momento da pesquisa.

O estudo incluiu individuos elegiveis que ja tinham participado dos projectos acima citados e

que tenham assinado um termo de consentimento informado.
5.5.Populacédo e Amostragem

A populagédo de estudo incluiu pacientes adultos atendidos no Hospital Distrital da Manhiga

com confirmacao laboratorial de tuberculose pelo Xpert Ultra.
5.5.1. Colheita de amostras

Os pacientes foram instruidos para colheita de amostras de expectoracdo em frascos
escarradores devidamente rotulados e todas as amostras foram processadas no laboratoério de

nivel 111 do Centro de Investigacdo em Satde da Manhica.
5.5.2. Critérios de inclusdo e excluséo

Foram incluidos no estudo individuos residentes no distrito da Manhiga, com confirmagéo
positiva ao diagndstico por Xpert Ultra que tenham assinado um termo de consentimento

informado.

Foram excluidos deste estudo individuos menores de 18 anos de idade, que ndo tém
residéncia formal no Distrito de Manhiga e individuos que n&o aceitaram assinar o

consentimento informado e participar de estudos a decorrer no CISM.
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5.5.3. Variaveis

Foram consideradas variaveis dependentes: Teste Ensaio de sonda em linha positivo e
susceptibilidade aos antibidticos de primeira linha (isoniazida e rifampicina); e variaveis

independentes: historico de tratamento da tuberculose, sexo, idade, estado seroldgico;
5.6.Parte experimental
5.6.1. Ensaio de sonda em linha (LPA)

O Ensaio de sonda em linha foi realizado usando os kits de extragdo (GenoLyse®) e o kit
Genotype® MTBDRplus ver.2.0 (Hain Lifescience, Nehren, Germany) para PCR e

hibridizacdo em isolados obtidos a partir de cultura liquida MGIT.

5.6.1.1.Extraccdo do Acido desoxirribonucleico de M. tuberculosis complex

1. Em uma cabine de biosseguranca adicionou-se a um tubo Eppendorf 1.5 mL o volume
de 1.00 mL de amostra de cultura liquida e centrifugou-se a 10000 XG por 15 minutos

e descartou-se o sobrenadante.

2. Em seguida, o Pellet foi ressuspendido em 100 pL de mistura de lise (100 pL de
tampdo de lise — A-LYS- e 2 pL de controlo interno), misturou-se em vortex por 5
segundos e foi deixado incubar em banho-maria a 95 °C por 5 minutos. Apoés
incubacéo foram retidas as amostras do banho-maria e adicionados aos tubos 100 pL
de tampdo de neutralizacdo (A-NB) e voltou-se a centrifugar a mistura por 5 minutos
a 15000 xG.

5.6.2. Amplificacdo

i.  Em cabine de biosseguranca, foram misturados os reagentes AM-A (10 puL) e AM-B
(35 pL) da Kit Genotype Kit (quantidade para cada 5 pL de amostra) e colocados em
tubos Eppendorf de 0.2 mL.

ii.  Foram adicionados aos tubos contendo a Master Mix 5 uL de ADN extraido e foram

levados os tubos contendo a mistura ao termociclador para corrida PCR.

A programacéo do termociclador seré feita segundo as seguintes definicGes:
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Tabela 3: Configuracdo do termocilador para LPA MTBDRplus ver.2.0.

Etapas da PCR Condic0es Numero de ciclos
Tempo Temperatura

Activacao 15 minutos  95°C 1 ciclo

Desnaturacéo 30 segundos 95 °C 10 ciclos

Anelamento 2 minutos 65 °C

Elongacéo 25segundos 95 °C 30 ciclos

40 segundos 50 °C
40 segundos 70 °C

Elongacéo final 8 minutos 70 °C 1 ciclo

5.6.3. Hibridizacao

Em uma placa de hibridizacdo, foram colocados 20 pL da solu¢cdo DEN em cada pogo
e em seguida 20 pL de amostra extraida (amplicons) e deixou-se descansar por 5

minutos a temperatura ambiente.

Foi adicionado, em seguida, 1000 pL da solugdo de hibridizacdo (HYB) e colocados
em cada poco uma fita (contida no kit) e levou-se a placa para incubar no aparelho

TwinCubator® a temperatura de 45 °C por 30 minutos.

Com Micropipeta, foi retirada a solucdo HYB dos poc¢os (uma ponta para cada pogo)
e adicionado a cada poco 1000 pL da solucdo de lavagem STR e deixada incubar no

aparelho por 15 minutos.

Do mesmo modo foi retirada a solugdo STR dos pocos e foram realizadas duas
lavagens consecutivas RIN adicionando a cada pogo 1000 pL da solucdo e deixando

incubar por 5 minutos a 25 °C e descartando, em seguida, subitamente a solugio.

Foram adicionados 1000 pL da solugdo do conjugado (previamente preparada pela
dissolucdo do concentrado do conjugado - CON-C - em diluente do conjugado —
CON-D - na proporcdo 1:10) aos pocos e deixado incubar por 30 minutos no

aparelho.
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vi.  Efectuou-se, em seguida, uma lavagem com 1000 pL da solucdo RIN e uma lavagem

com 1000 uL agua destilada em cada poco.

vii.  Adicionou-se 1000 pL da solucdo do substrato (previamente preparada pela
dissolucdo de SUB-C em SUB-D - na propor¢do 1:10) e incubou-se por 15 minutos

no aparelho.

viii.  Em seguida foi descartada a solugdo do substrato e procedeu-se a duas lavagens
consecutivas com agua destilada. As fitas foram retiradas dos pocos e foram
interpretados 0S resultados.

5.7.Analise de dados

Os dados de pacientes, nomeadamente sexo, idade, estado seroldgico para o HIV, histérico de
tratamento de tuberculose e cédigo da amostra foram registados e analisados com recurso ao

Sistema Stata/SE versao 14.0 (Stata Corporation, College station, Estados Unidos).

As variaveis dependentes (Resultado Xpert Ultra, cultura positiva para Mycobacterium
tuberculosis complex e LPA positivo ou negativo dos isolados de Mycobacterium
tuberculosis) foram organizados e avaliados no Sistema Stata para calculo de frequéncias e
médias e construcdo de graficos.

Os dados de susceptibilidade foram analisados usando o Sistema Stata/SE versao 14.0 (Stata
Corporation, College station, Estados Unidos) com significancia estatistica p < 0.05 e

intervalo de confianca de 95%.

21



6. Resultados
6.1.Caracteristicas demograficas e clinicas da populacéo de estudo

No presente estudo foram analisadas 120 amostras de pacientes tuberculose positivos
colhidas no Hospital Distrital da Manhiga entre Janeiro de 2022 e Junho de 2023. Dos 120
pacientes positivos para tuberculose, 72 (60,0%) foram individuos do género masculino e 48
(40,0%) do género feminino. A idade média dos participantes foi de 41,2 anos (18-87 anos;
Cl: 38,6-43,9) com um desvio padréo de 14,2.
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Figura 4: Distribuicao dos participantes tuberculose positivos em género por faixa etaria.

O estado seroldgico de HIV foi obtido para apenas 119 individuos e um paciente teve estado
seroldgico desconhecido, dos quais 58 pacientes (48,3%) foram HIV", 61 pacientes (50,8%)
foram HIV (Gréfico 1). A maioria dos participantes HIV" pertence a faixa etaria dos 41-50 e
31-40 anos de idade com uma taxa de seropositividade de 60,7% e 60,6%, e a minoria

pertence a faixa de 18-30 anos com 30,0%.
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Figura 5: Frequéncia do estado seroldgico dos pacientes tuberculose positivos por faixas etarias.
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Dos 120 participantes tuberculose positivos todos apresentaram tuberculose pulmonar.
Destes, somente 3 (2,5%) foram de individuos previamente tratados para a tuberculose
pulmonar e os restantes 117 (97,5%) participantes foram novos casos de tuberculose

pulmonar.

6.2.Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de M. tuberculosis
complex através dos métodos de PCR por Xpert Ultra e Ensaio de sonda em

linha
6.2.1. Xpert Ultra

Dos 120 isolados testados pelo Xpert Ultra, 115 (95,83%) foram determinados sensiveis, 3
(2,50%) apresentaram mutagdes associadas a resisténcia e 2 (1,67%) foram indeterminados

para susceptibilidade a rifampicina.

Dos 117 pacientes com novos casos de tuberculose, 3 (2,50%) apresentaram mutacoes
associadas a resisténcia aos antibioticos e nenhum paciente com historico de tratamento para

tuberculose apresentou resisténcia aos medicamentos pelo método Xpert Ultra.
6.2.2. Ensaio de Sonda em Linha (LPA)

Dos 120 isolados testados pelo ensaio de sonda em linha, 107 (89,17%) foram susceptiveis,
13 (10,83%) apresentaram mutacOes associadas a resisténcia a pelo menos um antibiético e 2
isolados (1,66%) apresentaram mutacdo associada a resisténcia aos dois antibioticos. 5
isolados (4,16%) apresentaram mutacdes de resisténcia a Rifampicina e 10 (8,33%) a

Isoniazida.

Pelo método de Ensaio de sonda em linha, dos 117 pacientes com novos casos de
tuberculose, 13 (11,11%) apresentaram mutacao de resisténcia a pelo menos um antibidtico e
nenhum paciente com previamente tratado para tuberculose apresentou mutacao associada a

resisténcia aos medicamentos.
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6.3.Comparacdo dos testes de susceptibilidade de isolados de M. tuberculosis
complex: Xpert Ultra e Ensaio de sonda em linha (LPA)

Do total de 120 isolados de Mycobacterium tuberculosis complex que foram avaliados quanto
ao perfil de susceptibilidade usando os métodos Ensaio de sonda em linha e Gene Xpert
MTB/RIF Ultra, observou-se o seguinte: 112 (93,33%) foram sensiveis aos dois métodos 2
(1,66%) dos isolados foram determinados resistentes para os dois métodos e 6 (5,00%)

apresentaram resultados discordantes (Tabela 6).

Dos 6 isolados com resultados discordantes, 4 isolados (3,33%) tiveram resultados
discordantes quanto a susceptibilidade a rifampicina: 1 (0,83%) resistente somente pelo Gene
Xpert MTB/RIF e 3 (2,50%) foram resistentes somente pelo Ensaio de sonda em linha. Os
restantes 2 isolados (1,7%) com resultados discordantes tiveram resultado indeterminado para
o Xpert Ultra enquanto pelo ensaio de sonda em linha nenhum isolado apresentou perfil

genotipico indeterminado (Tabela 6).

Tabela 4: Comparacgdo do perfil de susceptibilidade de isolados de M. tubreculosis complex pelos métodos de
Ensaio de sonda em linha e Gene Xpert MTB/RIF Ultra.

Susceptibilidade a RIF Perfil de susceptibilidade Total
n=120 Sensivel Resistente  Indeterminado

Ensaio de sonda em 120

) 115 (95,83%) 5 (4,17%) 0

linha (100%)
Gene Xpert Ultra 120

115 (95,83%) 3 (2,50%) 2 (1,67%)
(100%)

Tabela 5: Cruzamento dos dados dos métodos Ensaio de sonda em Linha e Gene Xpert MTB/RIF Ultra para

susceptibilidade a rifampicina.

n=120 Xpert Ultra
Ensaio de Total
sonda em linha Sensivel Resistente  Indeterminado
Sensivel 112 (93,33%) 1 (0,83%) 2 (1,67%) 115 (95, 83%)
Resistente 3 (2,5%) 2 (1,67%) 0 5 (4,17%%)
Total 115 (95,8%) 3 (2,5%) 2 (1,67%) 120 (100,00%)
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Foram registados 2 isolados resistentes simultaneamente a rifampicina e a isoniazida e 0s
restantes foram monorresisténcias maioritariamente a isoniazida, indetectaveis ao Xpert
Ultra.
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7. Discusséo de Resultados
7.1. Caracteristicas demograficas e clinicas da populacdo

O presente estudo teve como objectivo avaliar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de primeira linha de isolados de Mycobacterium tuberculosis complex aos
antimicrobianos de primeira linha em adultos atendidos pelo Centro de Investigacdo de
Manhica entre Janeiro de 2022 e Junho de 2023, tendo sido incluidos 120 isolados de M.

tuberculose.

Os participantes tuberculose positivos foram na maior parte individuos do género masculino e
menor parte do sexo feminino com 60% e 40% de frequéncia, respectivamente. Tais dados
aproximam-se aos dados reportados pelo Programa Nacional de Controlo da Tuberculose que
reportou no ano de 2022 uma maior incidéncia da tuberculose em individuos do sexo
masculino com uma contribuigdo de 52% (PNCT, 2023). Os factores apontados para menor
notificacdo da tuberculose em individuos do sexo feminino sdo a diferenca fisioldgica nas
mulheres na baixa resposta a tuberculina, que leva a apresentar sintomas mais genéricos da
tuberculose fazendo que estas visitem hospitais ndo especializados na deteccdo da
tuberculose, e factores de risco comportamentais como o fumo, diferencas dietéarias, ocupacao
e maior exposicdo em ambientes de transmissdo nos individuos do género masculino (Hof et
al., 2010).

A idade media reportada foi de 41 anos de idade e a faixa 30-40 anos de idade apresentou
maior nimero de individuos. Esses dados aproximam-se aos dados obtidos por Valencia et al.
(2017) que apontaram uma idade média de 33 (Cl: 26,9-43,8) e concordam com o facto de
em Mogambique a TB seja maioritariamente notificada em individuos na faixa mais
economicamente produtiva (PNCT, 2023) devido a maior exposi¢do dos individuos a

ambientes com potencial risco de transmissé&o.

O estado seroldgico para HIV foi positivo para 48,3% dos participantes e 51,7% foram HIV",
indicando que aproximadamente 5 em cada 10 participantes eram co-infectados com HIV. A
frequéncia de coinfeccdo encontra-se ligeiramente abaixo das taxas de coinfeccdo TB/HIV
reportadas por Mariner-Llicer et al. (2023) com uma frequéncia de coinfecgdo de 62,9% e
Valencia et al. (2017) com 73,9% no distrito de Manhica, e encontram-se acima dos dados
reportados pelo PNCT em 2022 que foi de 34% de coinfeccdo TB/HIV no pais. O estado HIV
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positivo € um dos maiores factores de ocorréncia da tuberculose devido a contagem de
células CD4+ o que condiciona o funcionamento do sistema de defesa do corpo do
hospedeiro, facilitando a multiplicacdo da bactéria em estado dormente no hospedeiro
(Duarte et al., 2018). Esses dados evidenciam uma necessidade crescente de continuacdo de
trabalhos de vigilancia da tuberculose associada ao HIV e implementacdo de medidas para

controlo destas infeccdes.

Dos participantes diagnosticados tuberculose positivos, 97,5% foram considerados casos
novos, o que indica transmisséo recente da bactéria nas comunidades do distrito de Manhiga.
Esses dados concordam com os dados obtidos pelo PNCT (2019) em estudo realizado em 10
hospitais que atendem comunidades mineiras no norte de Moc¢ambique (n=159) e com
Mariner-Llicer et al. (2023) (n=312) e Valéncia et al. (2017) (n=276) que indicaram uma
maior frequéncia de novos casos de tuberculose no distrito de Manhiga.

A alta taxa de notificacdo da tuberculose como novo caso pode significar uma transmissédo
recente ao nivel das comunidades do distrito devido a factores como os altos niveis de
transmissdao do virus do HIV, o diagnéstico tardio da tuberculose que condiciona a
transmissao familiar da tuberculose, o inicio tardio do tratamento, mas condicfes sanitarias
para maneio de pacientes, o que leva a infeccdo de pacientes tuberculose negativos (Garcia-
Basteiro et al., 2016 e Saifodine et al.,2013).

7.2.Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de M. tuberculosis
complex através dos métodos de PCR por Xpert Ultra e Ensaio de sonda em
linha (LPA)

A primeira linha de tratamento de casos de tuberculose em Mogambique inclui a rifampicina
e a isoniazida (Eddabra e Neffa, 2020 e Ho et al., 2013). De um total de 120 isolados
incluidos no estudo, 10,8% de isolados apresentaram mutacgdes associadas a resisténcia aos
antibioticos de primeira linha (isoniazida e/ou rifampicina), 4,2% apresentaram mutagdes
associadas a monoresisténcia a rifampicina, 8,3% apresentaram mutacdes associadas a
monoresisténcia a isoniazida. A frequéncia de isolados de M. tuberculosis multidroga

resistente foi de 1,6%.

Um estudo realizado em clinicas do distrito de Mbagathi e em hospitais da comunidade de

Chandaria, em Nairobi, Quénia, com um total de 132 pacientes tuberculose positivos,
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reportou valores de resisténcia a isoniazida de 0,8%, rifampicina 0% e 0,8% de
multirresisténcia, respectivamente. Essas frequéncias encontram-se abaixo das frequéncias
obtidas neste estudo (Ogari et al., 2019).

Um estudo do perfil de susceptibilidade na Republica democratica do Congo a nivel nacional
realizado com 1732 pacientes usando Xpert Ultra e sequenciamento genético resultou em
uma frequéncia de resisténcia a rifampicina de 1,8% em novos casos e 17,3% em individuos
com historico de tratamento prévio para tuberculose, resisténcia a isoniazida de 6,6% em
novos casos e 8,7% em casos com historico de tratamento prévio para tuberculose,
multirresist6encia de 0,9% em novos casos e 15,8% em casos com historico de tratamento
para tuberculose, dados estes que diferem dos dados obtidos neste estudo (Kamoyo et al.
2020).

Por outro lado, estudos em paises da Africa Austral apresentam frequéncias de resisténcia aos
antibidticos usados no tratamento da tuberculose proximos aos obtidos no presente estudo.
Um estudo de Ismail et al. (2018) com 5423 isolados de M. tuberculosis complex na Africa
do Sul, usando a cultura em meio liquido MGIT 960 para o teste de sensibilidade aos
antibidticos reportou uma prevaléncia de 10,6% de resisténcia a pelo menos um dos
antibidticos da primeira linha, 7,8% de monorresisténcia, 2,8% de multirresisténcia, 1,7% de
monorresisténcia a rifampicina e 6,1% de monorresistéencia a isoniazida, dados estes que sao

muito proximos aos dados obtidos neste estudo.

Um estudo retrospectivo no laboratério de referéncia para cultura de tuberculose da Zambia
realizou testes de susceptibilidade por cultura liquida a isolados de M. tuberculosis complex
provenientes 811 pacientes, indicou resisténcia a pelo menos um antibiético de 38,5%,
multirresisténcia de 31,6%, 1,6% de monoresisténcia a rifampicina e 5,3% de

monoresistentes a isoniazida, que sdo maiores em relagdo aos reportados neste estudo.

A alta frequéncia da tuberculose resistente nos paises da Africa Austral pode ser explicada
pelo alto indice de infec¢do por HIV na Africa do Sul que possui a segunda maior prevaléncia
da tuberculose resistente mundialmente e é o pais considerado centro de desenvolvimento
comercial e industrial na Africa Austral, associado as mas condicdes sanitarias para

tratamento e controlo epidemioldgico da tuberculose (Olson et al., 2011).
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As altas frequéncias de resisténcia aos antibidticos usados no tratamento contra a tuberculose
observados na Africa Austral sdo também reportadas em outros paises com alta prevaléncia
da tuberculose, como é o caso india e China. Um estudo retrospectivo realizado no Centro de
Controlo e Prevencdo da tuberculose de Dalian, provincia de Liaoning, China, usando a
cultura liquida com um total de 6429 amostras de pacientes tuberculose positivos, indicou
uma frequéncia de 9,09% de estirpes multirresistentes, 9,02% com monoresisténcia a
isoniazida e 7,31% monoresistentes a rifamapicina (Du et al., 2023). Outro estudo realizado
na India, por Prasad et al. (2019), usando o0 ensaio de sonda em linha em 2859 amostras
tuberculose positivas, indicou frequéncias de monoresisténcia de 15,13% a isoniazida e 3,59
a rifampicina, e 12,54% de multirresisténcia. Esses dados aproximam-se aos dados reportados

neste estudo.

Em Mocambique segundo dados do Programa Nacional de Controlo da Tuberculose (PNCT)
de 2022, o nivel de MDR-TB em novos casos encontra-se em torno de 3,5% em casos novos
e 11.2% em previamente tratados (PNCT, 2023), indicando que os niveis de casos reportados

MDR-TB no distrito de Manhica encontram-se abaixo do nivel geral reportado no pais.

Em estudos anteriores realizados no distrito de Manhica em individuos de todas as idades
apontaram uma prevaléncia de resisténcia a pelo menos um antibiotico de 15,9% (6,2%
resistentes a rifampicina; 5,5 resisténcia a isoniazida e 3,7% multirresistentes) em 2014 e
144% (4,8 % resistentes a rifampicina, 7,6% resisténcia a isoniazida e 2,5%
multirresistentes) em 2018, respectivamente (Valencia et al., 2017; Mariner-Llicer et al.,
2023). Esses valores podem evidenciar um decréscimo na prevaléncia de estirpes de M.
tuberculosis complex resistentes circulantes no distrito de Manhica o que marca um avanco

no combate a tuberculose.

No presente estudo ndo foi identificado nenhum caso de resisténcia aos antibioticos em
individuos previamente tratados para tuberculose, embora em Mocambique o diagndstico de
casos de resisténcia a rifampicina ocorra em cerca 20% em pacientes previamente tratados

para tuberculose com os antibidticos de primeira linha (Gonzaga et al. (2021).

Dos 13 isolados com mutagOes associadas a resisténcia aos antibioticos da primeira linha, 2
(1,6%) foram mulirresistentes e os restantes 11 (91,6%) e apresentaram monoresisténcia

maioritariamente a isoniazida. Altos niveis de monoresisténcia & Isoniazida também foram
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reportados em paises com alta prevaléncia da tuberculose como é o caso da Africa do Sul,
Zambia, Eswatini e india (Ismail et al., 2018, Beckert et al., 2020, Mutharaj et al., 2017).

A existéncia de estirpes monoresistentes a isoniazida foi tambem observada por Valéncia et
al. (2017) em 2014 e por Mariner-Llicer et al. (2023) em 2018, com prevaléncias 7,5% e
5,5%, respectivamente que alertaram para o rapido crescimento das estirpes monorresistentes

a isoniazida no distrito de Manhica.

As causas apontadas para a ocorréncia das monoresisténcias a isoniazida sdo a
quimioprofilaxia da tuberculose em individuos HIV positivos que envolve a isoniazida em
pequenas concentracdes para reducdo do risco de ocorréncia da tuberculose associada ao HIV
e a transmissdo comunitaria de estirpes resistentes a isoniazida (Lacerda et al., 2009) o que
levanta a maior necessidade de vigilancia na administracdo da isoniazida como tratamento

profilactico para tuberculose em individuos HIV positivos.

7.3.Comparacao dos testes de susceptibilidade de isolados de M. tuberculosis

complex pelos métodos Xpert MTB/RIF Ultra e Ensaio de sonda em linha

O método de ensaio de sonda em linha permitiu a deteccdo de 13 isolados resistentes aos
antibidticos, dos quais 5 isolados foram resistentes a rifampicina, um ndmero maior ao

detectado pelo Gene Xpert MTB/RIF Ultra que detectou 3 isolados resistentes a rifampicina.

Resultados similares quanto as diferencgas na detecdo de resisténcias a rifampicina pelos testes
Gene Xpert e Ensaio de sonda em linha, foram observadas em estudos comparativos dos
testes Xpert Ultra e Ensaio de sonda em linha, tendo sido registada maior sensibilidade e
especificidade nos testes de sonda em linha que detectaram maior nimero de casos de
resisténcia a rifampicina e o Xpert Ultra que registou uma grande margem de falsos
resultados de sensibilidade quando comparados aos resultados do sequenciamento genetico
(Wadhwa et al.,2022 e Rufai et al.,2014). O limite de sensibilidade do método e a restri¢cdo ao
gene rpoB do teste Xpert Ultra e a sua restricdo a determinadas regiGes deste gene é

responsavel pela ndo deteccdo de mutacGes associadas a resisténcia.

Outro estudo realizado no laboratorio nacional de referéncia para tuberculose no Quénia
contando com 329 amostras de pacientes presuntivos para tuberculose comparou resultados

de diagndstico de tuberculose e perfil de susceptibilidade obtidos a partir do Xpert Ultra e
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ensaio de sonda em linha com o resultados de cultura liquida (MGIT), observou que o Ensaio
de sonda em linha possui maior especificidade e sensibilidade que o Gene Xpert MTB/RIF
Ultra, tendo detectado correctamente o M. tuberculosis complex e a susceptibilidade a
rifampicina em mais de 99% das amostras contra 78% do teste Xpert Ultra (Aricha et al.,
2019).

Os resultados obtidos neste estudo apontam uma concordancia de 90,0% nos resultados de
susceptibilidade a rifampicina e 4 isolados apresentaram resultados discordantes. A baixa
sensibilidade e especificidade do teste Xpert Ultra afectam a performance do teste podendo
dar falsos resultados de sensibilidade a rifampicina ndo devendo este ser usado como Unico

teste para confirmacédo de multirresisténcia (Wadhwa et al., 2022).

Apesar de casos de resisténcia a rifampicina detectada pelo Xpert Ultra indicar possivel
resisténcia a isoniazida e ser indicadora de multirresisténcia, Eddabra e Neffa (2020) e
Wadhwa et al. (2022) indicaram a desvantagem do teste Xpert Ultra ndo diagnosticar
monoresisténcias a isoniazida devido a sua restricdo ao gene rpoB. (Eddabra e Neffa, 2020;
Wadhwa et al., 2022). Estes dados evidenciam a necessidade de uso do ensaio de sonda em
linha para confirmagdo da multirresisténcia de amostras tuberculose positivas com mutagdes

de resisténcia detectadas pelo teste Xpert Ultra.
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8. Conclusoes

Apesar do baixo numero de amostras incluidas neste estudo, podem ser levantadas as

seguintes conclusoes:

Os individuos tuberculose positivos atendidos no Hospital Distrital da Manhica sdo na
sua maioria do género masculino, na faixa etaria dos 31-40 anos idade e
maioritariamente HIV positivos.

Os isolados de M. tuberculosis complex obtidos de pacientes adultos no Hospital
Distrital da Manhica sdo resistentes aos antibioticos de primeira linha, apresentando
baixa frequéncia de resisténcia para a rifampicina e alta frequéncia de resisténcia a
isoniazida.

O método ensaio de sonda em linha apresenta maior eficacia na deteccdo de
resisténcias aos antibioticos usados no tratamento da tuberculose em relagdo ao Gene
Xpert MTB/RIF Ultra.
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9. LimitacGes

e Devido a falta de reagentes para o ensaio de sonda em linha, ndo foi possivel

aumentar o tamanho da amostra para assim aumentar a precisao dos resultados.
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10. Recomendacbes

e Continua vigilancia e uso adequado de isoniazida e rifampicina em individuos HIV
positivos.

e Realizacdo de estudos de monitoria dos casos de tuberculose associada ao HIV para o
controlo de infeccBes da tuberculose resistentes a isoniazida;

e Uso de ensaios de sonda em linha para confirmacdo da multirresisténcia aos
antibidticos de primeira linha e confirmacédo da susceptibilidade a rifampicina;

e Realizacdo de estudos para verificar a relacdo entre os o historico de tratamento e

factores clinicos, e demograficos em casos da tuberculose e suas resisténcias.
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Anexos

1. GeneXpert MTB/RIF Ultra

Numa cabine de seguranca, com auxilio de uma pipeta de Pasteur foi adicionar 1 mL
da amostra a um tubo Falcon 15 mL e adicionar em seguida 2 mL de reagente
Cepheid.

Depois o vortex e deixar incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Depois

voltar a agitar e incubar por mais 5 minutos.

Ap0s incubacdo, tranferir 2 mL da mistura em um cartucho GeneXpert e levar a
maquina GeneXpert para testagem e acompanhar o estado do teste até saida de

resultados.
Os resultados sdo interpretados quanto a detecdo de MTB e de mutagdo no gene rpoB.

2. Descontaminagdo da amostra

As amostras foram descontaminadas pelo método N-acetil-L-cisteina-hidroxido de sodio

(NALC-NaOH) de Kubica et al. (1963) para o processamento de expectoracao).

Em cabine de seguranca, foi transferir a amostra de escarro para um tubo Falcon de 50

mL.

Em outro tubo Falcon de 50 mL adicionar uma mistura de NaOH 2% e citrato de
sodio 2.9% até perfazer 50 mL e 1 g de reagente NALC. Em seguida, adicionou-se
volume da mistura NALC-NaOH a amostra do falcon na propor¢do de volume 1:1.

Agitar em vortez e foi deixado incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Adicionar, em seguida, o padréo fosfato salino (pH=6.6) até a boca do tubo e misturar

fez-se centrifugacdo da mistura a 3000 g por 15 minutos.

Descartar o sobrenadante em tubo contendo fenol 5% e ressuspender o pellet 2 mL de

padréo fosfato salino.
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3. Cultura liquidaem MGIT

Ap0ls descontaminacdo, as amostras foram semeadas em Mycobacterium Growth Indicator
Tube (MGIT) (BD, Sparks, MD, USA). Para tal:

i.  Identificar tubos BD MIGIT’s com os respectivos numeros de amostra ¢ a cada um
adicionar 800 pL de suplemento de crescimento BACTEC MGIT, com uma

micropipeta.

ii.  Em seguida, pipetar 500 pL de amostra descontaminada ao respectivo tubo MGIT. Os
tubos introduzir no aparelho BD BACTER MGIT 960 e esperar a leitura dos

resultados de crescimento apos 15-42 dias.
iii.  Paratodos tubos positivos, seguir o processamento fazendo:
- Teste rapido BD usando 4 gotas da cultura
- Preparar lamina da cultura e corar pela técnica Zeihl Neelsen

- Cutivar a solugdo da cultura em Agar Sangue para verificar contaminacgéo
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