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Resumo

Introducio: A tuberculose (TB) continua sendo um problema de satide publica devido a sua alta
transmissibilidade e resisténcia antimicrobiana. O combate a TB constitui um desafio devido a
ocorréncia de infeccdes Multirresistentes e Extensivamente resistentes causadas por estirpes de
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) resistentes em todo mundo. Em Mogambique
regista-se maior numero de casos notificados de Tuberculose Multirresistente em cerca de 4.800
novos casos de Tuberculose Multirresistente, havendo necessidade de estudos para-a melhoria

das estratégias de controle e mitigagdo da doenga.

Objectivos: Caracterizar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de M. tuberculosis
isolados em amostras de pacientes referenciadas ao Laboratorio Nacional de Referéncia da

Tuberculose no periodo de Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024.

Metodologia: Foi realizado um estudo transversal descritivo, no qual foram analisadas 335
amostras colhidas em diferentes unidades sanitarias e referenciadas ao Laboratorio Nacional de
Referéncia da Tuberculose de Maputo, no periodo de Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024. A
analise de resisténcia foi feita através do método de Line Probe Assay (LPA) e os dados colhidos
foram organizados em uma planilha no Excel. O teste de qui quadrado foi usado para avaliar as

diferencgas estatisticas entre os dois testes de avaliagdo do perfil de resisténcia.

Resultados: Um total de 335 amostras de M. tuberculosis foram analisadas, dos quais 73%
(244/335) foram obtidos em individuos do sexo masculino e 27% (91/335) do sexo feminino,
maiores de 15 anos (99%) e residentes na provincia de Maputo, principalmente no distrito da
Matola (31%). Do total de 335 isolados de M. tuberculosis analisados, 40% (135/335)
apresentaram resisténcia a pelo menos uma droga de primeira linha, 66% (89/135) foram
classificados como tuberculose multirresistente, 34% (46/135) como tuberculose monorresistente
a isoniazida, 8,8% (12/135) como tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB) e 11%
(15//135) como pré-extensivamente resistentes (pré-XDR-TB). Comparando os resultados
observados entre as técnicas de Line Probe Assay e o Teste de Susceptibilidade aos
Antimicrobianos, pode-se observar que embora o LPA tenha se mostrado rapido e eficaz, alguns
dos resultados apresentaram algumas discordancias, para as duas linhas de tratamento da TB,

indicando certa discordancia entre os métodos.



Conclusiao: A tuberculose resistente afectou principalmente individuos do sexo masculino
maiores de 15 anos, com maior ocorréncia na provincia de Maputo, especialmente em Matola e
Boane. Os isolados de M. tuberculosis obtidos de amostras de pacientes referenciadas ao
Laboratorio Nacional de Referéncia da Tuberculose apresentam resisténcia aos antimicrobianos
da primeira e segunda linha. Os métodos de Line Probe Assay e o Teste de Susceptibilidade aos
Antimicrobianos para tuberculose apresentaram 50% de concorddncia na testagem de drogas de
primeira linha e 66,7% para drogas de segunda linha nos seus resultados. Ambos testes sdo
eficazes para o diagnostico da tuberculose resistente, havendo necessidade da sua combinagao

para o diagnostico mais completo e fidvel da tuberculose resistente.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Resisténcia; TB-DR; LPA; Muta¢fes; Maputo.
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Lista de abreviaturas e siglas

A-LYS -
A-NB -
ANTI-TB -
BCG-
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HIV -
HYB -
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LPA -
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OMS -
PCR -
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RIN -
RNA -
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Tampao neutralizante

Anti-tuberculose

Bacillus Calmette-Guérin

Bedaquilina

Reagente conjugado

Complexo Mycobacterium Tuberculosis

Acido desoxirribonucleico

Tuberculose resistente a drogas

Etambutol

Isoniazida

Tuberculose monorresistente a isoniazida

Inquérito Nacional sobre o impacto do HIV e SIDA em Mocambique
Hospital Central de Maputo

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Reagente hibrido

Levofloxacina

Line Probe Assay, em Portugués Ensaio de sonda em linha
Laboratorio Nacional de Referéncia da Tuberculose
Linezolide

Micobactérias ndo tuberculosas

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis

N-acetyl-L-cisteina

Organizacdo Mundial da Saude

Reacdo de cadeia em polimerase

Programa Nacional de Controlo da Tuberculose
Reagente Rinse

Acido ribonucleico
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STR - Stringen wash, em Portugués reagente de lavagem
SUB-C - Substrato

TB - Tuberculose

TB-DR - Tuberculose droga resistente

TB-MR - Tuberculose multirresistente

TB-RR - Tuberculose resistente a rifampicina

TB XDR- Tuberculose extensivamente resistente

TSA - Teste de sensibilidade aos antibioticos

usS- Unidade Sanitéria

WHO - World Health Organization, em Portugués Organiza¢do Mundial da saude
WT - Wild type, em Portugués estirpe selvagem

Lista de simbolos e unidades

+- Cruzes

% - Percentagem
°C - Graus celcius
h - Horas

pL - Microlitros
mL - Mililitros
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1. Introducéo

A tuberculose (TB) continua sendo uma ameaga a saude global, ndo s6 devido a sua alta
transmissibilidade, mas também devido a variacdo genética da Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), principal agente etioldgico da doencga. Trata-se de uma bactéria intracelular alcool-
acido resistente que possui uma parede celular que apresenta um alto teor lipidico, para além de

possuir agucares, proteinas e carboidratos (Natarajan et al., 2020).

A tuberculose ¢ predominantemente identificada como uma infeccdo pulmonar (tuberculose
pulmonar), e pode também afectar outras regides do corpo, como os ganglios linfaticos e a
pleura, causando a tuberculose extrapulmonar, que corresponde a aproximadamente 15% dos
casos (Barros, 2021). A transmissao ocorre através da inalagdo de aerossois contaminados, mas, a
doenca somente se desenvolve quando o bacilo se instala nos pulmdes e ¢ fagocitado por
macréfagos alveolares, podendo desenvolver-se em doenga activa ou permanecer em estado

latente contido em granulomas (Chai, 2018; Costa et al., 2021).

Estima-se que 7,4 milhdes casos recém diagnosticados e 1,6 milhdoes de mortes foram registados
em todo mundo em 2022, afectando na sua maioria, individuos do sexo masculino, representando
cerca de 55% dos casos totais e 410.000 individuos desenvolveram tuberculose multirresistente
ou monoresisténcia a rifampicina (TB — MR/RR-), representando 3,3% de individuos

previamente diagnosticados e 17% dos casos novos (WHO, 2023).

Mocambique faz parte dos 30 paises de alerta da tuberculose tendo alcangado mais 551 casos por
100.000 habitantes, na sua maioria individuos com HIV. Estima-se que em 2022, cerca de 10.000
individuos desenvolveram TB -MR/RR, superando os casos de resisténcia verificados no ano

anterior, onde observou-se cerca de 4.800 casos de MR/RR-TB (WHO, 2023; Weller, 2023).

O diagnostico da tuberculose pode ser realizado por exames clinicos e laboratoriais. O clinico
inclui o raio X do térax para avaliacdes iniciais em caso de suspeita, observando a presenca de
cavidades, nddulos, consolidagdes, processos intersticiais € outros, decorrentes da inflamagao
que ocorre durante o processo infecioso. Os métodos laboratoriais incluem a observagao
microscopica, para a deteccdo rapida do bacilo e testes moleculares como o Xpert MTB/RIF e

Line Prob Assay (LPA), que detectam nao so6 a presenca do M. tuberculosis, mas também a sua
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resisténcia aos principais firmacos de primeira linha (Rifampicina e Isoniazida), a cultura e o
teste de sensibilidade fenotipico aos antibidticos (TSA) em meio s6lido (Lowenstein-Jensen) ou
liquido (tubo indicador de crescimento do Mycobacterium — MGIT) (MISAU, 2019; Tassinari et
al.,2021).

O tratamento da tuberculose sensivel envolve um regime de 6 meses, dividido em uma fase
intensiva de dois meses com Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH), Pirazinamida (PZA) e
Etambutol (ETM), seguida por quatro meses de manutengcdo com RIF e INH (Gill,2021). Ja a
tuberculose resistente apresenta uma duragdo do tratamento mais prolongada com combinagdes

de farmacos de acordo com a resisténcia apresentada (MISAU, 2019).

A resisténcia de algumas estirpes de M. tuberculosis esta associada a varios factores extrinsecos e
intrinsecos, como factores sociais relacionados aos sistemas de controlo e prevengdo bem como
aquisicao de mutagdes espontaneas no genoma do bacilo, respectivamente (Allué-Guardia et al.,
2021). Essas mutacdes conferem diferentes padrdes de resisténcia, classificados como (Gill et
al.,2021; Viney et al., 2021):
e Tuberculose Monorresistente compreende a resisténcia a apenas um farmaco anti-
tuberculose, com excepg¢do da rifampicina;
e Tuberculose multirresistente (MR-TB) sendo a resisténcia da tuberculose a pelo menos
isoniazida e rifampicina;
e Pré-XR-TB, que preenche os requisitos da RR-TB/MR-TB e qualquer fluoroquinolona;
e Tuberculose extensivamente resistente (XR-TB) que preenche os requisitos da RR-
TB/MR-TB e adicionalmente possuam resisténcia a qualquer farmaco do grupo A (LFX,
MFX, BDQ e LZD)
A identificagdo precoce do perfil de resisténcia do M. tuberculosis podera orientar aos
profissionais para o uso da dosagem adequada dos medicamentos. Para tal, faz-se o uso de
métodos fenotipicos que incluem a avaliagdo do crescimento em meio liquido ou solido contendo
o antibidtico e métodos moleculares, em destaque, o ensaio de sonda em linha (GenoType
MTBDR plus) que detecta o bacilo e determina a resisténcia a firmacos pela amplificagdo e
hibridiza¢do de uma amostra positiva de MTB (Miggiano et a/, 2020; Pinhata, 2020; Acharya et
al,2019).

13
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Dado o aumento dos casos de TB resistente em Mogambique ¢ a necessidade de um diagnostico
preciso, o estudo tem como propdsito avaliar o perfil de resisténcia de M. tuberculosis em
amostras Referenciadas ao Laboratério Nacional de Referéncia da Tuberculose no periodo de

Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024.

1.1.  Pergunta de pesquisa

As estirpes selvagens, ou seja, aquelas sem nenhuma mutagao, t€ém respondido positivamente ao
tratamento preconizado pela OMS, composto por uma fase intensiva de 2 meses com isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol, seguida por uma fase de continuacdo de 4 meses com
isoniazida e rifampicina (Nascimento et al., 2023). Entretanto, devido a diversos factores, como
abandono do tratamento, mau uso e irregular da medicagdo prescrita, o M. tuberculosis nao

responde de forma positiva aos fairmacos, indicando a presenca de alguma forma de resisténcia
(Rabahi et al., 2016).

Diante dessa situacgdo, a identifica¢do precoce das resisténcias em M. tuberculosis contribui para
orientacdo dos profissionais na escolha de um tratamento mais eficaz, permitindo combinacdes
de medicamentos mais personalizadas para cada paciente. A detecgdo torna-se possivel gragas ao
desenvolvimento de tecnologias moleculares de ultima gera¢do, com destaque para o ensaio de

sonda em linha (LPA). Neste contexto, este estudo busca responder a seguinte questao:

Qual é o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de Mycobacterium
tuberculosis obtidos em amostras de pacientes referenciadas ao Laboratorio Nacional de

Referéncia da Tuberculose (LNRT) no periodo de Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024?

14
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1.2. Justificativa

Em Mogambique, onde a tuberculose associada ao HIV ¢ uma preocupacdo de saude publica
importante, a deteccdo precoce e precisa de casos de TB-MDR/RR ¢ crucial para orientar o
tratamento eficaz e reduzir a transmissao da doenca (MISAU, 2019). A resisténcia da M.
tuberculosis aos farmacos antituberculose constitui um desafio significativo, especialmente
devido ao surgimento de estirpes multirresistentes e extremamente resistente a droga (XDR-TB),
que complicam ainda mais o tratamento ¢ aumentam a morbidade e a mortalidade associada a
doenca. Além disso, as taxas de abandono e 0 mau uso da medicagao prescrita podem contribuir
para o desenvolvimento de resisténcia aos fidrmacos, tornando ainda mais premente a

necessidade de uma abordagem eficaz para detetar e tratar a tuberculose.

O ensaio de sonda em linha (LPA) é uma técnica molecular rapida e sensivel que permite a
deteccao de mutagdes associadas a resisténcia aos principais fArmacos anti-TB directamente de
amostras clinicas. A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) recomenda uso de LPA comerciais
como um teste inicial para detetar resisténcia a firmacos de primeira linha para cultura positiva
ou teste directo e microscopia positiva, por forma a evitar a administracdo incorrecta dos
medicamentos e consequente progresso do estado clinico do paciente (Acharya et al., 2019). E
fundamental a realizacdo de estudos para melhorar os resultados do tratamento, reduzir a
disseminagdo da doenga e mitigar os impactos sociais € econdmicos associados a tuberculose

resistente.

15
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2. Reviséo bibliografica

2.1. Etiologia e historial do Mycobacterium tuberculosis
M. tuberculosis ¢ um agente etioldgico da doenga com maior morbilidade em seres humanos do
que qualquer outra patologia de origem bacteriana, ¢ um bacilo alcool acido resistente,
pertencente  ao  género  Mycobacterium, familia = Mycobacteriaceae, =~ Subordem

Corynebacterineae, Ordem Actinomycetales.

O género Mycobacterium possui mais de 50 espécies capazes de causar doencas em seres
humanos e animais conhecidas como patdogenos obrigatorios ou oportunistas, € pode ser
subdividido em trés grupos: micobactérias nao tuberculosas (MNT) que inclui mais de 40
espécies, o M. lepraee e o complexo M. tuberculosis (CMTB) composto por: M. tuberculosis,
que causa a tuberculose humana, M. bovis, responsavel pela TB bovina, M. bovis subsp caprae,
causador da TB em caprinos; M. africanum, estirpe de TB humana detectada no continente
africano, M. microti, que causa TB em roedores, M. pinnipedii, causador da TB em ledes
marinhos ¢ em humanos e M. canettii, estirpe de M. tuberculosis encontrada na regido da
Somalia. As bactérias pertencentes a este grupo apresentam 99,9% de similaridade genética, no
entanto diferem-se pela forma de patogenicidade, epidemiologias, caracteristicas fenotipicas,

entre ouras aspectos (Wildner et al.,, 2011; Pinhata, 2020).

A tuberculose (TB) ¢ uma das doencas mais antigas conhecidas pela humanidade, sendo
responsavel por elevada mortalidade desde a antiguidade. Registros historicos indicam a
presenca da doenca em textos médicos chineses, datados de aproximadamente 5.700 anos, e nos
Vedas indianos, com cerca de 3.500 anos. Durante os séculos XVIII e XIX, em plena era da
industrializacdo, a TB esteve associada a concentracao de trabalhadores em ambientes urbanos
com condigdes socioecondémicas precarias, fatores que favoreceram a disseminagdo deste
patogeno causador da doenca caracterizado como “doenca do povo” ou “da multiddo”. Esse
periodo de alta incidéncia foi gradualmente seguido por uma reducao das taxas de adoecimento e
mortalidade, processo que ocorreu antes mesmo do surgimento dos primeiros antibidticos ¢ da

introducdo da vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) (Barbier & Wirth, 2017).
No inicio e até meados do século XX, apesar da introdug¢do da vacina BCG e dos primeiros

farmacos, o tratamento da tuberculose ainda se baseava principalmente no internamento em
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sanatorio (hospitais especializados em tratamento de tuberculose) e procedimentos cirtirgicos.
Com o desenvolvimento dos antibiéticos, entre 1944 e o inicio da década de 1950, essas praticas

comegaram a perder importancia e foram substituidas pelas novas terapias (Pezzela, 2019).

As novas linhas de tratamento da TB foram fundamentais porque permitiram reduzir
significativamente a mortalidade e melhorar os resultados clinicos dos pacientes. No entanto, o
surgimento de estirpes resistentes aos antibidticos incluindo a tuberculose multirresistente e
extensivamente resistente passou a constituir um grande desafio até aos dias de hoje,

evidenciando a importancia do presente estudo.

2.1.1. Estrutura celular do Mycobacterium tuberculosis
M. tuberculosis apresenta um modo de vida intracelular facultativo, respiragdo aerdbica, com
taxas de crescimento relativamente lentas e apresenta uma estrutura da parede celular complexa e
rica em lipidos. E composta por um complexo denominado de complexo micolil
arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP) que consiste em trés macromoléculas: peptidoglicano
(PG) em ligacao covalente com o arabinogalactano (AG), que por sua vez estd ligado aos acidos
micoélicos. A parte superior ¢ composta por lipidos livres como fosfatidilinositol manosideos
(PIMs), os lipidios contendo ftiocerol, lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM) (Brennan,

2003).

Lipoarabinomanana

=

Micdlicos

BN JALEKO

Figura 1- Representagdo esquematica da estrutura celular do M. tuberculosis.
Fonte: (Jaleko, 2019).
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Por estarem a superficie da parece celular, os acidos micolicos desempenham um papel crucial
na viruléncia, antigenicidade, entrada de nutrientes e consequente crescimento, na resisténcia a
processos do sistema imune (accdo de enzimas lisossomas), antibioticos e agentes quimicos e
hidrofobicidade do proprio bacilo quimicos. Com isto pode-se salientar que a sintese de acidos
micoélicos constituem um processo crucial para a sobrevivéncia do bacilo no hospedeiro

(Johanneke et al., 2011).

2.1.2. Transmisséo e mecanismo de accdo de Mycobacterium tuberculosis no
hospedeiro

A tuberculose ¢ transmitida pela inalagdo de aerossoéis contaminados. O bacilo da tuberculose
entra nos pulmades e ¢ fagocitado por macréfagos alveolares. Este bacilo possui mecanismos para
evitar a destruicdo dentro dos macréfagos, impedindo a fusdo dos fagossomas com os
lisossomas, incluindo a sintese de uma proteina chamada PknG. O sistema imunologico responde
de duas maneiras: formando granulomas ao redor das células infectadas recrutando outras células
do sistema imune, em pessoas com sistema imunologico saudavel ou resultando em doenga ativa
em pessoas imunocomprometidas. A maioria das pessoas infectadas controla a infecgdo,

resultando em tuberculose latente. (Chai, 2018; Costa et al., 2021).

Estima-se que cerca de um quarto da populacdo mundial esteja infectada de forma latente com
M. tuberculosis. Entre esses individuos, calcula-se que de 5 a 15% possam desenvolver
tuberculose activa nos primeiros dois anos apos a infec¢do latente. Os demais individuos
infectados pelo bacilo, embora permanecam em estado de laténcia, continuam expostos a um
risco constante de reativagdo da doenga, especialmente se ocorrerem fatores que comprometam o

seu sistema imunolégico (Gong, 2021).

O sistema imune de um individuo pode estar comprometido por varios factores, principalmente
uso de drogas imunossupressoras, infeccdo por HIV, malnutricdo e envelhecimento. A
tuberculose pode-se desenvolver para a sua fase activa, onde o MTB escapa do granuloma e
alcancga outras partes do pulmao, causando tuberculose pulmonar activa, ou pode ser transportada
para outras partes do organismo através da circulagdo (tuberculose miliar), este tipo de
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tuberculose e mais comum em individuos de idade mundo baixa, idosos e individuos portadores

do HIV (Barros, 2021).

2.2. Epidemiologia
Estima-se que 7,4 milhdes casos recém diagnosticados e 1,6 milhdes de mortes foram registados
em todo mundo em 2022, afectando na sua maioria, individuos do sexo masculino, representando
cerca de 55% dos casos totais e 410.000 individuos desenvolveram tuberculose multirresistente
ou monoresisténcia a rifampicina (TB-MDR/RR) representando 3,3% de individuos previamente

diagnosticados e 17% dos casos novos (WHO, 2023).

Em Africa, especificamente na Africa subsaariana onde se situa Mogambique, a tuberculose
continua sendo um desafio de saude publica apresentado taxas elevadas da doenca e
representando 26% dos casos novos na sua maioria individuos portadores de HIV (O fundo

global, 2017).

Mocambique faz parte dos 30 paises de alerta da tuberculose estabelecidos pela OMS, tendo
alcancado mais de 551 casos por 100.000 habitantes, na sua maioria individuos com HIV.
Estima-se que em 2022, cerca de 10.000 individuos desenvolveram TB -MR/RR, superando os
casos de resisténcia verificados no ano anterior, onde observou-se cerca de 4.800 casos de
MR/RR-TB (WHO, 2023; Weller, 2023).

De acordo com informagdes divulgadas pelo Ministério da Saude (MISAU), através do
Programa Nacional de Controlo da Tuberculose (PNCT), foram diagnosticados e notificados, em
2018, um total de 93.546 novos casos de tuberculose (MISAU,2019). Dentre esses, 1.206 casos
foram classificados como tuberculose multirresistente (TB-MDR/RR). Estes numeros ressaltam a
magnitude do desafio que a tuberculose continua a representar em Mog¢ambique, especialmente
considerando o impacto das formas resistentes, que demandam tratamentos mais complexos e
prolongados, além de recursos laboratoriais e clinicos especializados (Balate et al., 2022).

2.3.Diagnostico da tuberculose

O diagnostico da tuberculose pode ser feito através de exames clinicos ou confirmagio
laboratorial. O clinico realiza-se através do raio X do térax para avaliagdes iniciais em caso de
suspeita, observando a presenca de cavidades, nodulos, consolidagdes, processos intersticiais e

outros, decorrentes da inflamag¢do associado ao processo infeccioso (Nachiappan et al., 2017). O

19
Melanie cossa | 2025



teste laboratorial inclui a observacao microscopica, usando amostras de expectoracdo ou
amostras extrapulmonares, para a detecgdo rapida do bacilo, testes moleculares como o Xpert
MTB/RIF e Line Prob Assay (LPA), que detectam ndo s6 o bacilo da TB, mas também a
resisténcia genotipica a pelo menos 1 ou 2 firmacos da primeira linha de tratamento da
tuberculose (rifampicina e isoniazida), a cultura e o TSA em meio solido (Lowenstein-Jensen) ou
liquido (tubo indicador de crescimento do Mycobacterium — MGIT) (PNCT, 2019; Tassinari et
al.,2021).

O diagnostico correcto da resisténcia que o paciente apresenta, demostra-se crucial para a tomada
de decisdao pelo clinico das combinag¢des de farmacos a qual administrar ao paciente, evitando

assim disseminacdo da doenca e regressdao do progresso clinico do paciente (Naidoo et al., 2023).

2.3.1. Line probe assay (LPA)

O LPA ¢ um ensaio de sonda em linha que simultaneamente detecta a presenca da M.
tuberculosis e mutagdes em genes associadas as resisténcias aos fdrmacos de primeira linha e
segunda linha (LPAplus ¢ LPAsl, respectivamente) em amostras clinicas ou culturas positivas
(Ninan et al., 2016). Ela utiliza tecnologias como a PCR e a hibridizagdo em trés etapas:
extracgdo do DNA, amplificagdo por reac¢do de cadeia em polimerase (PCR) e hibridizacao
reversa (Armstrong, 2018).

As tiras de LPA plus possuem um total de 27 zonas de reacgao (bandas), incluindo seis controles
que verificam o conjugado, a amplificacdo, o complexo M. tuberculosis (TUB) e os genes rpoB,
katG e inhA. Além disso, elas contém oito sondas correspondentes as regides do tipo selvagem
de rpoB (WT1-WTS8) e quatro sondas para mutagdes (MUT D516V, MUT H526Y, MUT H526D
e MUT S531L). No caso do gene katG, ha uma sonda do tipo selvagem e duas sondas para
mutagdes (MUT S315T1 e MUT S315T2). Para o gene inhA, estdo presentes duas sondas do tipo
selvagem e quatro sondas para mutagdes especificas (MUT1 CI15T, MUT2 A16G, MUT3A T8C
e MUT3B T8A) (Figura 3). A identificacdo de resisténcia baseia-se na auséncia de uma banda
correspondente ao tipo selvagem ou na presengca de uma banda indicando mutacdo. (ECDC,

2013).

20
Melanie cossa | 2025



Line
1 Conjugate Control
2 Amplification Control
3 M. tubercuiosis complex TUB
4 pof Locus Control rpog
5 rpoB wild type probe 1 rpoB WT1
<] oo wild type probe 2 rpoB WT2
7 rpoB wild type probe 3 rpol WT3
g rpoB wild type probe 4 rpoB WT4
g rpoB wild type probe 5 rpoB WTS
10 }--.] rooB wild type probe & rpoB WTa
11 |....] rmoB wild type probe 7 rpoB WT7
12 |...] rooB wild type probe & oo WTS
13 |1 rpoB mutation probe 1 rpod MUTI
14 |....]1 rmpoB mutation probe 24 rpoB MUTZA
15 ...l rpoB mutation probe 2B rpoB MUTZE
16 |1 rpoB mutation probe 3 rpod MUT3
7 -] katG Locus Control kati
18 |....] katG wild type probe katG W
19 |...] katG mutation probe 1 katG MUT1
20 |...] katG mutation probe 2 katG MUT2
21 |....] inhA Locus Control inha
22 |...]1 inha wild type probe 1 infka WT1
23 |....] inhA wild type probe 2 infud WT2
24 |...] inhA mutation probe 1 inha MUT?
25 inha mutation probe 2 inha MUT2
26 inhA mutation probe 34 inhA MUT3A
27 inhA mutation probe 3B infd MUT3E
—1 Colored marker

Figura 2. Fita de leitura e interpretagdo do resultado de LPA genotype MTBDRplus fornecida
pelo fabricante.

Fonte: (WHO, 2022).

O LPA de primeira linha oferece uma elevada precisdo na detec¢do de resisténcia a
medicamentos anti-tuberculose, com uma sensibilidade de 98,2% e especificidade de até 97,8%
para a identificagdo de resisténcia a rifampicina em testes directos. No caso da resisténcia a
isoniazida, o LPA demonstra uma sensibilidade de 95,4% e uma especificidade de 98,8%. Apesar
de sua alta eficicia na identificagdo das mutagdes mais comuns associadas a estirpes resistentes,
o LPA possui certas limitagdes: algumas mutagdes que conferem resisténcia estdo situadas fora
das regides-alvo cobertas pelo teste, tornando impossivel excluir completamente a presenga de
resisténcia mesmo quando todas as sondas wild type (WT) estdo presentes. Por essa razdo, ¢
sempre mais indicado recorrer a testes fenotipicos adicionais de sensibilidade a medicamentos
para garantir uma avaliacdo mais precisa da presenca de estirpes resistentes (WHO, 2022;

Naidoo, 2023).
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2.3.2. Teste de Sensibilidade Antimicrobiana
Os métodos fenotipicos baseados em cultura incluindo o teste de Sensibilidade Antimicrobiana
(TSA) permanecem como o padrdo ouro para a identificagdo de resisténcia a medicamentos,
devido a sua elevada precisdao e confiabilidade. No entanto, a realizagdo desses testes requer um

investimento significativo em infraestrutura laboratorial avancada, incluindo equipamentos

especializados (Ahmad et al. 2016; Saktiawati et al., 2024).

A amostra confirmada de M. tuberculosis ¢ submetida a cultivo em meios sélidos ou liquidos que
contém a concentragdo critica previamente estabelecida de um determinado farmaco anti-TB
permitindo assim avaliar a resposta do bacilo a presenga do medicamento (WHO,2018). A
auséncia de crescimento da bactéria ao longo do periodo de incubagdo indica que a estirpe €
sensivel ao farmaco testado, entretanto, o crescimento detectavel de pelo menos 1% de
crescimento, indica a presenca de resisténcia aos farmacos em analise. Além disso, o cultivo ndo
apenas confirma a resisténcia ou sensibilidade, mas também fornece informacgdes cruciais sobre a
concentracdo inibitoria minima (MIC) que pode ser definida como a menor concentracdo do
fArmaco necessaria para inibir de forma eficaz o crescimento do bacilo, oferecendo informacdes

importantes para o desenho de estratégias terapéuticas. (Yussof et al., 2022).

Os métodos automatizados baseados em cultura liquida, usando o BACTEC MGIT 960,
oferecem uma alternativa mais rapida. Esse sistema utiliza tubos contendo o meio liquido,
enriquecido com um composto fluorescente encapsulado em silicone. A fluorescéncia do
composto € sensivel a presenga de oxigénio dissolvido no meio e 0.1mL da droga liofilizada ¢
adicionada em cada tubo (ECDC, 2023). A medida que os microrganismos consomem o 0xigénio
disponivel durante seu crescimento, o composto fluorescente se torna progressivamente mais
ativo, emitindo uma fluorescéncia detectdvel pelo equipamento. Esse mecanismo permite a
deteccdo precisa do crescimento bacteriano, tornando o processo mais rapido e eficiente

(Simons, 2011).

2.4. Tratamento
O primeiro farmaco efectivo contra a tuberculose foi estreptomicina descoberto em 1943, 60
anos apos a descoberta do bacilo. A estreptomicina foi isolada em laboratorio e um ano depois

um paciente com tuberculose activa foi tratado com o farmaco e declarado curado da doenga
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(Riccardi et al., 2020). Entretanto, por mais que muitos pacientes fossem curados da doenga,
uma parte deles apresentavam relapsos, foi entdo que em 1944 dois novos farmacos foram
descobertos e introduzidos no sistema de tratamento juntamente com a estreptomicina, fazendo
com que as taxas de cura aumentassem e as de resisténcia diminuissem. Em 1951 a isoniazida foi
descoberta e introduzida para uso, seguida do desenvolvimento dos farmacos pirazinamida,

cycloserina, ethionamida, rifampicina e etambutol (Keshavjee, 2012).

Actualmente, a isoniazida permanece sendo o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
tuberculose e, independentemente do esquema terapéutico, ¢ administrada ao longo de todo o

tratamento, juntamente com a rifampicina (Nascimento et al., 2023).

A abordagem terapéutica actual da tuberculose sem suspeita de resisténcia, constitui na
administra¢do de 4 fairmacos de primeira linha, o padrao recomendado pela OMS, fase intensiva
de 2 meses com isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB),

seguida por uma fase de continuacdo de 4 meses com isoniazida e rifampicina (MISAU, 2019).

No entanto, em alguns pacientes os isolados de M. tuberculosis sdo resistentes aos farmacos de
primeira linha devido a factores intrinsecos ou extrinseco como: abandono, mau e irregular uso
da medicagdo prescrita, aspecto socioculturais e econdémicos e mutagdes, sendo assim sio
implementadas estratégias alternativas administrando-os com farmacos de segunda linha
principalmente fluoroquinolonas, etionaminada, bedaquilina e linezolida (Rahbahi et al., 2016;

Pereira et al., 2024).

2.4. Mecanismo de accdo dos farmacos isoniazida e rifampicina sobre Mycobacterium
tuberculosis

2.4.1. lsoniazida

A actividade antimicrobiana da Isoniazida foi descoberta em 1951 sendo considerado como

farmaco padrdo da quimioterapia anti-tuberculose em Mogambique e a redor do mundo (Veloso,

2007).

O bacilo de M. tuberculosis é rodeado de uma camada cerosa espessa composta por varios acidos

graxos que impedem ou impactam a capacidade da maioria dos farmacos de penetrar a parede
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celular do bacilo e atingir o meio intracelular, o citoplasma, sendo o principal destes

componentes os acidos micoélicos (Tonge et al., 2007).

O mecanismo de acgdo da isoniazida envolve a inibi¢do da sintese dos acidos micdlicos,
presentes na parede celular que causa a sua impermeabilidade. A isoniazida ¢ um pré-fairmaco
que precisa de ser activado para exercer a sua funcdo, essa activacdo ¢ dada pela enzima
catalase-peroxidase (katG) que converte a isoniazida em um metabolito activo, produzindo
radicais reactivos de oxigénio e radicais organicos que inibem a formacdo de acido micdlico da
parede celular, causando danos ao DNA e subsequente morte do bacilo (Santos et al., 2012). Ao
ser oxidada, a isoniazida gera intermediarios eletrofilicos capazes de inativar o InhA. O InhA ¢
um gene que codifica a enzima enoil-ACP redutase na via de biossintese de acidos graxos tipo
II(FAS-IT) da micobactéria, responsavel pelo alongamento dos acidos micolicos presentes na
parede celular do bacilo. No entanto, embora existam evidéncias convincentes de que o InhA ¢
um dos alvos primarios para a actividade antimicrobiana da isoniazida, varios estudos indicam
que o modo de accdo da isoniazida ¢ complexo, sugerindo a possibilidade de multiplos alvos na
célula para a forma activada da droga, incluindo KasA, a B-cetoacil-ACP sintase do sistema

FASII (Tonge et al., 2017).

2.4.2. Rifampicina

A rifampicina inibe a transcrigdo genética da micobactéria por bloqueio da RNA polimerase
DNA dependente, através da formagdo de um complexo farmaco-enzimatico estavel, levando ao
bloqueio da iniciacdo da formagdo da cadeia o que impede a sintese de RNA mensageiro,
produzindo morte celular, especificamente a subunidade B, codificada pelo gene rpoB, dessa

enzima complexa constitui o local de acdao da Rifampicina (Unissa, 2017).
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Figura 3- Representacdo esquematica dos diferentes alvos dos farmacos de tratamento de
tuberculose em drogas de primeira linha rifampicina (RIF) e isoniazida (INH), sendo os acidos
micolicos presentes na parede celular de M. tuberculosis o alvo da isoniazida e 0 DNA do bacilo
o0 alvo da rifampicina.

Fonte: (Eaton & Ware, 2015).

2.5. Causas e tipos da tuberculose resistente

A tuberculose resistente a medicamentos representa uma das mais graves epidemias globais de
resisténcia a medicamentos transmitida pelo ar, sendo responsavel por aproximadamente um
terco de todas as mortes associadas a resisténcia antimicrobiana, com impacto particularmente

significativo em casos novos (Bahttarai, 2023).

Alguns pacientes ndo respondem positivamente a accdo dos antibidticos anti-tuberculose, dentre
as principais causas da resisténcia, a limitada quantidade de farmacos efectivos, os periodos
longos de tratamento, fraca aderéncia por parte dos pacientes e mutagdes em genes especificos
contribuiram para o surgimento de estirpes mutantes que ganharam resisténcia aos firmacos.

(Eaton & Ware, 2015; Pacheco, 2017).

As estirpes de M. tuberculosis multirresistentes, pré-extensivamente resistentes e extensivamente
resistente vem emergindo na ultima década. A resisténcia de estirpes M. tuberculosis pode ser
classificada em categorias distintas: TB monorresistente, a tuberculose multirresistente (MDR -
TB/RR), a tuberculose pré-extensivamente resistente (pré-XDR) e a tuberculose extensivamente
resistente (XDR-TB) (Viney, 2021).

A TB monorresistente compreende a resisténcia a apenas um farmaco anti-tuberculose, com

excepcdo da rifampicina, a tuberculose multirresistente (MDR-TB) compreende a resisténcia da
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tuberculose a isoniazida e rifampicina em simultdneo, a pré-extensivamente resistente (pré-
XDR), que preenche os requisitos da TB-MDR/RR ¢ pelo menos uma fluoroquinolona em
simultaneo ¢ a tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB) que preenche os requisitos da
TB-MDR/RR, qualquer fluoroquinolona e adicionalmente pelo menos uma droga do grupo A de
drogas injectaveis. (Gill et al., 2021; Viney et al., 2021).

A resisténcia a isoniazida foi identificada pela primeira vez em 1952, o0 mesmo ano em que este
farmaco foi introduzido como parte da terapia contra a tuberculose. Desde entdo, estudos tém
demonstrado que uma nica mutagdo missense no gene InhA de M. tuberculosis € suficiente para
conferir resisténcia a isoniazida, representando um dos principais mecanismos deste fenomeno.
Além disso, sabe-se que a resisténcia também pode ser atribuida a mutagdes que resultam em
substituicdes de aminoacidos na regido codificante do gene katG. Nessas situacgdes, a proteina
codificada frequentemente apresenta uma substitui¢do especifica, onde a serina na posi¢ao 315 ¢

trocada por treonina, uma alteragdo que reduz significativamente a eficacia do farmaco (Pym et

al.,2002; Palomino & Martin 2014).

Em casos mais raros, a resisténcia pode ainda ser consequéncia da dele¢do completa do gene
katG, o qual codifica a catalase-peroxidase katG, uma enzima crucial para a ativagdo da
isoniazida dentro do bacilo. Esses processos moleculares sublinham a complexidade da
resisténcia aos medicamentos € o impacto das mutagdes genéticas na eficacia terapéutica.

(Kaijinson, 2015; Pacheco, 2017).

Estudos recentes demonstraram que, além das mutagdes nos genes katG e InhA, a resisténcia a
isoniazida também pode ser conferida por mutagdes na regido promotora do operdo mabA—inhA,
resultando na superexpressao da enzima /nhA. Essas mutagdes na regido promotora do operao
mabA—inhA ou no gene InhA geralmente estdo associadas a um nivel mais baixo de resisténcia a
isoniazida e ocorrem com menor frequéncia quando comparadas as mutagdes no gene katG

(Palomino & Martin 2014; Dookie, 2018).

Foi observado que a mutagdo silenciosa em mabA pode conferir resisténcia a isoniazida em M.
tuberculosis ao aumentar os niveis de transcricdo do gene /nhA (Ando et al, 2014; Kydenia et al.,

2018).
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A uma percentagem mais baixa, ha ainda outros genes que podem conferir resisténcia ao bacilo,
como na regido promotora aphC e na regido codificante kasA, embora os mecanismos por detras

destes ainda ndo estejam bem descritos (Kiepiela, 2000).

Os mecanismos genéticos que conferem resisténcia a isoniazida ocorrem por trés processos
distintos: bloqueio da activa¢do da droga (katG), pela inativacao do intermediario toxico (para a
bactéria) da INH (aphC) e bloqueio da biossintese do acido micdlicos (mabA e InhA) (Campos,
1999; Badawy et al., ,2023 ).

A hipdtese de que as mutagdes sdo os principais causadores da resisténcia aos medicamentos
sublinha a relevancia das alteragdes no gene rpoB, que comprometem a afinidade da rifampicina
pela RNA polimerase. Essas mutagdes modificam os residuos do sitio de ligagdo da rifampicina
na subunidade beta da RNA polimerase (rpoB), tornando o antibidtico menos eficaz. Estudos tem
demonstrado que mutagdes em genes-alvo, diretamente ligados ao mecanismo de agdo dos
farmacos anti-TB, representam o principal mecanismo para o surgimento da resisténcia em M.

tuberculosis (Santos et al., 2012)

As mutacdes associadas podem ser desde alteragdes num tUnico nucleotideo até pequenas
inserg¢oes e delegdes cujo acontecem em uma regido de 81 pb do gene rpoB, chamada de regido
determinante de resisténcia a rifampicina (RRDR), que compreende os cddons 507-533 (Pinhata,

2020).

Tabela 1. Descricdo dos genes e enzimas produtoras e o seu efeito perante uma mutacao. (Eaton
e Ware, 2015)

Gene mutado Enzima Efeito da mutacio
katG Catalase Peroxidase Isoniazida ndo é activada no
bacilo
InhA Redutase enoil-acil da proteina Permite a produgdo de acidos
carregadora (ACP) micdlicos
kasA Beta-cetoacil ACP sintase Permite a producdo de &cidos

micblicos por meio de
mecanismos desconhecidos

Regido promotora ahpC Hidroperoxidase alquil Associada a mutagBes no gene
katG. O aumento da expressdo
desta enzima proporciona uma
accao antioxidante que
compensa a auséncia de
actividade catalase induzida
pelas mutagdes no katG
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MabA (promotor do inhA) NADPH  dependente  beta- Diminui a sintese enoyl-ACP

ketoacyl redutase reductase, 0 que impede a
sintese de &cidos micélicos
rpoB Modificacdo da subunidade b da A rifampicina ndo se consegue
RNAP conectar ao RNA

3. Objetivos

3.1. Objectivo geral

Caracterizar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de Mycobacterium
tuberculosis obtidos em amostras de pacientes referenciadas ao Laboratério Nacional de

Referéncia da Tuberculose (LNRT) no periodo de Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024

3.2. Objectivos especificos
e Descrever as caracteristicas sociodemograficas dos pacientes com tuberculose;

e Determinar o perfil de susceptibilidade das estirpes de M. tuberculosis aos
antimicrobianos através de métodos genotipicos “genotype MTBDRplus e MTBDRs!”;
e Comparar concordincia entre os métodos genotipicos genotype MTBDRplus,

MTBDRsI e testes de susceptibilidade antimicrobiana fenotipicos, na deteccdao de

resisténcia aos antimicrobianos de M. tuberculosis.

3.3. Hipotese nula (HO)
e As estirpes de M. tuberculosis isoladas em amostras referenciadas ao LNRT no periodo
de Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024 sdo sensiveis aos fArmacos utilizados para o
tratamento e ndo apresentam mutacdes significativas aos genes associados a estas

resisténcias (rpoB, katG, inhA, gyrA, gyrB, eis € rrs).

3.4. Hipotese alternativa (H1)
e As estirpes de M. tuberculosis isoladas em amostras referenciadas ao LNRT no periodo
de Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024 sdo resistentes aos farmacos utilizados para o
tratamento e apresentam mutacdes significativas aos genes associados a estas resisténcias

(rpoB, katG, inhA, gyrA, gyrB, eis e rrs).
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4. Area de estudo

O presente estudo, inclui amostras provenientes de diferentes US localizadas na provincia e
cidade de Maputo, processadas no Laboratorio Nacional de Referéncia da Tuberculose (LNRT),
pertencente ao Instituto Nacional de Satude (INS), localizado distrito de KaMphumo, bairro
central, recinto do Hospital Central de Maputo (HCM), na Av. Agostinho Neto 1106 (figura 4)
(INS,2023).
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Figura 4. Mapa da localizacdo do Laboratorio Nacional de Referéncia da Tuberculose no
distrito municipal de KaMpfumo.

Fonte: ArcGis, 2021 (ArcMap, verséo 10.3).

O LNRT desempenha um papel essencial no diagnostico, controle e monitoria do tratamento da
tuberculose em Mogambique. Por ser uma instituicdo de referéncia, o LNRT utiliza tecnologias
avancadas em comparacdo com a maioria dos hospitais e unidades sanitarias locais. Essa
infraestrutura permite ao laboratério fornecer respostas mais aprofundadas sobre a bactéria
(MISAU, 2018).
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O LNRT é responsavel por realizar exames especializados como a cultura de micobactéria, testes
de sensibilidade a medicamentos genotipicos que permitem a deteccdo rapida de infeccBes e
mutagdes associadas a resisténcia a antimicrobianos e fenotipicos que permitem a detencdo
fenotipica de resisténcias aos antimicrobiano. Além disso, o laboratorio tem a fungdo de dar
apoio tecnico aos laboratérios do SNS, melhoria continua dos laboratorios de tuberculose do
pais, por meio da implementacédo de painéis de testagem, elaboracdo de directrizes, validacdo de

tecnologias e pesquisa (Viegas et al., 2011).

O LNRT é uma instituicdo-chave na luta contra a tuberculose em Mogambique contribuindo para
a reducdao da mortalidade e da morbidade relacionadas a tuberculose e na mitigacdo dos efeitos

da resisténcia aos medicamentos (A verdade,2011).
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5. Metodologia

5.1.Tipo de estudo

O estudo foi transversal descritivo e retrospectivo com base em dados previamente
processados nos anos de 2023-2024, ¢ colhidos em Fevereiro de 2025, sem acompanhamento

ao longo do tempo, com o objectivo de descrever as varidveis da populagdo.

5.2. Considerac0es éticas

O protocolo do estudo foi submetido e aprovado pela comissdo cientifica da Faculdade de
Ciéncias (N./Ref*. 2.12/04/DCB/FC) (Anexo 1). Importa destacar que os dados colhidos no
presente estudo foram utilizados exclusivamente para fins académicos, no ambito da

elaboracao e defesa da tese de Licenciatura.

O estudo baseiou-se exclusivamente em dados secundarios, sem qualquer interaccdo com os
pacientes. Todos os procedimentos foram conduzidos em conformidade com os principios
¢ticos em pesquisa, garantindo a protegdo, privacidade e confidencialidade dos dados

utilizados.

5.3. Populagéo do estudo

A populagdo do estudo incluiu amostras de expectoragdo, liquido pleural, cefalorraquidiano,
sinovial, urina e fezes colhidas em pacientes com suspeita de tuberculose nas US da cidade e
provincia de Maputo, referenciadas ao LNRT para cultura e testes de sensibilidade aos
antibioticos da primeira (rifampicina, isoniazida, streptomicina, etambutol e pirazinamida) e
segunda linha de tratamento da tuberculose (bedaquilina, linezolida, moxifloxacina,

levofloxacina, delamanida, etionamida, amicacina, canamicina, capreomicina e clofazimina).

5.4.Critérios de Inclusdo e Excluséo

5.4.1. Critérios de incluséo
Foram incluidas no presente estudo amostras referenciadas por diferentes unidades sanitarias

da Cidade e Provincia de Maputo com as seguintes caracteristicas:

e Amostras de expectoragdo, liquidos corporais, entre outros, com diagnostico
de tuberculose por microscopia que apresentam resultados de 1+; 2+, 3+, que

tenham resultado disponivel no LPA;

e Amostras com baciloscopia negativa ou escassa, mas cultura positiva;
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e Cultura positiva identificada como pertencente ao complexo M. tuberculosis

CMTB.

5.4.2. Critérios de excluséo
Foram excluidas do estudo determinadas amostras que ndo atendiam aos critérios de inclusio

estabelecidos. Nao fizeram parte da amostragem:

e Amostras de expectoracdo, liquidos pleural, cefalorraquidiano e sinovial, urina, entre
outros com microscopia negativa;

e Amostras de expectoracdo, liquidos pleural, cefalorraquidiano e sinovial, urina, entre
outros com microscopia positiva, mas sem resultados disponiveis do LPA;

e Culturas negativas ou contaminadas;

e (ulturas ndo identificadas como pertencentes ao complexo M. tuberculosis (CMTB).

5.5.Método de amostragem
Foram seleccionadas 385 amostras, dos quais 335 amostras foram elegiveis para as analises
devido a factores como ndo cumprimento dos critérios de inclusdo e dados demograficos

incompletos.

As amostras foram seleccionadas por amostragem aleatoria simples (sorteio) de 16 amostras
por més, utilizando o aplicativo Random Generator vrs 2.2.12. A selec¢do considerou os
resultados disponiveis no sistema DISA Reports, garantindo que, se houvesse 55 amostras, 16

seriam sorteadas.

5.6. Procedimentos de colheita, processamento laboratorial de amostras e gestdo de
dados

A fonte de dados para o presente estudo, foi a base de dados interna do Laboratorio Nacional

de Referéncia da Tuberculose (LNRT), utilizada para a avalia¢do dos resultados do LPA e do

TSA das amostras previamente processadas entre Janeiro de 2023 e Dezembro de 2024. Esta

base foi obtida através do “Sistema DISA Reports” e da leitura das pastas de resultados

disponiveis no LNRT.

5.6.1. Processamento laboratorial das amostras inclusas no estudo

As amostras analisadas neste estudo, compreendendo expectoracdao, liquidos pleural,
cefalorraquidiano e sinovial, urina, entre outros tipos clinicos, foram processadas na rotina do
laboratorio e referenciadas por diversas unidades sanitarias da cidade e provincia de Maputo,
de Janeiro de 2023 a Dezembro de 2024 para cultura e TSA. Apos a recepcao e registo no
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sistema DISA, as amostras foram processadas e descontaminadas por método NALC-NaOH

(LNRT, 2025).

As amostras foram submetidas a testes de diagnostico e resisténcia, nomeadamente
baciloscopia, cultura em meios sélidos (Lowenstein-Jensen) e liquidos (MGIT 960), bem

como ao ensaio molecular Line Probe Assay (LPA) (LNRT, 2024).

Os resultados validados inseridos no sistema DISA foram exportados para analise. A gestdo
de dados incluiu seleccao das amostras validas, releitura dos resultados do LPA, interpretacao

dos resultados, organizagdo em planilhas do Excel/SPSS.

5.6.1.1. Material bioldgico

e Amostras de expectoracdo, liquido sinovial urina e fezes de casos
pleural, cefalorraquidiano e presumidos de tuberculose.
5.6.1.2. Material quimico e Solugdes HYB e STR;
e Agua destilada; e Soluc¢do Rinse (RIN);
e CON-C; e SUB-C;
e Kit de amplificagdo genotype e Tampao lise(A-LYS) e
MTBDRPLUS A-AM e B-AM; neutralizante (A-NB);

o Kit de extrac¢do genolyse

e Solucdo de desnaturacao;

5.6.1.3. Instrumentos e Mascara;
e Micropipetas de 10, 20,100, 200, e
1000 pL;

e Criotubos de 1mL: 5.6.1.4. Equipamentos

e Pontas de pipeta descartaveis, e Termociclador

estéreis e com filtro; * Banho-Maria

e (Cafeteira

e (CBS

e Papel absorvente

e Marcadores;
e centrifuga

e GT-BLOT 48

e Pinga;

e [uvas descartaveis;
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5.6.2.

Line Probe Assay

5.6.2.1. Preparacéo das amostras de Mycobacterium tuberculosis

1.

Na cabine de biosseguranca, descontaminou-se 500 uL das amostras clinicas usando o
método NALC-citrato-NaOH e colocadas na centrifuga a 3000g por 15min;

Apds a descontaminagdo e centrifugacio, removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o
pellet com 2mL de tampao fosfato.

Com auxilio de uma pipeta de pasteur, inoculou-se 500 uL no meio liquido (MGIT) e
100uL no meio sélido (Lowesntein-Jensen) e simultaneamente fez-se laminas para
analise microscopica;

As amostras com microscopia positivas com 1- 3+ ou culturas positivas (MIGT) e
detectadas como pertencentes ao CMTB pelos testes imunocromatograficos, foram

selecionadas para a extragao do DNA pelo método de genolyse (LNRT, 2024).

5.6.2.2. Extraccdo de DNA de Mycobacterium tuberculosis

1.

O kit Genolyse (lotJD0098, validade 14-03-2025) foi usado para a extraccdo do DNA das
amostras usando as instru¢des fornecidas pelo fabricante;

Colocou-se ImL da amostra em um tubo e centrifugou-se por 15 minutos a 10000rpm;
Descartou-se o sobrenadante com o auxilio de uma micropipeta de 1000uL;

Ao pellet obtido anteriormente, 100 uL do tampao lise(A-LYS) foi adicionado e
misturado com o auxilio do vortex e incubado em banho-maria a 95°C por 5 minutos;
Apds isto, adicionou-se 100 ul da solu¢do neutralizante (A-NB) e misturou-se
novamente no vortex;

Centrifugou-se as amostras na rotacdo maxima(15000rpm) por 5 minutos.

Ap6s a centrifugacao, 200 uL do sobrenadante, liquido que contém o DNA, ¢ extraido e
colocado em um novo tubo;

Reservar a 20°C até o uso posterior.
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5.6.2.3. Amplificacdo do DNA de Mycobacterium tuberculosis

1.

Apbs o descongelamento, centrifugou-se brevemente AM-A e AM-B a misturou-se
cuidadosamente com uma pipeta, pitando de para cima e para baixo;

Na cabine de biosseguranca adicionou-se os componentes da reacdo de amplificagao,
onde para cada amostra adicionou-se 10 uL AM-A, 35 ul. de AM-B para 5 uL de solucao
do NDA, completando um volume final de 50 uL;

Em cada tubo de PCR previamente enumerados, adicionou-se 45u/ do mastermix;

Em uma area especifica para a adicdo do DNA, inoculou-se 5 ¢ do DNA no mastermix
previamente preparado;

Levou-se os tubos para o termociclador (Bio-Rad T100 Thermal Cycler) seguindo o
protocolo “TB CLINIC”;

Os parametros da PCR foram: 1 ciclo a 95°C por 15 min, 10 ciclos a 95°C por 30 s e 65°C
por 2 min, 20 ciclos a 95°C por 25 s, 50°C por 40 s e 70°C por 40 s, e um ciclo final de 8
min a 70°C, por um total de aproximadamente 3h;

Apods completar os ciclos, armazenou-se os produtos da PCR na geleira até a realizagdo

da etapa de hibridizacao.

5.6.2.4. Hibridizacao
A hibridizagdo foi feita usando o GT-blot-48 (Hain Lifescience— A Bruker Company), este

equipamento automatizado foi projectado para a etapa de hibridizagdo e revelagdo na técnica do

LPA. Ele processa 2 a 48 tiras simultaneamente, controlando temperatura, tempo de incubagao e

lavagem para garantir a padronizacao dos resultados (Bruker, 2025).

1. Aqueceu-se em banho-maria os frascos de 100 mL contendo as solugdes de HYB e STR a

37-45°C antes de as usar, com auxilio de agua quente;

2. Em um tubo adequado, diluiu-se 1:100 o Conjugado Concentrado (CON-C, laranja) e o

Substrato Concentrado (SUB-C, castanho) com as quantidades necessarias dos respetivos

tampdes (CON-C com CON-D, SUB-C com SUB-D). Agitou-se bem e deixou-se estabilizar

a temperatura ambiente, podendo coloca-los no GT-blot-48 na sua respectiva posigao,

juntamente com os outros reagentes (Rinse);
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3. Enquanto isso, identificou-se todas as tiras necessarias para a execucdo (consoante 0 nimero
de amostras);

4. Na bandeja especifica do GT-Blot, dispensou-se 20 xL da solu¢do DEN no canto inferior de
cada pista da bandeja;

5. Adicionou-se 20 uL do produto de PCR a solugcdo DEN em cada pista e pipetou-se para cima

e para baixo algumas vezes para garantir uma boa mistura;

Deixou-se a mistura repousar por 5 minutos em temperatura ambiente;

Colocou-se a tira correspondente na pista respectiva;

Inseriu-se a bandeja no GT-Blot;

© ®© N>

Apos isto retirou-se 0 HYB e 0 STR do banho-maria e colocou-se na sua respectiva posicao

no GT-blot;

10. Iniciou-se o programa chamado "GT-48";

11. Ao término do programa, removeu-se as tiras usando uma ponta de 1000 L e colou-se na
folha de resultados fornecida;

12. Como forma de manutencdo do equipamento, colocou-se agua destilada morna em um
recipiente adequado, e nele, mergulhou-se todos os tubos nela e iniciou-se os ciclos de
limpeza do equipamento;

13. Interpretou-se os resultados com o auxilio da ficha de avaliacdo disponibilizada pelo

fornecedor.
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6. Resultados

6.1. Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes com tuberculose

O presente estudo teve como objectivo geral caracterizar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de isolados de M. tuberculosis obtidos de amostras de pacientes referenciadas ao
Laboratorio Nacional de Referéncia da Tuberculose (LNRT) no periodo de Janeiro de 2023 a
Dezembro de 2024 no qual foram incluidas 335 amostras de pacientes provenientes de unidades

sanitarias localizadas na cidade e provincia de Maputo.

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo das principais varidveis clinicas e proveniéncia das 335
amostras incluidas no estudo. Verificou-se um predominio de individuos sexo masculino, que
representou 73% (244/335) dos casos de TB, enquanto o sexo feminino correspondeu a 27%
(91/335). A maioria dos individuos encontrava-se na faixa etaria >15 anos correspondente a 99%
(332/335), indicando que a infec¢do acometeu predominantemente individuos adultos, sendo

apenas 1% dos casos registados em <15 anos.

No que diz respeito a proveniéncia, verificou-se que a maioria das amostras era proveniente da
Matola 31% (103/335), seguida pelos distritos de Khampfumo 15% (49/335), Manhica 8%
(28/335), Kamavota 8% (26/335), Nlhamanculo 7% (24/335), Boane 6% (20/335) e
Kamubukwane 6% (19/335). As baixas frequéncias de pacientes com tuberculose identificadas
pelo LPA, foram principalmente observadas no distritos de Marracuene 4% (15/335), Magude
3% (1 9/335), Katembe 1% (4/335) e Moamba 1% (2/335), tabela 2.

Cerca de 55% (185/335) dos pacientes foi classificada como ‘“caso novo”, enquanto 45%
(150/335) tinham historico de tratamento prévio de tubercusose, indicando uma alta incidéncia

de infeccoes recentes.

Variavel Categoria Frequéncia Frequéncia relativa
absoluta (%)
Sexo Masculino 244 73%
Feminino 91 27%
Idade >15 332 99%
<15 3 1%
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Proveniéncia Magude 9 3%

Kamubukwane 19 6%
Matola 103 31%
NIhamanculo 24 7%
Namaacha 17 5%
Boane 20 6%
Manhiga 28 8%
Kamavota 26 8%
Kamaxakeni 17 5%
Marracuene 15 4%
Khampfumo 49 15%
Moamba 2 1%
Katembe 4 1%
Categoria clinica do paciente  Previamente tratado 150 45%
Caso novo 185 55%
Total 335

Tabela 2-Caracterizagdo demografica e clinica dos pacientes com tuberculose

6.2. Perfil de suscetibilidade das estirpes de Mycobacterium tuberculosis aos
antimicrobianos

Com vista a avaliar o perfil de susceptibilidade das estirpes de M. tuberculosis, foi realizado o
LPA, um teste molecular que identifica a presenca do bacilo e simultaneamente detecta mutacgdes
em genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos usados para o tratamento da tuberculose.
Desta forma foi possivel testar a sensibilidade e identificar as diferentes estirpes resistentes de M.
tuberculosis, conforme esta descrito na Tabela 3. O perfil de sensibilidade das 335 amostras de
Mycobacterium tuberculosis, evidenciou que 60% (200/335) foram sensiveis aos antibioticos
utilizados no tratamento da tuberculose. Por outro lado, 135 (40% (135/335) amostras

demonstraram resisténcia a pelo menos um farmaco antituberculose (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil de resisténcia de Mycobacterium tuberculosis usando o método de LPA.

Perfil de susceptibilidade Frequéncia Frequéncia Natureza da
absoluta relativa amostra
(%)
Sensivel 200 60%
Resistente a pelo menos uma droga 135 40% Clinicas =
38
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Tuberculose multiressistente/ resistentes a
rifampicina
Tuberculose monorresistente a isoniazida

Tuberculose pré-extensivamente resistente

Tuberculose extensivamente resistente

Total

89

46

12

335

66%

34%
11%
8,8%

310

Culturas=25
335

Entre as 135 amostras foram identificados diferentes tipos de estirpes resistentes. As formas mais

frequentes foram as estirpes multirresistente (MDR/RR), totalizando 66% (89/135) e 34%

(46/135) monorresistente a isoniazida (INHR®), 11% (15/135) pré-extensivamente resistentes

(Pré-XDR) e 8,8% (12/135) extensivamente resistentes (XDR). A tabela 4 apresenta algumas

das caracteristicas demograficas e clinicas das 135 amostras que apresentaram resisténcia a pelo

menos uma droga de tratamento da tuberculose.

Tabela 4. Caracterizagdo demografica e clinica dos pacientes com tuberculose resistente

Variaveis Frequéncia absoluta
Proveniéncia
Maputo Cidade 48
Maputo Provincia 87
Sexo
Feminino 38
Masculino 97
Idade
>15 anos 129
<15 anos 6

Categoria de tratamento

Caso previamente tratado 64
Caso novo 71
Total 135

Frequéncia relativa (%)

36%
64%

28%
2%

96%
4%

47%
53%

Observa-se que a maioria das amostras resistentes foi proveniente da provincia de Maputo

64%,(87/135), enquanto 36% (48/135) foram da cidade de Maputo. Para além disso, verificou-se
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uma predomindncia de pacientes de sexo masculino 72% (97/135) com uma percentagem 44%
superior em relacdo ao pacientes do sexo feminino 28% (38/135), evidenciando uma maior

ocorréncia de tuberculose resistente entre os individuos do sexo masculino.

Em relacao a faixa etaria, verificou-se que grande maioria dos pacientes tinha idade superior a 15
anos 96% (129/135), demonstrando que a tuberculose resistente afectou principalmente

individuos adultos.

No que se refere a categoria clinica, 53% (71/135) dos pacientes ndo apresentavam historico de
tratamento prévio, sendo considerados novos casos, enquanto 47% (64/135) foram classificados
como pacientes previamente tratados, indicando que estes ja passaram por tratamento de TB

previamente.

As resisténcias do Mycobacterium tuberculosis sio determinadas por mutagdes em genes

especificos. Essas mutagdes podem ser identificadas pela técnica em estudo, o Line Probe Assay

(LPA).

No presente estudo, 43% (34/80) das amostras TB-MDR/RR apresentaram mutagdes simultaneas
nos genes rpoB e katG e 33% (26/80) apenas no gene rpoB. No que concerne a tuberculose

monoresistente a isoniazida cerca de 59% (26/44) das mutagdes ocorreram no gene katG.

Das amostras pré-extensivamente resistentes, 100% (16/16) das mutagdes ocorreram no gene
gyrA e 75% (9/12) das mutagdes de estirpes extensivamente resistente ocorreram simultaneante
nos genes gyrA e rrs responsaveis por resisténcias as fluoroquinolonas e aminoglicosideos. A

tabela abaixo apresenta as mutagdes detectadas pelo LPA nas estirpes resistentes analisadas.

Tabela 5 Mutacoes referentes ao perfil de susceptibilidade detectadas pelo LPA

Mutacdées referentes ao perfil de susceptibilidade detectadas pelo LPA
S Monoresistente Pre , Extensivamente
Genes Multiresistente | .~ . . extensivamente .
aisoniazida - resistente
resistente
rpoB 26(33%)
katG - 26(59%)
InhA - 16(36%)
InhA/katG - 2(5%)
rpoB/katG 34(43%) -
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rpoB/InhA 13(16%) -
rpoB/InhA/katG | 7(9%) -
gyrA 16(100%)
gyrB
res
eis
gyrA/rrs 9(75%)
gyrA/eis 2(16.6%)
gyrA/rrsleis 1(8.3%)
Total 80 44 16 12

6.3. Concordancia entre os métodos genotipicos (MTBDRplus e MTBDRsl) e fenotipico
(teste de susceptibilidade antimicrobiana)

Com o objectivo de avaliar a concordancia entre métodos, foram comparados os resultados
obtidos pelo método de LPA (método molecular de deteccdo de mutacdes associadas a
resisténcia) ¢ TSA, (método fenotipico baseado na resposta do bacilo a presenca do farmaco),
ambos referentes as drogas de primeira linha e segunda linha, no entanto apenas foi possivel
analisar 16 amostras e 15 amostras para as drogas de primeira e segunda linha, respectivamente,

devido a desafios enfretados durante a testagem do TSA.

A analise da concordancia entre os métodos LPA e TSA demonstrou variacdo conforme a
categoria de resisténcia. Entre as 10 amostras classificadas como multirresistentes pelo LPA,
cerca de 60% (6/10) foram concordantes com o TSA . A concordancia para monorresistencias a
isoniazida foi de 50% (2/4). Nas amostras classificadas como sensiveis pelo LPA, ndo houve

concordancia com o TSA.

De forma geral, considerando todas as categorias, a concordancia total entre os métodos LPA e

TSA para antimicrobianos de primeira linha foi de 50% (8/16).

O nivel de concordancia de um total de 15 isolados de M. tuberculosis foi analisado para TSA e
LPA relativamente aos antimicrobianos de segunda linha, e constatou-se uma concordancia geral
de 66,7% (10/15). Das pré-extensivamente resistentes pelo LPA  66,7% (2/3) foram
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concordantes. Na categoria extensivamente resistente, ndo foi observada concordancia, 72,7%

(8/11) das amostras classificadas como sensiveis pelo LPA foram concordantes.

7. Discussao
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7.1. Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes com tuberculose

No presente estudo foram consideradas variaveis como a idade, sexo, proveniéncia das amostras
e 0 historico de tratamento prévio de tuberculose, com vista a compreender a resisténcia da

tuberculose.

A provincia de Maputo apresentou um maior niumero de casos de tuberculose resistente em
comparacdo com a cidade de Maputo. Na provincia de Maputo, os distritos da Matola e de Boane
destacaram-se por registarem o maior nimero de casos de tuberculose resistente em ambas as
estirpes, além de um namero significativo dos casos de tuberculose multirresistente (TB-
MDR/RR) ao longo do periodo estudado. Esse cenario pode ser explicado pelo facto de a
tuberculose ser uma doenca de facil disseminacéo, associada a diversos factores de risco. Entre
eles, destacam-se a alta densidade populacional e a migracdo transfronteirica de trabalhadores
para minas de minério, especialmente na Africa do Sul. Muitos desses trabalhadores, co-
infectados com HIV e TB, retornam ao Pais, contribuindo significativamente para os altos niveis
da doencga na regido (Titosse et al.,2021; ONU, 2022). Estudos prévios avaliaram a incidéncia da
tuberculose em diferentes provincias de Mogambique destacando a cidade de Maputo, com o
maior nimero de casos de TB resistente a farmacos (DR-TB), representando 20% do total de
casos da doenca no Pais (Anténio, 2019), o que evidencia a necessidade a necessidade de

continua vigilancia.

Os individuos do sexo masculino com mais de 15 anos apresentaram um maior numero de casos
de TB resistente no presente estudo. Os homens sdo frequentemente considerados os principais
provedores do lar e, ao atingirem a idade produtiva, muitos optam por migrar para a vizinha
Africa do Sul em busca de melhores condicoes de vida, trabalhando em minas. Assim, este
movimento migratério os expde a ambientes de alto risco para a transmissdo da tuberculose,

especialmente quando hé co-infec¢do com HIV (Barwise, 2013).

Além disso, alguns estudos sugerem que as mulheres tendem a ser mais cuidadosas € menos
negligentes em relagdo a propria saude, buscando atendimento médico com maior frequéncia e
aderindo melhor ao tratamento, o que pode contribuir para uma menor incidéncia de TB
resistente entre elas (Macédo ef al., 2021). No entanto, estudos desenvolvidos por Berru et al.

(2018) apontam que entre os 5 e 25 anos de idade, a taxa de mortalidade por tuberculose nas
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mulheres ¢ cerca de 1,5 a 2 vezes superior a dos homens, as explicacdes sugeridas pelo autor
incluem a ma alimentagao e o papel das hormonas sexuais, havendo necessidade de protec¢ao de

ambos 0S SEXO0s.

Um total de 47% dos casos de tuberculose resistente foi identificada em pacientes previamente
tratados. A influéncia do tratamento prévio da doenca, incluindo casos de abandono, faléncia
terapéutica e mutagdes espontaneas contribuem para o aparecimento da TB resistente (Pires et
al., 2014). No entanto, os casos novos notificados foram mais frequentes que os casos
previamente tratados, representando um total de 53%. Esse facto evidencia uma maior
disseminagao das formas resistentes da doenca, o que exige maior atengdo das autoridades de
saude e dos programas de controle da tuberculose. Estes achados indicam que a estirpe resistente
estd sendo transmitida de pessoa para pessoa, tornando cada vez mais comum a disseminagdao da

tuberculose primaria resistente (Figueiredo, 2024).

7.2. Perfil de suscetibilidade das estirpes de Mycobacterium tuberculosis aos antimicrobianos

No presente estudo analisamos um total de 335 amostras ao longo de dois anos, dos quais 60%
eram sensiveis aos farmacos de primeira linha, enquanto 40% apresentaram resisténcia a pelo
menos um deles. Esses achados sdo alarmantes, especialmente quando comparados a um estudo
realizado na provincia de Sofala, que avaliou 87 isolados de M. tuberculosis, dos quais 37,9%
apresentaram algum tipo de resisténcia, enquanto 62,1% permaneceram sensiveis, demonstrando

uma tendéncia crescente de 2,1% em relacdo a estudos anteriores (Namburete et al., 2016).

A tuberculose multirresistente foi a forma mais comum de resisténcia identificada,
correspondendo a 27% dos casos totais e 66% entre as amostras resistentes a pelo menos um
antibiotico. Esse dado € preocupante, pois a isoniazida (INH) e a rifampicina (RIF) sdo os
farmacos mais antigos e eficazes no tratamento da TB em Mogambique. Resultados similares
foram obtidos em um estudo realizado no Hospital Distrital de Manhiga (MDH) em 2016 na
provincia de Maputo, que relatou uma prevaléncia de resisténcia a farmacos em 15,9% das
amostras. Adicionamente, esse estudo demostrou que as taxas de resisténcia foram 10,1% para
isoniazida, 6,2% para rifampicina, 4,0% para estreptomicina, 3,6% para etambutol e 1,1% para
pirazinamida (Valencia et al., 2016). Estudos mais recentes confirmam essa tendéncia crescente
da TB resistente a medicamentos, apontando que a proporcdo de casos de TB-MDR/RR em
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Maputo aumentou ao longo dos anos analisados, de 2009 a 2017 (Pires, 2021). O risco de
tuberculose multirresistente (TB-MDR/RR) evoluir para formas pré-extensivamente resistentes e
extensivamente resistentes é elevado. Essas formas apresentam resisténcia a um nimero ainda
maior de farmacos, os quais sdo menos eficazes e frequentemente associados a efeitos adversos
graves, especialmente em pacientes que fazem uso de multiplos medicamentos. (Arbex et al.,
2010)

Além dos desafios clinicos, o tratamento da TB-MDR/RR apresenta um grande impacto
financeiro. Os custos elevados do tratamento representam uma barreira significativa,
especialmente em Mocgambique, devido a limitagdo de recursos, contribuindo para o aumento das
taxas de abandono do tratamento, agravando a morbimortalidade da doenca no Pais (Sousa et al.,
2020; Antdnio, 2024).

Este estudo também analisou a resisténcia a farmacos de segunda linha, observando uma
notificacdo significativa de casos de tuberculose pré-extensivamente resistente e extensivamente

resistente, associadas a resisténcia para fluorogquinolonas e glicosideos.

No presente estudo, 19,8% isolados de MTB foram resistentes a farmacos de segunda linha.
Estudos sobre resisténcia a farmacos de segunda linha em Mocambique s&o limitados. No
entanto, estes achados sdo apoiados por um estudo conduzidos no LNRT (2011-2015), que
identificou resisténcia mais comum em pacientes MDR/RR, com 21,7% de pré-XDR e 21,4% de
XDR (Chumane et al., 2018).

Diante do contexto epidemiol6gico de resisténcia de M. tuberculosis nos paises vizinhos a
Mocambique, a Africa do Sul registra algumas das maiores taxas de tuberculose resistente da
regido, com estudos em KwaZulu-Natal mostrando cerca de 15% de MDR-TB e até 3% de XDR-
TB entre os pacientes internados com tuberculose (Bantubani et al., 2014). Um estudo
desenvolvido na Z&mbia, mostrou que a resisténcia a tuberculose se apresenta como um desafio
crescente e identificou que 9,8% dos pacientes apresentavam tuberculose multirresistente (TB-
MDR/RR), incluindo 6,5% de casos XDR-TB e 3,2% de pré-XDR-TB. Além disso, este estudo
demostrou que 25,5% dos individuos tinham historico de tratamento prévio, e esses pacientes

foram 40 vezes mais propensos a desenvolver formas resistentes em comparagdo com 0s nunca
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tratados (Monde et al., 2022). J4 no Zimbabue, estudos recentes indicam que o padrdo de
susceptibilidade aos antimicrobianos da tuberculose mostraram que 65% dos isolados eram
sensiveis ao farmacos usados para tratamento da TB, enquanto 35% (84/241) apresentaram
resisténcia a pelo menos um farmaco, 21,2% dos isolados eram multirresistentes (TB-MDR/RR),
7,1% apresentavam monoresisténcia a RIF e 6,6% monoresisténcia a INH (Kangongwe et al.,
2024). Estes dados quando comparados aos resultados do presente estudo, evidenciam que
Mocambique apresenta uma carga relativamente maior de tuberculose resistente. Estes achados
reforcam a necessidade de fortalecer as politicas nacionais de vigilancia, controle e mitigacao da

tuberculose resistente, de modo a reduzir a transmissao e melhorar o manejo dos casos no pais.

A introducdo de novos farmacos, como a bedaquilina, como parte dos tratamento anti-
tuberculose, pelo Ministério salde de Mocambique, na lista de medicamentos essenciais, em
2017, apresentou resultados promissores. Esses medicamentos mostraram alta eficdcia no
tratamento da TB resistente, aumentando as taxas de cura e reduzindo o tempo de tratamento,
trazendo uma nova esperanca no combate a tuberculose em Mocambique (MISAU, 2017;
Bastard et al., 2019). No entanto, o uso da bedaquilina deve ser realizado com cuidado pelos
clinicos, respeitando concentragdes e combinacdes especificas para prevenir o desenvolvimento
de resisténcia. Além disso, 0 monitoramento microbioldgico da resisténcia a bedaquilina deve ser

continuo e regular pelos programas de controle (Nguyen et al., 2017).

A andlise molecular das estirpes TB-MDR/RR revelou que 43% (34/80) apresentavam mutagdes
simultdneas nos genes rpoB e katG, padrdo também descrito em outros estudos, onde 86,6% dos
casos exibiam mutacGes combinadas nesses genes (Isakova et al., 2018). A resisténcia a
isoniazida estd geralmente associada a mutacGes no cddon 315 do gene katG, responsaveis por
47-58% dos casos (Setareh et al., 2009). No presente estudo, observou-se a mesma tendéncia,
com 59% (26/44) das amostras monoresistentes a izoniazida a demonstrarem mutacdes no katG
e inhA. Em relacdo as fluoroguinolonas, farmacos de segunda linha que atuam na enzima DNA
gyrAse, as mutacdes nos genes gyrA (mais frequentes) e gyrB (menos comuns) foram as

principais causas de resisténcia (Campbell et al., 2011).
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7.3. Concordancia entre os métodos genotipicos (MTBDRplus e MTBDRsl) e fenotipico

(teste de susceptibilidade antimicrobiana)

No presente estudo os isolados de M. tuberculosis apresentaram 50% de concordancia na
testagem de drogas de primeira linha e 66,7% para drogas de segunda linha, mostrando uma
certa variacdo na deteccdo de resisténcias a TB. Essa discrepancia pode ser explicada por
diferencas na sensibilidade e especificidade entre métodos genotipicos e fenotipicos (Abebe et
al., 2011), bem como pela heterogeneidade genética das estirpes de M. tuberculosis (Zignol et
al., 2018; WHO, 2022). No entanto, resultados diferentes foram relatados em alguns estudos,
onde mostraram concordancias gerais de cerca de 99,5% entre os testes fenotipicos e genotipicos

para rifampicina e isoniazida (Aung et al., 2015).

Algumas das discrepancias que foram identificadas, foi em amostras classificadas como
resistentes pelo TSA, mas sensiveis no LPA. Esse tipo de resultado pode estar relacionado a
presenca de mecanismos de resisténcia que ndo envolvem mutacdes nos alvos investigados pelo
teste molecular, ou ainda a alteracdes em regides genéticas ndo cobertas pelas sondas do ensaio.
Tambeém € possivel que mutacdes silenciosas, sem impacto fenotipico, expliqguem alguns casos

em que o LPA indicou resisténcia ausente no TSA. (Eaton & Ware, 2015; Yakrus, 2014)

Essas diferencas ressaltam que a detecdo genotipica nem sempre reflete o comportamento
fenotipico da estirpe em frente aos farmacos, sendo importante a utilizagdo combinada de ambos
0s métodos para uma caracterizacdo mais precisa. Enquanto o LPA oferece rapidez e orienta
decisOes terapéuticas iniciais, o TSA continua sendo o padrdo de referéncia por avaliar
diretamente o crescimento bacteriano sob a a¢do dos medicamentos.(Heyckendorf et al.,2017;
Getahun et al.,2022)

Dessa forma, a variacdo nas percentagens de concordancia reforca a importancia do uso
combinado de métodos diagnosticos, integrando testes moleculares e avaliacdo fenotipica, para

aumentar a precisao do diagndstico e melhorar o controlo da TB resistente (Mao et al., 2025).
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8. LimitagGes do estudo

A principal limitagdo incluiu o numero reduzido de amostras analisadas, consequéncia directa

das greves e paralisagdes que ocorreram em Mocambique durante o periodo da andlise.

A falta de dados demograficos na base de dados, fez com que se rejeitasse o nimero maior de

amostras (n = 50).
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9. Conclusao

e A tuberculose resistente a farmacos afectou maioritariamente individuos do sexo
masculino e >15 anos, com maior prevaléncia na provincia de Maputo, especialmente nos
distritos de Matola e Boane;

e As estirpes de M. tuberculosis apresentaram resisténcias a primeira e segunda linha de
tratamento da tuberculose, incluindo estirpes MDR, que conferem resisténcia a
rifampicina e a isoniazida, além de estirpes Pré-XDR e XDR;

e Os métodos de Line Probe Assay e o Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos para
tuberculose ambos apresentaram 50% de concordancia na testagem de drogas de primeira
linha e 66,7% para drogas de segunda linha, havendo necessidade de combinacdo dos

dois métodos para o diagndstico mais completo e fiavel da tuberculose resistente.
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10. Recomendacdes do estudo

e E importante investigar os casos de resisténcia a bedaquilina, que foi endossada
recentemente pela OMS, considerando suas consequéncias clinicas para o tratamento da
tuberculose multiresistente.

e Avaliacdo da possibilidade de resisténcia cruzada com a clofazimina, uma vez que ambos

os farmacos sdo utilizados em regimes semelhantes.
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