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RESUMO

Em Mocambique, a tuberculose bovina constitui um dos problemas sérios de satde animal.
Nao existe um programa efectivo de controlo da doenga. Por outro lado, a incidéncia de
casos de tuberculose humana tem sido crescente, verificando-se, simultaneamente, um
aumento dos casos de Tuberculose multirresistente aos medicamentos e dos casos de co-
infeccdo TB-HIV.

A convivéncia directa entre as familias criadoras e o gado constitui uma ampla
oportunidade para a transmissdo zoonoética da infec¢do. Nao se sabe até ao momento qual o
impacto da tuberculose bovina (TB) na doenca nos humanos, em Mogambique.

As técnicas moleculares de diagnoéstico, constituem actualmente, uma ferramenta 1til no
diagnostico, nas investigacdes epidemioldgicas e no desenvolvimento de programas de
preven¢do de doengas.

Para avaliar o envolvimento do Mycobacterium bovis em humanos e fazer a caracterizagao
genética das estirpes do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) circulantes no pais,
123 amostras (culturas de Mycobacterium e espectoragdo) com baciloscopia positiva
(BK+), foram submetidas a extraccdo do ADN, amplificagdo por PCR e posterior
tipificacdo pela técnica Spoligotyping. Os padrdes de spoligotipo encontrados foram
analisados usando a base de dados internacional SpolDB4. Em 65% (79/123) das amostras
extraiu-se com sucesso o ADN. Observou-se que o ADN proveniente de amostras clinicas
era de baixa qualidade comparado ao extraido a partir de colonias.

Nao foi isolado o M. bovis entre as amostras submetidas a genotipagem. A caracterizagao
molecular revelou que mais de metade dos isolados pertencia a 4 familias predominantes
de M. tuberculosis, T1 (16,5%), LAM (16,5%), S (12,5%), ¢ MANU1 (7,5%), havendo
uma grande diversidade genotipica. Algumas estirpes analisadas também foram
identificadas nos paises vizinhos. Os dados obtidos levam-nos a afirmar que as migracdes e
o HIV sdo apontados como factores de disseminacdo da TB em Mogambique.

Sdo discutidos os factores que possam comprometer o sucesso da técnica de

spoligotipagem, e outros aspectos de diagnostico.

Palavras-chave: Zoonose; M. bovis; M. tuberculosis; Estirpes; Spoligotyping;
Mogambique.



ABSTRACT

In Mozambique bovine tuberculosis is a serious animal health problem but an effective
control program of the disease does not yet exist. On the other hand, the incidence of
Human tuberculosis, as well the multidrug resistant cases and the cases of co-infection
with HIV are rising.

The direct contact between families and the livestock in rural areas represent a wide
opportunity for the zoonotic transmission of the disease. The real impact of bovine
tuberculosis (BT) in the Human disease in Mozambique is unknown.

The use of molecular techniques in diagnosis represents, at present, a useful tool for
accurate epidemiological investigations and the development of preventive programs.

To assess the involvement of Mycobacterium bovis in Human cases of pulmonary BT and
to make a genetic characterization of the Mycobacterium tuberculosis Complex (MTC)
strains circulating in Mozambique, 123 BK+ patient isolates (cultures of Mycobacterium in
agar and sputum) were submitted to DNA extraction, amplification by PCR and
genotyping using Spoligotyping. The Spoligotyping data were further analysed using an
international database SpolDB4.

DNA extraction was successful on 65% (79/123) of isolates. The DNA extracted from
clinical samples was poorer in quality than those acquired from colonies.

M. bovis cases were not observed in the isolates typed. Genotyping characterization
showed a high diversity of strains, where 4 families of M. tuberculosis were most
prevalent: T1 (16.5%), LAM (16.5%), S (12.5%) and MANUI1 (7.5%). A significant
number of spoligotypes were identical to profiles found in the region.

The data reported showed that migration and HIV might be factors of dissemination of TB
in Humans in Mozambique.

Factors that can compromise the performance of Spoligotyping technique and other

diagnosis aspects are discussed.

Keywords: Zoonosis; M. bovis; M. tuberculosis; Strains, Spoligotyping; Mozambique.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose ¢ um grande problema de saude publica e a maior parte dos casos ocorre em
paises em desenvolvimento (Cosivi, 1998; WHO, 2006).

Esta doenca ¢ contagiosa e ¢ causada por bactérias alcool- acido resistentes, pertencentes
ao género Mycobacterium. A doenga ¢ progressiva e, geralmente, de curso cronico,
afectando animais e seres humanos. Os agentes envolvidos pertencem ao Complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTC) e incluem: Mycobacterium bovis, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti
(Abrahdo, 1999), Mycobacterium pinnipedii (Brosch et al., 2002) e ainda o Mycobacterium
canetti (Pelczar et al., 1993; Abalos e Retarnal, 2004), destas espécies, as mais patogénicas
para o homem sdo o M. tuberculosis e o M. bovis.

Todas as espécies indicadas caracterizam-se pela sua grande proximidade genética, devido
a qual as técnicas de diferenciacdo bioquimica ndo sdo muitas vezes capazes de estabelecer
distingdo clara entre elas (Amanfu, 2006).

Os isolados de M. tuberculosis apresentam uma grande variedade genética evidenciada,
nos ultimos anos em estudos baseados em biologia molecular, que tem tido um papel
importante na caracterizagdo dos genotipos bem como no entendimento da sua distribuicdo
geografica.

O surgimento de estirpes multirresistentes aos medicamentos anti-tuberculose, em
humanos, o surgimento de novos casos de tuberculose em zonas declaradas livres da
doenga, como ¢ o caso da Franga, que foi declarada livre em 2001 (Haddad et al., 2004), a
necessidade de distinguir um caso novo de um caso recorrente, bem como o0
relacionamento entre surtos, € a transmissao zoonoética, colocam a comunidade cientifica
perante um crescente desafio de associar a epidemiologia classica a epidemiologia
molecular, de modo a permitir a implementagdo de medidas de controlo mais eficazes.
Entre as técnicas de diagnostico actualmente empregues, com base na biologia molecular,
destaca-se a Spoligotipagem (Spoligotyping). Esta é uma técnica ¢ muito 1util para se obter
uma compreensdo geral da epidemia da tuberculose e os seus resultados sdo faceis de

interpretar, podendo ser partilhados em bases de dados internacionais.
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1.1. Justificacdo do estudo

Em Mocambique, a tuberculose ¢ ainda hoje uma das principais causas de morbilidade e
mortalidade Humana. Este pais apresenta um programa estruturado de combate a
tuberculose Humana desde 1977. O programa adopta, desde 1994, a estratégia DOTS
(tratamento intensivo directamente obsevado), contudo, a tuberculose continua a ser um
enorme flagelo de Saude Publica (OMS, 2005). Segundo Nunes (2005), a tuberculose
surge agora com uma forma mais agressiva. O programa de controlo da tuberculose
Humana (TB), ndo faz mengao aos animais como possivel fonte da doenga.

A tuberculose bovina (TBb) ¢ uma doenga prevalente no pais, ndo existindo nenhuma area
livre desta doenga, e tem sido causa de grandes perdas, por rejeicdo de carcagas, no
matadouro. Emmuitos paises, a TBb ¢ controlada através de programas sistematicos de
teste e abate. Em Mogambique, o programa de controlo da TBb tem como principio a
tuberculinizacdo e abate dos reactores positivos, todavia, tal método ndo ¢ aplicado de
forma consistente e sistematica. Adicionalmente ndo sdo tomadas medidas eficazes de
prevencdo da transmissao da zoonose.

Os programas de controlo sdo levados a cabo isoladamente sem que haja uma “ponte”
entre os programas da TB e TBb.

A existéncia de condi¢cdes que favorecem a transmissdo desta infeccdo ao ser humano,
pode fazer com que a TBb se torne um problema sério de saude publica, se ndo forem
tomadas medidas adequadas. A real magnitude deste problema ¢ desconhecida entre nds.
Segundo Abalos e Retamai (2004), as regides mais pobres, e onde se mantém um contacto
estreito entre os animais de consumo e as comunidades humanas, sdo as que apresentam
maior risco de experimentar uma emergéncia da TB zoondtica.

Em Mocambique, nenhum estudo foi ainda feito sobre a relagdo entre a TB e a TBb, o que
leva as autoridades médicas a ndo considerarem, nos programas de controlo da TB, o risco
potencial para a satide humana que o gado pode constituir.

Acredita-se que, uma vez que sejam apresentados dados que evidenciem o envolvimento
do M. bovis nos casos de tuberculose humana no pais, mais énfase pode ser dada aos
programas de controlo da tuberculose bovina, tornando-se este como um assunto prioritario
para as autoridades sanitdrias nacionais. Ha que destacar que estes casos nio sao
diagnosticados devido a incapacidade dos laboratorios locais realizarem a tipificagdo das
bactérias e por apresentarem quadros clinicos e radiologicos semelhantes aos infec¢dao por

de M. tuberculosis (Nunes, 2005).
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Os factores de risco da tuberculose zoonética ja foram estudados em paises
industrializados, que se localizam maioritariamente em zonas temperadas e apresentam
como um dos principais factores de contagio o consumo de leite bovino ndo pasteurizado.
No caso de Mogambique, o cendrio ¢ diferente: ha regides com um contacto mais préximo
entre os criadores de gado e sua familia com os animais e, muitas vezes, com pessoas em
condi¢do imuno-comprometida, seja por deficiente nutricdo, seja ainda pela associagdo a
infeccdo pelo Virus da Inumodefeciéncia Adquirida (HIV). A epidemia do SIDA ¢
reconhecida como um factor de destaque que modifica dramaticamente a epidemiologia da
tuberculose no Homem (Abrahao, 1999).

A prevaléncia crescente de seropositividade ao HIV que se regista no pais, pode constituir
um factor agravante na epidemiologia da zoonose. Mogambique apresenta prevaléncias de
HIV+ na ordem dos 16%, apresentando a provincia de Sofala o indice mais elevado do
pais, 26,5% (MISAU-DNS, 2005).

Com o presente trabalho, pretende-se contribui para o conhecimento da verdadeira
dimensdo do problema da tuberculose pulmonar por M. bovis na comunidade, em geral, e
do grupo de seropositivos, em particular, e a importancia da fonte animal na epidemiologia
da doenca.

Durante a ultima década, os métodos de epidemiologia molecular, t€ém sido desenvolvidos
com o propdsito de revelar factos epidemioldgicos da doenga, estudar a sua disseminagao,
e identificar factores de risco associados com a disseminacao de estirpes de micobactérias
multirresistentes aos medicamentos (Brudey et al., 2004). Estes métodos de epidemiologia
molecular tornam-se assim importantes ferramentas para o desenvolvimento de programas
de controlo. No caso da tuberculose encontram-se em franco desenvolvimento as técnicas
de genotipagem para a investigagdo epidemioldgica dos isolados, uma vez que o M.
tuberculosis ¢ o M. bovis apresentam grande similaridade genética. Segundo Collins
(2001), mais de 97% dos genes sdo idénticos entre as duas espécies. Abalos e Retamai
(2004) afirmam que a homologia nucleotidica das duas espécies ¢ de 99,95%. As técnicas
baseadas em biologia molecular, que tém vindo a ser desenvolvidas nos Ultimos 15 anos,
dao um grande contributo no estudo genético, ajudando a fazer a distingdo entre as duas
espécies.

A tipificagdo molecular dos isolados tem contribuido para a mudanca de dogmas e tem
sido usada para investigar importantes propriedades bioldgicas das estirpes. Segundo
Mistra et al. (2005), a tipificacdo das estirpes ¢ importante para a determinag¢dao da cadeia

de transmissdo, identificacdo de reservatorios da infec¢do e estudos da TB-MR
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(tuberculose multirresistente aos medicamentos) o que pode contribuir para a formulacdo
de terrapias e estratégias no ambito de saude publica. Segundo Brudey et al. (2006), a
estrutura genética da populagdo de M. tuberculosis esta fortemente ligada a escala
geografica, o que reforca a importancia de esforco localizado no controlo da TB.

A identificagdo do M. bovis em casos de TB humana e o conhecimento dos factores de
risco associados a sua ocorréncia, em Moc¢ambique, podera ser 1til na revisdo de politicas
de controle, podendo indicar a necessidade de introducdo de ac¢des conjuntas entre a
medicina humana e a medicina veterindria no desenvolvimento de novas estratégias de

controlo da tuberculose.

1.2. Objectivos

Devido a situagdo vivida em Mogambique, os objectivos gerais deste trabalho foram
delineados como:

* Verificar a possivel envolvimento do M. bovis nos casos de tuberculose na
populagdo rural de dois distritos de Mogambique (Buzi e Manhiga)

* Identificar as principais variantes de micobactérias envolvidas nos casos de
tuberculose nos dois distritos em estudo.

Como objectivos especificos definiram-se:

* A realizagdio de uma revisdo bibliografica que enquadre as caracteristicas e
importancia das micobactérias, em especial do M. bovis, como agente zoonéticos;

* Realizar a caracterizagdo genética das espécies e diferenciacdo de estirpes de
micobactérias envolvidas em casos de tuberculose humana nos distritos de Buzi e
Manhiga;

* Identificar provaveis factores (socio-econdémicos e culturais) que possam

influenciar a epidemiologia da doenca em Mogambique.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A historia da tuberculose

A historia da tuberculose ¢ tdo antiga quanto a da propria civilizagdo, havendo
documentagdo de casos desta doenca datados de 3900 AC. No entanto, a comprovagdo da
sua contagiosidade e a descoberta da sua causa datam apenas do final do século XIX. O
uso da radiologia para diagnostico de rotina e de medicamentos eficazes para o seu
tratamento curativo s6 foram conseguidos no final da primeira metade do século XX (de
Almeida, 1994; Hiijar, 2005).

Segundo Koivula (2004), através de técnicas de biologia molecular, tem-se demonstrado
que algumas mumias Egipcias dos anos 2050 AC padeciam da infec¢do por tuberculose
(TB). Em 1994, Salo e colaboradores (citado por Koivula, 2004) recuperaram o ADN de
uma mumia Peruviana de 1000 anos de idade.

Em animais, a evidéncia genética mais antiga da tuberculose foi encontrada numa espécie
extinta de bisonte ¢ ¢ datada de ha cerca de 17.000 anos (Rothschild et al., 2001).

Devido aos seus variados sintomas, a tuberculose ndo era identificada como uma unica
doenga, até a segunda década do século XIX, e sé foi denominada tuberculose em 1839,
por Schoenlein. Algumas formas da doenga eram, provavelmente, conhecidas desde a
Grécia Antiga, sendo antes, considerando-se que a doenga se originou a partir do primeiro
gado domesticado, no qual também teve origem a variola humana (Young, 2004; Abalos e
Retamal, 2004).

Acompanhante da evolucdo das sociedades humanas, a tuberculose conheceu ao longo dos
milénios diversas explicagdes obscurantistas e sobrenaturais e, como consequéncia, 0S
tratamentos variavam entre ritos exorcizantes ou respostas a castigos divinos.

A tuberculose causou enorme preocupacgdo em saude publica, no século XIX e no inicio do
século XX, como doenca endémica entre as classes pobres das cidades. Na Inglaterra de
1815, uma entre quatro mortes eram devido a entdo tisica pulmonar; por volta de 1918,
uma de seis mortes em Franca era ainda causada pela tuberculose (Hiijar, 2005).

Desde Hipocrates até Robert Koch, no inicio do século XX, a tuberculose ocupou uma
posicdo de enorme destaque na medicina. Acredita-se que esta ¢ a doenca que mais
suscitou estudos para o estabelecimento de padrdes de tratamento, validados através de um

grande nimero de pesquisas clinicas, realizadas nas tltimas cinco décadas. Mas, mesmo
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com as descobertas até agora conseguidas, continua sendo a principal causa de morte por
doenga infecto-contagiosa em todo o mundo (WHO, 2006).

Com a descoberta do bacilo causador da tuberculose, o M. tuberculosis, em Margo de
1882, por Robert Koch (Coetzer et al., 1994), as pesquisas avangaram mais rapidamente,
chegando-se, finalmente, na metade do século XX, a descoberta de fArmacos eficazes para
a cura da doenca. Koch, que pelo facto recebeu o prémio Nobel da Medicina, ndo
acreditava que a tuberculose bovina e a humana fossem similares (Neto e Bernardi, 2003).
A falta de crenca de Kock, impediu, na altura, o reconhecimento do leite de vaca como
uma fonte de infec¢@o para o homem.

O primeiro sucesso genuino de vacinacdo contra a tuberculose foi desenvolvido a partir de
linhagens atenuadas da tuberculose bovina e criado por Albert Calmette e Camille Guerin
em 1906. Era a vacina BCG (Bacilo de Calmette e Guerin). Ela foi usada pela primeira vez
em humanos em Julho de 1921, em Franga e depois, noutros paises da Europa, mesmo com
algum receio. Esta vacina, continua até hoje em uso nos programas de prevencao em varios
paises.

Somente apos 1946, com o desenvolvimento da estreptomicina, ¢ que o tratamento se
tornou possivel, aliando-se a prevencdo. Antes disso, somente a intervengdo cirurgica
permitia o tratamento, e os doentes eram colocados em isolamento em sanatorios. Contudo,
as esperancas de erradicacdo da doenga foram frustradas desde o surgimento de estirpes de
bacilos resistentes aos antibioticos nos anos 80 (Young, 2003; Nunes, 2005).

Em face aos recursos investidos, era de esperar que agora, no século XXI, a doenga
estivesse controlada, considerando que os recursos de diagndsticos sdo relativamente
simples e de grande eficacia, e que os esquemas terapéuticos sao altamente eficazes. No
entanto, o numero de casos novos mantém-se elevado e a mortalidade ainda ¢ alarmante,
particularmente nas regides mais pobres, Africa, Mediterrdneo oriental ¢ Asia (WHO,
2007).

O ressurgimento da tuberculose resultou na declaragdo de uma emergéncia médica global
pela Organizacdo Mundial da Saude em 1993 (WHO, 1994). Outra preocupacao da OMS,
em 1993, foi a consideravel e continua importancia em satde publica da infec¢dao pelo M.

bovis no ser humano e em animais.
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2.2. Etiologia

De acordo com a “National Center For Biotechnology Information Taxonomy Browser”
(www.ncbi.nlm.nith.gov) o género Mycobacterium contém mais de 140 espécies
identificadas. As micobactérias que causam doen¢a nos mamiferos podem-se subdividir
em dois complexos: o Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) e o Complexo
Mycobacterium avium (CMA) (Huard et al., 2003; Koivula, 2004). Este ltimo, também
conhecido como MOTT (Mycobacteria Other Than TB), ou ainda, como micobactérias
atipicas, retine mais de 50 espécies, sendo a maioria delas ndo patogénicas para o homem
(Wyplosz et al., 1997). Varios estudos tém reportado que a infeccdo disseminada por

MAC, tem sido pouco comum em Africa (Nunes, 2005; Okello et al., 1990).

O Complexo Mycobacterium tuberculosis

O CMT, ¢ composto por 6 espécies similares, nomeadamente: M. tuberculosis, M.
africanum (subtipos 1 e 1), M. bovis (incluindo o Bacilo Calmete-Guérin do M. bovis
(BCQG)), M. pinnipedii (Brosch et al., 2002), M. microti ¢ M. canetti (Huard et al., 2003;
Ayele et al., 2004; Koivula, 2004). A tuberculose bovina (TBb) ¢ causada por M. bovis.
Apesar de o gado ser considerado hospedeiro primario do agente, o microorganismo possui
varios mamiferos como hospedeiros, incluindo o Homem. As micobactérias do CMT sao,
geralmente, tratadas como sub-espécies e apresentam uma similaridade genética de até
99,9% (Berg et al., 2007). Contudo, entre as subespécies, as diferencas fenotipicas sdo
distintas e ndo menos os seus hospedeiros e a patogenicidade (Ayele ef al., 2004).

O M. africanum causa tuberculose humana com as mesmas caracteristicas do M.
tuberculosis, mas apresenta uma distribui¢do geografica mais limitada. Foi descrito
recentemente e ¢ isolado, predominantemente, em varias regides de Africa,
fundamentalmente, na Africa Subsariana. Neste continente, pesquisas recentes mostram
uma grande variabilidade da prevaléncia deste microorganismo. Ele ¢ encontrado em 5%
dos doentes com tuberculose na Costa do Marfim, em 60% dos doentes na Guiné Bissau
(Koivula, 2004) e em 67% de doentes com TB, no Uganda (Niemann et al., 2002). Do
ponto de vista de caracteristicas fenotipicas, ele apresenta heterogenicidade entre o M.
bovis e o M. tuberculosis. Esta caracteristica particular levou a pensar que o M. africanum
representaria um continuo estado evolutivo entre o M. bovis € o M. tuberculosis. O M.

africanum ainda se pode dividir em 2 subtipos, de acordo com diferengas biogeograficas: o

52



Tipo I, predominante na Africa ocidental (mais proximo do M. bovis), e o tipo II na Africa
oriental (mais proximo do M. tuberculosis) (Niemann et al., 2002).

O M. canetti foi descrito pela primeira vez como uma sub-espécie dentro do CMT, em
1997, num paciente jovem da Somalia (Van Soolingen, 2001). Parece possivel que certas
regides da Africa do Este sejam o centro geografico deste microrganismo.

As duas espécies mais importantes do CMT sdo o M. bovis e o M. tuberculosis (Coetzer et
al., 1994). O M. bovis ¢ geneticamente muito proximo ao M. tuberculosis. Estas duas
espécies ndo se podem distinguir apenas com base em caracteristicas biologicas e fisico-
quimicas e uma distingdo precisa entre as duas espécies pode ser estabelecida através de
técnicas bioquimicas e de biologia molecular.

As micobactérias sdo aerdbias, ndo moveis, ndo formadoras de esporos, rectas ou
ligeiramente curvas, com 1,5 a 4,0 um de comprimento ¢ 0,3 a 0,5 um de largura. A sua
parede celular ¢ rica em conteudo lipidico, o que contribui para a sua resisténcia a acidos, a
dissecagdo e a muitos desinfectantes e, também, para o seu crescimento lento e para a
hidrofobicidade em meio fluido (Coetzer ef al., 1994).

Todos os membros do CMT sdo de crescimento lento e ndo pigmentados. O seu
crescimento ¢ inibido a temperatura ambiente (25 °C). Sao sensiveis aos antibidticos anti-
tuberculose, com excep¢do das estirpes que apresentam alteragdes genéticas que lhes
confere resisténcia a um ou mais destes principios (TB-MR). As micobactérias sdo
susceptiveis aos raios solares e a irradiagdo ultra-violeta.

M. bovis é microaerdfilo, produz nianicina, ¢ negativo ao teste de reducdo de nitratos e
resistente a pirazinamida (Z) (Coetzer et al., 1994).

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, nos ultimos dez anos, tem
permitido a diferenciagdo das micobactérias do CMT em espécies e ainda em estirpes da
mesma espécie (as familias genotipicas). O Anexo I apresenta os conceitos basicos

utilizados no estudo molecular das micobactérias (CDC, 2007).

2.3. Sobrevivéncia

Os bacilos causadores da tuberculose resistem a ambientes secos, sobrevivem por mais de
2 anos em material congelado e durante 6 meses no solo (Carter et al., 1994; Coetzer et al.,
1994; Hirsh e Zee, 1999). Contudo a exposi¢do a luz solar (durante 5 minutos) e a radiagdo
ultravioleta, e uma temperatura acima de 60 °C (durante 15 a 20 minutos) causam uma

destruicao rapida das micobactérias (Coetzer et al., 1994; MISAU-PNCT, 2003).
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Desinfectantes como o hipoclorito de so6dio a 1%, 3-8% de formalina, 5% de fenol e 3% de
iodoforo, destroem as micobactérias quando aplicados sobre instrumentos contaminados,
durante 15-20 minutos (Coetzer et al., 1994).

O M. tuberculosis tem a capacidade de sobreviver e multiplicar-se no interior dos
macrofagos e, uma vez infectado, o individuo pode permanecer como portador durante
meses, anos ¢ inclusive pelo resto da sua vida (Cousins, 2001; Koivula, 2004).

O M. bovis ¢ um patdgeno robusto e pode sobreviver fora do hospedeiro animal, no
ambiente, edificios, nos veiculos de transporte e na pastagem. O organismo ja foi reportado
como sendo capaz de sobreviver nas fezes de bovino por periodos que variam de 2 a 5
meses, no Verdo e Inverno, respectivamente, e ainda no solo por 2 anos sob condigdes
favoraveis (Ayele et al., 2004). A fertilizagdo de solos com fezes de bovino ¢ pratica
comum nas zonas rurais de Mogambique.

O M. bovis ¢é resistente a diversos desinfectantes quimicos, com excepg¢ao dos produtos que
desnaturam proteinas como o fenol, formol, cresol e alcool. A desinfec¢dao do equipamento
contaminado por contacto com carnes contaminadas com M. bovis ¢ efectiva mediante a
utilizacdo de um desinfectante a base de fenol a 2%, seguido de vapor de formaldeido
(Coetzer, 1994; Gracey, 1999). Estes desinfectantes sdo muito toxicos e a tendéncia ¢ de
entrar em desuso.

O M. bovis apresenta uma resisténcia intrinseca a pirazinamida, que ¢ uma das principais
MAT este facto, pode constituir uma limitante na eficacia do tratamento da tuberculose
causada por este agente (Cosivi et al., 1998).

Numa carcaca congelada, as micobactérias mantém-se vivas por mais de 2 anos € podem
sobreviver por periodos considerdveis no queijo e manteiga armazenados a 9 °C. O M.
bovis ¢ destruido em produtos carnicos a temperaturas de 6-7 °C, que sdo mais baixas em
relagdo aquela necessaria para a destrui¢do das micobactérias do CMA (Merkal e
Whipple, 1980 citados por Coetzer, 1994).

Segundo Gracey (1999), uma vez a carne tratada pelo calor (cozedura, fervura ou assada
em pequenos pedacos) o bacilo da tuberculose presente na carne sera, com certeza,
destruido. Temperaturas acima de 60 °C por 10 minutos, destroem estes agentes (Merkal e
Whipple, 1980 citados por Coetzer, 1994).

A temperatura de pasteurizagdo, fornece uma margem ampla de seguranga em relagdo ao

leite (Gracey, 1999).
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A decomposicao ndo tem efeito sobre a viabilidade das micobactérias. Bacilos viaveis ja
foram encontrados em pulmdo deteriorado de bovino passados 167 dias. Em carcagas

putridas, as micobactérias podem resistir por 27 meses (Gracey, 1999).

2.4. Transmissao

O gado bovino ¢ o principal hospedeiro do M. bovis, mas hd um grande risco de
transmissdo deste agente ao homem (Amanfu, 2006). O homem ¢ na maioria dos casos
afectado pelo M. tuberculosis, porém qualquer das espécies pode ser transmitida de animal
para homem e vice-versa (Amanfu, 2006; Collins, 2006).

As vias respiratéria e alimentar sdo as principais vias de transmissao do Mycobacterium
spp., através de aerosso6is contaminados, fezes, urina, descargas genitais, leite obtido duma
glandula mamaria infectada, alimentos e agua contaminados (Coetzer et al., 1994; Carter et
al., 1994; Cosivi et al., 1998; Hirsh e Zee, 1999; Solvig et al., 2000; MISAU-PNCT,
2003).

A infecc¢do por M. tuberculosis transmite-se ao homem ¢é essencialmente por via aerdgena,
através de goticulas de aerossois contendo bacilos, produzidos por um doente com
tuberculose activa e que ndo esteja em tratamento, durante a tosse ou espirro (MISAU-
PNCT, 2003; Koivula, 2004). As particulas de aeross6is podem ficar suspensas no ar
durante vérias horas, sobretudo em locais mal ventilados e escuros, podendo ser inaladas
por outros individuos susceptiveis, infectando-os.

Em cerca de 80% dos casos de TB, a infec¢do localiza-se nos pulmdes, o que se torna
importante sob ponto de vista da satde publica, devido a transmissao por via aerogena.

O M. bovis possui uma das maiores variedades de hospedeiros entre os agentes
patogénicos existentes, com um padrdo epidemioldgico que envolve interac¢des da
infeccdo entre seres humanos, animais domésticos e fauna selvatica.

A tuberculose pulmonar devida ao M. bovis é transmissivel do gado para os humanos,
directamente, pela via aerdgena, por inalacdo (acessos de tosse) e, indirectamente, pelo
consumo de leite e produtos lacteos nao fervidos ou pasteurizados (Abrahdo, 1999; Ayale
et al., 2004; Abalos e Retamal, 2004).

Os agricultores podem adquirir a doenga por inalagdo de particulas de aerossois que sdo
expelidas quando um animal infectado tosse. Desenvolvem assim uma TB pulmonar tipica

(Cosivi et al., 1998). Uma vez infectados, podem transmitir o agente para o gado.
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A propagacdo homem-homem do M. bovis, ¢ considerada um evento raro em individuos
imunocompetentes (Gutierrez et al., 1997; Cosivi et al., 1998), contudo, estudos recentes
realizados na Australia, Suécia, Holanda e Inglaterra, mostram casos de transmissao
aerogena inter-humana deste agente. Além disso, a transmissdo inter-humana da
tuberculose, envolvendo estirpes TB-MR de M. bovis, em pessoas HIV-positivas foi
confirmada em surtos hospitalares em Fran¢a (Dupon, 1992). Do homem para o bovino, a
transmissdo ¢ directa, pela via aerdgena respiratoria ou, indirectamente, via cama de palha
ou feno contaminado com urina de humanos com tuberculose a nivel uro-genital (Abrahao,
1999).

Os animais selvagens podem ser reservatorio de tuberculose, o que ¢ um risco potencial
para a infec¢do de animais domésticos nas zonas onde estes tém a possibilidade de entrar
em contacto com os mesmos, € constitui um entrave sério nos programas de controlo e
erradicagdo da doenga (Cosivi et al., 1998).

Por outro lado, a populagdo em risco pode ser a dos animais selvagens de alto valor
econémico, como ¢é o caso da Africa do Sul onde o bufalo africano (Syncerus caffer) é o
reservatdrio mais importante nos parques nacionais (cerca de 90% da populacio de bufalos
infectada), colocando em risco carnivoros tais como o ledo (Panthera leo), a chita

(Acynonix jubatus) e o leopardo (Panthera pardus) (Delahay et al., 2002).

2.5. Patogenia e patologia

A tuberculose bovina ¢ uma enfermidade de evolugdo crdnica, caracterizada pela formacao
de lesdes do tipo granulomatoso, de aspecto nodular, denominadas granulomas. Sendo a
porta principal de entrada do bacilo da tuberculose em bovinos o alvéolo pulmonar,
encontra-se uma predomindncia de lesdes em ganglios bronquicos e/ou mediastinicos.
Uma vez atingido o alvéolo, o bacilo ¢ capturado por macrofagos e o seu destino serad
determinado pelos seguintes factores: viruléncia do microrganismo, carga infectante e
resisténcia do hospedeiro. Em animais debilitados, os bacilos proliferam apresentando
lesdo do tipo exsudativo, com edema, acumulag¢do inicial de polimorfonucleares e,
posteriormente, mondcitos. Estas lesdes raramente evoluem para um tipo produtivo de
caracter cronico, com formagdo de tubérculos caracterizados por formagdes nodulares
tendendo a generalizar-se. A lesdo caseosa pode sofrer um processo de amolecimento,
disseminando-se por contiguidade ou pelas vias linfaticas e sanguinea, formando lesdes

micro ou macroscépicas em diversos orgaos (Carter ef al., 1994).
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No centro da lesdo, desenvolve-se necrose caseosa, que pode prosseguir para a calcificacao
ou liquefaccdo (Carter et al., 1994; Reischl, 1994) e na periferia da lesdo, localizam-se
macrofagos inalterados misturados com linfocitos. De seguida, ocorre a proliferagdo de
fibrocitos e uma camada fibrosa que envolve a lesdo, formando um tubérculo (Corner,
1993; Kobzik, 1999).

Os tubérculos podem aumentar de tamanho, coalescerem e ocuparem porcdes
consideraveis do 6rgdo. Tais tubérculos, na maioria dos casos, consistem de material
caseoso (Carter et al., 1994; Coetzer et al., 1994; Hirsh e Zee, 1999). O processo descrito ¢
tipico de tuberculose humana e bovina causada pelos bacilos tuberculosos. E um processo
cronico (lesdo produtiva ou proliferativa). Ocasionalmente pode ocorrer um processo
agudo exsudativo, marcado predominantemente por reaccdo neutrofilica e efusdo de
fluidos.

Pode-se encontrar situagdes em que bovinos tuberculino-positivos ndo apresentem lesdes
visiveis a necropsia, quer pelos animais estarem em estdgios iniciais da doenca, o que
dificulta a localizagdo das lesdes, ou porque as lesdes estdo localizadas nas partes do corpo
que ndo sdo examinadas durante o trabalho de inspec¢do de carnes, ou ainda porque
animais que tenham tido contacto com outras micobactérias que ndo o M. bovis,
normalmente, mostram lesdes discretas ou nao tenham lesdes (Coetzer, 1994).

Nao existem grandes diferencas na patogenia da infec¢do, quer por M. bovis como por M.
tuberculosis, entre 0 homem e os bovinos (Wedlock et al., 2002; Cosma et al., 2003).

O M. bovis ¢ tdo patogénico para o Homem quanto o M. tuberculosis, determinando as
mesmas formas clinicas e lesdes patologicas (Abrahdo, 1999).

A doenga resultar da reactivacao de focos dormentes (Hirsh e Zee, 1999).

A tuberculose extra pulmonar pode localizar-se na pleura, ginglios linfaticos, sistema
genito-urindrio, sistema nervoso central, intestinos, peritoneu, o0ssos, pericardio € outros
orgaos (MISAU-PNCT, 2003). As lesdes que estas espécies micobacterianas produzem nos
seres humanos e animais ndo podem ser diferenciadas mediante a observagdo morfologica
ou histologica, pelo que o diagnostico diferencial deve recorrer ao cultivo e aos métodos
moleculares (Grange et al., 1996; Collins, 2000; Montali et al., 2001; Smith et al., 2004).
Quando a contaminagdo se d4 por ingestdo, pode ocorrer uma infec¢do inicial das
amigdalas, prosseguindo, entdo, para as cadeias de linfonodos cervicais. A lesdo inicial ndo
passa de uma amigdalite. Entretanto, lesdes supurativas podem ocorrer nas cadeias

cervicais, afectando linfonodos pré-auriculares, tonsilares e supraclaviculares, com
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posterior envolvimento da pele sobrejacente. Tais lesdes, sdo comummente conhecidas
como "scrofulodermia" ou "lupus vulgaris" (Feldman et al., 1999).
A localizagdo oOssea e articular também ¢ comum nos casos extra-pulmonares, provocando

lesdes Osseas localizadas e artrite. Em criangas, ¢ comum o envolvimento intestinal.

2.6. Epidemiologia da tuberculose humana

Com o desenvolvimento de cidades com elevada densidade de habitantes e muita pobreza,
nos meados do século XVII, ocorreram epidemias de tuberculose na Europa do Leste e
América do Norte, para onde os bacilos foram levados pelos emigrantes (Nunes, 2005).
Em Africa, a tuberculose chegou a zona costeira no inicio do século XIX, mas s6 penetrou
no seu interior perto de 1910. Os africanos foram expostos a doenga com a chegada dos
europeus infectados por tuberculose e com doenga activa, procurando a cura da sua doenca
nesta regido com um clima mais ameno. Foi mais tarde, somente no inicio do século XX,
que a epidemia comegou neste continente.

A tuberculose constitui um grande problema de satde Mundial com a maioria dos casos
reportados nos paises em desenvolvimento. Segundo o relatorio da OMS de 2007, em 2005
foram registados cerca de 8.800.000 casos novos de TB e aproximadamente a 1.600.000
pessoas morreram entre elas 195.000 infectados por HIV. O nimero de casos de TB
estabilizou ou decresceu em 5 das 6 regides da OMS, porém cresceu em Africa onde a

epidemia de TB ¢ ainda favorecida pela disseminagao do HIV.

Figura 1 - Incidéncia estimada da tuberculose Humana a nivel mundial
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Fonte: WHO, 2007
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Mais de 80% dos doentes de TB do Mundo vivem na Africa subsahariana e na Asia
(WHO, 2006).

Estima-se que um ter¢o da populacdo mundial esteja infectado por espécies do género
Mycobacterium e que cerca de sessenta novas infeccdes ocorram em cada minuto, com a
maioria das infecgdes ocorrendo na Africa a Sul do Sahara.

Segundo a OMS (2007), morrem em Africa cerca de 1500 pessoas por tuberculose todos os
dias. Mocambique, apresenta incidéncia de 460/100.000 hab, muitas vezes superior aos
50/100.000 hab registados na Europa (WHO, 2006), e faz parte da lista dos 22 paises
denominados “Hight Burden Countries - HBC's”. Estes paises detém cerca de 80% do
numero de novos casos estimados de tuberculose e sdo declarados prioritdrios por essa

organizag¢do, para o combate a esta doenca.

Tuberculose em Mo¢ambique - Indicadores

Populacao 19.424.000 habitantes

Incidéncia TB 447/100.000 habitantes
Prevaléncia anual 597/100.000 habitantes
Mortalidade anual 124/100.000 habitantes

Incidéncia HIV em pacientes TB adultos (15-49 anos) 50,0%
Casos previamente tratados com Resistencia aos MAT  3,4%

Fonte: WHO, 2007

A tuberculose tem sido muito relacionada com a pobreza, um factor que aumenta o risco de
desenvolvimento de doenga, ¢ ¢ ainda associada ao virus do Sindroma de Imuno
Deficiéncia Adquirida - SIDA.

A SIDA ¢ o factor de risco mais significante para a progressao da tuberculose activa. Em
Mogambique a prevaléncia de HIV, em casos incidentes de TB, ¢ de 50%. Os paises
vizinhos também apresentam indices elevados de seroprevaléncia em doentes de TB: 60 e
68% na Africa do Sul e Zimbabwe respectivamente (WHO, 2006).

Segundo MISAU-PNCT (2003), cerca de 90% dos casos infectados por TB nunca
desenvolvem doenca a ndo ser que a imunidade esteja alterada como acontece com os

doentes com HIV/SIDA.
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2.7. A tuberculose bovina como zoonose

O M. bovis representa provavelmente o agente zoonotico mais importante na historia da
humanidade (Moda et al., 1996; Abalos ¢ Retamal, 2004).

A tuberculose bovina ¢ uma zoonose classica de evolugdo crdnica e efeito debilitante
causada pelo M. bovis cujo hospedeiro primario ¢ o bovino. Entretanto, diversas espécies
de mamiferos, incluindo o0 Homem, sdo também susceptiveis ao bacilo bovino (Gutiérrez et
al., 1997). Esta doenga tem implica¢des quer na saude publica quer sdcio-econdmicas, uma
vez que afecta o comércio internacional dos animais e seus produtos (Ayele et al., 2004).
Antes de se adoptarem medidas efectivas de controlo, a tuberculose era uma das principais
doencas do homem e dos animais domésticos (Coetzer et al., 1994). Esta doenca em
humanos, continua uma das mais importantes doencgas infecciosas notificaveis nos paises
em desenvolvimento.

Os casos de tuberculose em humanos sdo normalmente devidos ao M. tuberculosis, mas
um nimero desconhecido de casos de TB deve-se ao M. bovis. Isto surge, principalmente,
nos paises com TBb endémica nos animais, onde ainda ndo existe um bom programa de
eliminacdo da tuberculose animal, e nos quais a pasteurizagdo do leite ¢ raramente
realizada. Actualmente muitos paises africanos ja aplicam medidas de controlo da TBb.
Segundo a OIE (2007), 22 paises africanos (incluindo Mocambique) fizeram prospecgdes
da tuberculose bovina. Em 20 deles foi reportada a doenga e outros dois a presenca da
infeccdo, embora sem sinais clinicos. Apenas cinco paises ndo fizeram prospec¢do no
ultimo ano. H4 10 anos, apenas sete paises africanos consideravam a tuberculose bovina
como doenca de notificagdo obrigatoria (Cosivi et al., 1998).

Abalos e Ratamal (2004), afirmam que a tuberculose pode ser considerada uma zoonose
re-emergente dependendo das condi¢des epidemioldgicas de cada pais, sendo que as
regides mais pobres, ¢ onde se mantém um contacto estreito com os animais de consumo,
sdo as que estdo em risco de experimentar uma re-emergencia.

Os M. bovis e M. avium afectam varios vertebrados abarcando animais domésticos e
selvagens. Ocasionalmente, estes agentes zoonoticos sdo transmitidos aos seres humanos
por consumo de produtos de origem animal, geralmente leite, ndo devidamente tratados
(Pelczar et al., 1993). A transmissdo pode também ocorrer por contacto directo frequente
com material animal contaminado (trabalhadores de matadouros ¢ casas de matanga).

Nos paises em desenvolvimento, pouco ¢ sabido sobre a frequéncia relativa com que o M.

bovis causa tuberculose extra pulmonar no homem, devido as limitadas capacidades
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laboratoriais para a cultura e tipificagdo do bacilo. Nas regides em que a tuberculose
bovina foi eliminada em grande escala, verificam-se somente alguns casos residuais de TB
em idosos, como resultado de reactivacao de lesdes em dorméncia. Estes constituem menos
de 1% de todos os casos de TB (Cosivi et al., 1998).

Na maioria dos casos, a ocorréncia frequente da transmissdo entre os bovinos (e outros
ruminantes) ¢ o contacto entre o0 homem e estes animais que contribui para a disseminagdo
e persisténcia do M. bovis.

A informagao sobre a tuberculose humana causada por M. bovis € escassa, contudo, esta ja
foi reportada em alguns paises.

A doenga humana causada por M. bovis ja foi confirmada em varios paises de Africa, em
Franga (Robert ef al., 1999), na Australia e Inglaterra (Cousins et al., 1999), na América
Latina e Caraibas.

No caso de Africa, numa investigagio feita em dois centros de satide no Egipto, as
proporgdes de pacientes com baciloscopia TB-positiva infectados por M. bovis registados
em 3 observagdes, foram de 0,4%, 6,4% e 5,4% (Elsabbon et al., 1992). Num outro estudo
no Egipto, de 20 pacientes com peritonite tuberculosa, seleccionados aleatoriamente, nove
estavam infectados com M. bovis (Nafeh et al., 1992).

No Zaire, o M. bovis, foi isolado de secregdes gastricas em 2 de 5 pacientes com
tuberculose extra-pulmonar. No mesmo estudo, a prevaléncia da doenga no gado local era
de aproximadamente 8% (Mposhy ef al., 1983, citados por Cosivi et al., 1998)

Na Tanzania, com base em provas bioquimicas, Kazwala et al. (2001) reportaram uma
prevaléncia de 16% de casos de M. bovis em tratadores de gado. Num outro estudo,
desenvolvido no mesmo pais, 7 de 19 biopsias de ganglios linfaticos provenientes de
pacientes com suspeita de tuberculose extra pulmonar estavam infectados por M.
tuberculosis e 4 por M. bovis. Nos restantes casos, ndo houve crescimento em cultura.
Embora o tamanho da amostra seja pequeno, a propor¢ao elevada de M. bovis (36%) era
um problema sério. Dois dos 4 pacientes com M. bovis, eram pastores de gado e um era
agricultor.

Num estudo epidemiologico feito na Zambia, foi evidenciada a existéncia de associacao
entre gado reagente a tuberculina e a ocorréncia de tuberculose humana. Familias que
reportaram 1 caso de TB nos 12 meses anteriores eram aproximadamente 7 vezes mais
propensas a serem proprietarias de manadas tuberculina-positivas (odds ratio=7,6).
Segundo Cosivi et al. (1998), apesar do facto se poder explicar pela transmissdo zoonotica,

outros factores como a sensibilidade cruzada a tuberculina no gado expostos a doentes de
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TB assim como a coincidéncia de factores ambientais que favorecem tanto a doenca clinica
no Homem como a sensibilidade a tuberculina bovina devem ser tomados em
consideragao.

Cadmus et al. (2005), pelo método Spoligotyping reportaram na Nigéria o indice de 5,5%
(3/55) de M. bovis em casos de TB humana. Num estudo desenvolvido entre os EUA ¢
Me¢éxico, Weldlock e colaboradores (2004) reportaram 30% de casos de M. bovis em
criangas com TB.

No Reino Unido, Guibson e colaboradores (2004), encontraram 1% (50/4800) de casos de
TB causada por M. bovis.

Na Nova Zelandia, Baker e Collins (1999), encontraram 2,7% (54/1997) dos casos de TB
de origem animal.

Na Argentina, dados de Latini et al. (1990), citados por Zumarraga et al. (1999), indicam
que 2,4% dos casos de TB eram devidos a M. bovis sendo 64% dos casos referentes a
magarefes e agricultores. O referido estudo foi feito com base na diferenciagdo bioquimica.
Na India, pais de alta incidéncia de TB, Mishra et al. (2005), com base em técnicas de
PCR, concluiram que 16% (36/212) dos casos eram devidos ao M. bovis.

No geral, os indices de TB por M. bovis nas populagdes humanas sdo reduzidos, contudo,
em grupos especificos como agricultores e magarefes e criangas, a propor¢ao de casos de
TB zoondtica ¢ elevada.

Segundo Cosivi et al. (1998), existe uma correlagcdo directa entre infeccdo por M. bovis no
gado e ocorréncia da doenga na populagdo humana.

Segundo Haddad et al. (2004), o M. bovis € responsavel por 5-10% de casos de tuberculose
no homem, valores estes aproximados aos de Cosivi et al. (1998) para América latina, em
que, 2 a 8% dos casos de TB Humana (pulmonar e extrapulmonar respectivamente) eram
devidos ao M. bovis.

A transmissdo de M. tuberculosis de Homem para o gado foi reportada por Ocepek et al.
(2005), num estudo no qual, através de tipificacdo molecular dos isolados pela técnica
IS6110-RFLP, se constatou que os isolados obtidos do gado tuberculoso e do trabalhador
da fazenda afectada por tuberculose bovina no ano anterior, pertenciam a mesma estirpe.

O primeiro caso comprovado de transmissdo homem-homem do M. bovis foi apresentado
no Reino Unido por Smith et al. (1990), citados por Guibson et al. (2004) onde um
individuo que teve contacto com animais, subsequentemente, transmitiu o bacilo a sua irma
sem histéria de contacto com gado. E importante referir que esta era diabética e em estado

de gravidez, portanto, com certo grau de imunocomprometimento.
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A nivel da Unido Europeia, poucos sdo os paises cujos sistemas de notificagdo discriminam
a TB causada por M. tuberculosis e a causada por M. bovis. No ano de 2003, por exemplo,
foram registados apenas 57 casos de TB por M. bovis em 10 Estados Membros (SANCO,
2005). Em Portugal, num estudo com doentes de TB, verificou que o M. bovis estava

implicado em 3,7% dos casos (David et al., 2005).

Figura 1 - Ocorréncia de TB Humana causada por M. bovis no mundo

A Figura 2 representa a distribuicdo geografica de isolados de M. bovis em humanos.
Contrariamente ao esperado, ndo estdo representados muitos casos de M. bovis em Africa,
zona que devido a aspectos culturais, ¢ mais propensa a TB zoonoética pois o cenario foi
desenhado com base em dados de estudos de Spoligotipagem. Em Africa, os muitos
estudos feitos foram com base em provas bioquimicas ou outras abordagens de biologia
molecular. Segundo Brudey et al. (2006) a superepresentagdo do M. bovis na Europa e
América do sul na base de dados internacional, limita a interpretacdo global da epidemia
mas também reflecte a importancia da doenga no gado na América do sul (Argentina e
Brasil) e Europa.

Em muitos paises desenvolvidos, foram tomadas medidas drésticas de controlo, permitindo
a erradicagdo ou a diminui¢do da prevaléncia a niveis muito baixos M. bovis em
ruminantes domésticos. Porém, em algumas dessas nacdes, a transmissdo do agente para
animais selvagens, tais como o texugo (Meles meles) no Reino Unido (Delahay et al.,
2002), e os marsupiais na Nova Zelandia (Mortris et al., 1994), induziu o surgimento de

novos reservatorios selvagens, os quais representam um alto risco de transmissdo do M.
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bovis aos animais domésticos. Este fendémeno dificultou os esforcos empreendidos, por

estes paises, durante anos, para o controlo de tuberculose.

O aumento da prevaléncia de M. bovis nos veados (Cervus elaphus) no Michigan, Estados
Unidos da América (O Brien et al., 2002), e em javalis (Sus scrofa) em Espanha (Aranaz et
al., 1996; Serraino et al., 1999), tornou-se uma grande ameaga para o gado bovino, nestas
regides. A Franca, que ja tinha sido declarada “livre de tuberculose” pela Comissdo
Europeia, em 2001, reportou recentemente casos de tuberculose em veados, sendo ainda
desconhecido o impacto epidemiologico da infec¢do (Boschiroli, 2002).

Segundo Cosivi et al. (1998), em areas onde coexistem a tuberculose humana e a bovina e
sdo endémicas, ¢ importante discriminar os casos de M. bovis dos casos de M. tuberculosis
para a monitorizacdo da disseminacdo do M. bovis para os humanos. Adicionalmente esta
distingdo tem impacto no tratamento da doenga, uma vez que o M. bovis é naturalmente
resistente a pirazinamida (Z). Assim, pessoas com TB causada por M. bovis ndo devem ser

tratadas com este principio activo.

2.8. Factores de risco da tuberculose zoondtica

Os factores de risco podem ser tratados em dois grupos: Os relacionados com a populagdo

humana e os relativos a popula¢do animal.

Na populagd@o humana

O contacto fisico proximo entre humanos e animais potencialmente infectados que se
verifica em algumas comunidades, especialmente nos paises em desenvolvimento, ¢ tido
como um factor de risco de infec¢do para a populacdo humana (Cosivi et al., 1998). Em
muitas comunidades rurais em Mocambique, o gado ¢ parte integral da vida social das
familias.

Aproximadamente a 85% da populagio bovina e 82% da populagdo humana de Africa
vivem em areas onde a tuberculose bovina nao esta efectivamente controlada (Cosivi ef al.,
2001). Isto cria um grande problema de saude publica, onde o risco de transmissdo da
doenga ¢ muito alto, e, por outro lado, produz grandes perdas econémicas e desvalorizagao
dos produtos de origem animal provenientes destes paises no mercado interno e, sobretudo,

internacional (Zumarraga et al., 2000).
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As praticas de higiene de alimentos, constituem factores importantes de risco. O consumo
de leite contaminado por M. bovis € tido, desde ha muitos anos, como o principal modo de
transmissdo da TB dos animais para o Homem. Em regides onde a tuberculose bovina ¢
comum e ndo controlada, a infeccdo via leite constitui a principal causa de linfadenopatia
(scrofula) e outras formas de TB ndo pulmonar, tais como a abdominal. A adopg¢do de
praticas apropriadas de higiene dos alimentos pode constituir a ac¢@o principal no controlo
desta forma de TB. Tais praticas sdo muitas vezes dificeis de implementar nos paises em
desenvolvimento (Cosivi et al., 1998). O mesmo autor, fundamentando-se em dados de
estudos sobre micobacterias no leite, em diversos paises africanos, afirma que ndo devem
ser subestimadas as implicagdes na saide publica que representa o leite contaminado e
seus derivados. Indiscutivelmente a ingestdo de leite cru contaminado constitui uma das
principais formas de infec¢do humana pelo bacilo bovino.

O risco para a saude publica de contrair o agente pela ingestdo de produtos carneos
contaminados torna-se menor, devido a baixa incidéncia do agente em tecidos musculares
e, no caso de Mocambique, pelo facto de ndo haver habito de consumir carne crua. Porém,
tal risco ndo pode ser ignorado, se tivermos em conta que grande parte da carne consumida
provém de abates caseiros ou clandestinos, verificando-se uma falta de rigor nos
matadouros no tratamento do material bioldgico rejeitado pela inspeccao.

Trabalhos realizados na Nigéria incriminam a ingestdo de carne contaminada como
responsavel por cerca de 45% dos casos de tuberculose causada pelo M. bovis em humanos

(Cadmus et al., 20006).

Na populag@o animal

Pessoas com baciloscopia positiva (Bk+), com TB pulmonar devido a M. bovis, constituem
um perigo potencial de transmissdo do bacilo para os animais. O trato urogenital do
homem ¢ um dos locais de localizagdo da TB extrapulmonar devido ao M. bovis (Ayele et
al., 2004).

Apesar de a TB urogenital ter pouca importancia na epidemiologia da TB humana,
constitui uma rota importante de infeccdo do homem para o animal. Grange e Yates (1994)
afirmaram que tratadores de gado e pacientes com TB urinando na pastagem ou feno,
podem representar fonte de infec¢do para os animais. A Figura 3 resume o ciclo de
transmissdo do M. bovis entre humanos e bovinos. A expessura das setas indica a

probabilidade de ocorréncia.
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Figura 2 - Ciclo de transmissao do M. bovis entre humanos e bovinos
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Adaptado de Grange e Yates (1994)

2.9. Micobactérias e HIV

Segundo Cosivi et al. (1998), em muitos paises em desenvolvimento, a tuberculose
constitui a mais frequente doenca oportunista associada com a infec¢do por HIV, onde
seroprevaléncias superiores a 60% tém sido encontradas em pacientes tuberculosos, em
varios paises Africanos.

A SIDA ¢ o factor de risco mais significante para a progressao da tuberculose activa. Em
Mogambique, a prevaléncia de HIV em casos de TB ¢ de 50% (WHO, 2007). Os paises
vizinhos também apresentam indices elevados: 60 e 68% na Africa do Sul e Zimbabwe,
respectivamente.

A coexisténcia de TB com o SIDA, interagindo biologicamente de uma forma negativa,
cria um duplo problema, aumentando a morbilidade e mortalidade por TB e aumentando o
risco de transmissao na comunidade.

Os doentes co-infectados TB/HIV morrem de TB, que ¢ uma doenca curavel com
terapéutica adequada em 85 a 95% destes doentes (Nunes, 2005). A infec¢do por HIV
afecta profundamente o sistema imune: uma pessoa duplamente infectada com HIV ¢ TB
tem 100 vezes maior probabilidade de desenvolver TB activa do que a que nao tem HIV
(CDC, 1998).

Segundo Nunes (2005), nos HIV+, a tosse ¢ menos frequente do que nos negativos,
provavelmente, devido a diminuicdo dos sinais inflamatdrios locais no parénquima
pulmonar, diminui¢do de cavidades e da irritagdo endobronquica. O mesmo se passa em

relacdo as hemoptises, menos frequentes nestes pacientes, pois normalmente elas estdo
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relacionadas com necrose e lesdo das artérias bronquicas dentro das cavidades. Esta
situacdo implica também diminuicdo do nimero de bacilos expelidos e diferentes formas
de apresentagdo radioldgica, o que coloca problemas de diagndstico dificil, principalmente
em paises de baixos recursos, aumentando a probabilidade de ocorréncia de falso-negativos
e consequentemente possibilitando a disseminagao da doenga.

A epidemia do HIV nos paises em desenvolvimento, particularmente, onde a tuberculose
bovina prevalece e as condigdes ambientais favorecem a transmissdo zoonotica da

tuberculose, constitui um problema sério de saude publica (Ayele et al., 2004).

2.10. Manifestacao clinica da tuberculose

A tuberculose ¢ uma doenga tipicamente debilitante caracterizada por emacia¢ao
progressiva, perda de apetite, febre irregular ligeira e, ocasionalmente, sinais localizados,
tais como aumento de tamanho do linfonodos, tosse e diarreia (Carter et al., 1994; Coetzer
et al., 1994; Hirsh e Zee, 1999).

Em mais de 80% dos casos a TB afecta os pulmdes, o que a torna mais importante, sob o
ponto de vista de saude publica, devido a sua transmissdo por via aérea. Cerca de 90% dos
casos infectados nunca desenvolvem a doenga a ndo ser que a sua imunidade esteja muito
debilitada como acontece nos doentes com HIV/SIDA, mal nutridos, diabéticos, alcodlicos,
etc. A infecgdo tuberculosa na maioria dos casos ndo provoca sintomas € a Unica forma de
saber que se esta infectado ¢ através do teste cutaneo de tuberculina (MISAU-PNCT,
2003).

Os bovinos sdo frequentemente infectados pelo M. bovis e a infeccdo centra-se no tracto
respiratorio e linfonodos adjacentes, e cavidades serosas. A disseminagcdo hematdgena
ocorre com o envolvimento do figado e dos rins. O utero serve de porta para a infeccdo do
feto, uma caracteristica virtualmente desconhecida noutros animais domésticos (Coetzer et
al., 1994; Hirsh e Zee, 1999). Os vitelos que sobrevivem desenvolvem lesdes hepaticas e
esplénicas. Segundo Hirsh e Zee (1999), a infeccdo do ubere € rara (<2% de casos), mas
possui sérias implicacdes na satde publica.

A tuberculose bovina ¢ cronica e, muitas vezes, ¢ uma doenga sub-clinica. Geralmente, sdo
necessarios varios meses para se desenvolverem sinais clinicos. Muitas vezes a doenga so6 ¢
detectada através do teste de tuberculina (Coetzer et al., 1994) ou quando se detecta as

lesdes caracteristicas apoOs o abate (Gracey et al., 1999).

67



2.11. Diagnostico

A grande variabilidade de sintomas e o cardcter cronico da doenga, fazem com que o
diagnostico clinico tenha um valor relativo, proporcionando apenas um diagnostico
presuntivo. Os testes para o diagndstico da TB em vida, baseiam-se na detencdo de
infeccdes latentes pelo Mycobacterium sp., através de testes alérgicos, ou pela detengdo do
agente em secre¢des ou, ainda, em biopsias de tecidos, sendo os dois Ultimos métodos

aplicaveis em humanos.

2.11.1. Tuberculinizacao

Nos Humanos, ¢, geralmente, usado o teste cutineo de tuberculina denominado
“Mantoux”. O teste ¢ recomendado pela OMS. Segundo MISAU-PNCT (2003), o teste
ajuda no diagndstico da TB em criangas com idade inferior a cinco anos e que ndo tém a
vacina de BCG. A reacg¢ao de tuberculina >10 mm ¢ sugestiva de infec¢@o tuberculosa. Em
criangas vacinadas, uma reac¢do >14 mm pode significar doenga activa. Contudo, muitas
situacdes provocam reac¢do falsa negativa como € o caso de infec¢do concomitante com
HIV, malnutri¢cdo, sarampo, varicela, TB miliar ou estado avangado de TB.

Em Mocambique, o teste de tuberculina ndo ¢ indicado para o diagnéstico de TB em
adultos.

Em Mocambique, para o diagndstico em Humanos ¢ usada a Tuberculina “2 TU PPD RT

23 com Twee 80” a 0,01% (MISAU-PNCT, 2003).

Os testes de tuberculinizagdo tém sido utilizados para o diagndstico da tuberculose em
bovinos hd muitos anos. Este teste avalia respostas de hipersensibilidade retardada 72
horas apds injec¢do intradérmica da tuberculina PPD (derivado proteico modificado de
Mycobacterium).

Actualmente, duas modalidades do teste sdo usadas: o teste intradérmico simples (que
utiliza apenas a tuberculina bovina) e o teste intradérmico comparado (que usa a
tuberculina bovina e a avidria). A tuberculinizacdo comparada permite minimizar
resultados falso positivos por reac¢des desencadeadas por micobactérias do complexo
CMA, que ndo s3o patogénicas para os bovinos. Através deste teste, podem ocorrer
reacg¢Oes falso-negativas em diversas situacdes, tais como no caso de infecgdes recentes
(até¢ 50 dias de infeccdo) e até mesmo em casos de anergia decorrente de acometimento

geral, no periodo de 42 a 60 dias entre testes.
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A sensibilidade do teste de tuberculina varia de 68 a 85%, podendo ser menor em
condi¢des de campo, mesmo assim, 0 mesmo tem sido a base de diagnostico em programas

de controlo e erradicagdo da tuberculose bovina em muitos paises, incluindo Mogambique.

2.11.2. Exame radiolégico

A tuberculose ¢ uma grande dissimuladora de outras doengas oportunistas pulmonares e,
portanto, a radiologia ¢ apenas um meio auxiliar de diagnostico, para os Humanos.

William et al. (2004), referem que cerca de 10% a 20% dos casos de tuberculose pulmonar
em doentes com HIV podem apresentar-se com radiologia normal, ou com alteracdes
minimas.

O diagnéstico radiologico € feito por RX do téorax. Em Mogambique, este ¢ reservado para

os casos de baciloscopia negativa (MISAU-PNCT, 2003).

2.11.3. Diagnostico laboratorial

M. tuberculosis, faz parte do grupo de risco III, da classificacdo de risco da OMS (OMS,
2004), bem como da Directiva Europeia 2000/54/EC. Culturas vivas de Mycobacterium
devem ser manipuladas sob nivel de biosseguranca 3 (BSL3). Os laboratérios de
microbiologia classificam-se segundo os niveis de biosseguranca que vao de 1 a 4, onde 4
corresponde ao mais alto nivel de precaugcdo em seguranga biologica (OMS, 2004).

As medidas de precaucdo devem focalizar a prevencdo de emissdo de particulas de
aerossois, assim como a inoculagdo e ingestao acidental.

Tem sido pratica comum nos trabalhos de biologia molecular, inactivar as micobactérias
(através do calor) antes da manipulagdo do material genético fora de laboratorios BSL3
(Koivula, 2004).

Estudos tém revelado que o risco de adquirir a infeccdo ¢ maior em trabalhadores de
laboratorio quando comparado ao da populagdo em geral (Shah et al., 2006). Este facto
refor¢a a necessidade de inactivar completamente as bactérias antes da extragdo do ADN

do microrganismo.

2.11.3.1. Exame directo
O método mais usado a nivel de laboratorio para o diagndstico de casos de TB ¢ o exame
microscopico directo (Koivula, 2004 ¢ WHO, 2006). Na sua maioria os casos de TB, a

nivel mundial, sdo diagnosticados por baciloscopia da expectoragao.
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O diagnostico por baciloscopia ¢ rapido, barato e um resultado positivo indica a capacidade
de contagio do paciente, sendo por isso importante, pois detecta rapidamente os casos
contagiosos para a comunidade (Nunes, 2005). A sensibilidade do método ndo ¢ alta, uma
vez que sdo necessarios 5x10° a 10* bacilos por ml de expectoragio para ser detectado a
microscopia (Koivula, 2004). Segundo Siddiqui et al. (2003), a sensibilidade para esta
técnica ¢ de 50 a 60% nos laboratdrios bem equipados, descendo este valor nos paises com
baixos recursos. Para a OMS, a sensibilidade do exame directo varia de 40 a 80% em
diferentes condi¢des de laboratorio (WHO, 2006).

Nos casos de a tuberculose estar associada ao HIV, a taxa de detec¢@o ¢ mais baixa, porque
grande parte destes casos ¢ paucibacilar (Nunes, 2005).

A técnica de coloracdo mais usada para a baciloscopia ¢ a de Ziehl-Neelsen.

Nos bovinos, o material ¢ obtido a partir das lesdes tecidulares, principalmente dos
pulmdes, figado, bago, ganglios linfaticos (Coetzer et al., 1994).

Os fluidos sdo concentrados por centrifugagdo em recipientes fortemente fechados. As
amostras destinadas a microscopia sdo somente digeridas e desinfectadas com hipoclorito
(clorox). Laminas de sedimentos ou tecidos sdo coradas por uma coloragdo alcool-acido
resistente, auramina-rodamina onde a microscopia de florescéncia estiver presente (Hirsh e
Zee, 1999). As laminas podem ser coradas pelo método de Zihel-Neelsen (Coetzer et al.,
1994).

Os resultados positivos devem ser confirmados pela cultura.

Estima-se que 20% dos cerca dos 8.000.000 de casos reportados anuais de TB no mundo
sejam identificados como positivos a baciloscopia. As metas de 70% de taxa de detecgdo
de casos e 85% de sucesso ao tratamento tornam-se dificeis de ser alcangadas s6 com o
diagnostico por microscopia (WHO, 2006). Para além disto, algumas vezes o método

requer o exame de duas ou trés amostras do mesmo paciente.

2.11.3.2. Isolamento e cultura

A identificacdo do Mycobaterium spp. € feita quase exclusivamente “in vitro”.

As micobactérias sdo aerObias estritas, apresentam melhor crescimento em meios
organicos complexos, tais como Lowstein-Jensen; meios contendo éacido oleico e
albumina, tais como Middlebrook’s 7H10 agar. Sdo também usados para o isolamento,
frequentemente em combinagdo com o meio Lowenstein-Jensen (Hirsh e Zee, 1999). Pode-

se obter um rapido crescimento usando meios liquidos como o Middlebrook 7H12 onde o
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crescimento do M. tuberculosis pode ser detectado dentro de uma ou duas semanas
(Koivula, 2004).

Para a cultura de M. bovis, os meios de cultura mais usados, segundo Carter et al. (1994)
sdo: Agar Lowenstein-Jensen (sem o glicerol, pois este inibe o crescimento de M. bovis);
Agar Stonebrinks (com piruvato para favorecer o crescimento de M. bovis); Agar
Middlebrook 7H11.

O glicerol favorece o crescimento de M. tuberculosis e M. avium, mas inibe o crescimento
de M. bovis (Carter et al., 1994; Hirsh ¢ Zee, 1999; Koivula, 2004).

O tempo de geracao dos bacilos tuberculosos varia de 12 horas em diante, e pode levar 7 a
8 semanas antes do aparecimento de colonias visiveis (Hirsh e Zee, 1999; MISAU-PNCT,
2003).

As espécies M. bovis e M. tuberculosis crescem a temperaturas que variam entre 33 °C a 39
°C, e 0 M. avium cresce entre 25 °C e 45 °C (Hirsh e Zee, 1999).

Em relagdo a cultura do M. tuberculosis na expectoracao, este ¢ o método mais eficaz com
sensibilidade de 80%. Este método ¢ mais dispendioso que o exame directo, necessitando
de um laboratdrio melhor equipado e nem sempre disponivel, principalmente em paises de
baixos recursos. Por outro lado, existe uma demora na resposta, que ¢ obtida apenas ao fim
de 6 a 8 semanas. Segundo Koivula (2004), em condi¢des de cultura, em meio solido, o M.
tuberculosis necessita de 3 semanas para produzir coldnias visiveis.

Um exame bacterioldgico negativo em pacientes com TB pode ser resultado de casos de
TB activa como € caso de tuberculose miliar, em doentes com HIV e na tuberculose
primaria em criangas e adolescentes (MISAU-PNCT, 2003).

A melhor sensibilidade observada no método de cultura, deve-se a necessidade de apenas

10 a 100 bacilos/pL na expectoracdo para haver crescimento (Siddiqui ez al., 2003).

2.11.3.3. Diferenciacdo fenotipica

A diferenciagdo das micobactérias do CMT e outras micobactérias pode ser feita por uso
de alguns testes convencionais. A velocidade de crescimento pode ser um dos métodos de
diferenciagdo — quando as bactérias mostram colonias visiveis em 7 dias de incubacao, sdo
identificadas como “rapid growers”, enquanto as “slow grower” sdo de crescimento lento e
produzem colénias visiveis depois de 21 dias (Carter et al., 1994 e Koivula, 2004).

Através das propriedades de pigmentagdo, apds o crescimento na presenca de luz ou no
escuro, também se pode ter uma forte indicacdo se as micobactérias em causa pertencem

ao MCT ou nao (Koivula, 2004).
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2.11.3.4. Provas bioquimicas

A combinacdo de quatro testes bioquimicos pode ser, adicionalmente, usada para a
identificacdo definitiva do M. tuberculosis e diferencia-lo do M. bovis:

- Teste de producdo de niacina (detec¢do de M. tuberculosis);

- Teste de reducdo de nitratos (detec¢ao de M. tuberculosis);

- Susceptibilidade ao TCH -“Thiophen-2-carboxilic acid hydrazide” (M. bovis ¢
inibido e M. tuberculosis cresce);

- Teste de producdo de pyrazinamidase (enzima ausente em M. bovis).

Segundo Carter et al. (1994), podem ser efectuados ainda os seguintes testes bioquimicos:

- Teste de produgdo de urease (deteccdo de M. bovis e M. tuberculosis);

- Teste de desaminagdo de pirazinamida a acido pirazindico em 4 dias (detecgdo de
M. tuberculosis ¢ M. avium);

- Crescimento em Agar Mac Conkey sem cristal violeta;

- Teste de tolerancia a NaCl (detec¢ao de M. bovis);

- Testes de inibi¢ao por TCH (detecta M. bovis).

O diagnéstico da tuberculose baseia-se em estudos bacteriologicos para detec¢do da
micobactéria e seu isolamento. Simultaneamente, identifica-se o tipo de micobactéria e
realizam-se os testes de sensibilidade aos MAT. A hierarquizagdo destes testes depende do
estudo que se pretende sobre a tuberculose e das possibilidades e recursos inerentes a cada

pais.

2.11.3.5. Testes de susceptibilidade aos medicamentos

Para determinar a susceptibilidade das estirpes do M. tuberculosis as drogas, as estirpes
devem ser isoladas dos pacientes antes do inicio do tratamento. O resultado d4 uma
informagao de valor para o tratamento do paciente.

Existem trés métodos classicos para a determinagdo da sensibilidade das micobactérias a
drogas: o método de concentracdo absoluta, o método da razdo de resisténcia (“resistence-
ratio”) e o método de proporcao em agar (Koivula, 2004). O método de propor¢ao € o mais
amplamente usado, este usa meios de cultura (sélidos ou liquidos) onde idénticas

quantidades de isolado, em suspensdo, sdo inoculadas num meio de controlo e meios
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contendo drogas. Depois da incubagdo durante 4 semanas, ¢ determinada a
susceptibilidade.

Recentemente tem sido usado ainda o método BACTEC 12B, que ¢ uma variante do
método de proporc¢do (Diguimbaye et al., 2006) e outras novas técnicas colorimétricas que
sdo técnicas de baixo custo (Koivula, 2004).

A resisténcia a um determinado medicamento ¢ um processo selectivo por meio do qual os
mutantes resistentes se impdem por eliminagdo das estirpes sensiveis (fendémeno da subida
e descida).

A multi-resisténcia aos medicamentos da Tuberculose (TB-MR) ¢ definida como a
resisténcia a, pelo menos, dois dos principais medicamentos: Rifampicina e Isoniazida.
(Nunes, 2005). Segundo Diguimbaye (2006), os testes de resisténcia a drogas,
caracterizacdo molecular e tipificacdo das micobacterias do CMT, tém-se tornado pratica
comum em muitos laboratorios de micobacteriologia. Segundo o mesmo autor, apesar do
crescente niumero de casos de TB-MR devido a falhas no tratamento, falta um
levantamento de dados sobre a resisténcia a drogas nos paises com o problema, o que torna

a monitorizagao dificil.

2.11.3.6. As técnicas de diferenciacdo molecular

Apesar de apresentarem algumas diferencas fenotipicas, os membros do CMT possuem um
elevado grau de identicidade genética. Sdo ricos em sequéncias repetitivas, um factor que
tem sido explorado para a tipificagdo molecular.

Devido a proximidade filogenética entre o M. bovis e o M. tuberculosis, o seu diagnostico
diferencial serd mais preciso como uso de técnicas de tipificagdo molecular.

Até muito recentemente nenhuma das técnicas permitia uma diferenciagao satisfatoria das
estirpes do complexo M. tuberculosis (Zumarraga et al., 1999; Haddad et al., 2004).
Durante os ultimos 10 anos, o desenvolvimento de novas técnicas baseadas em biologia
molecular, tem permitido a detengdo mais fidvel da tuberculose e o aumento da
investigacdo da etiologia bem como da epidemiologia da doenga (Borges et al., 2004). O
genoma de espécies de Mycobacterium patogénicas tem sido amplamente estudado, e as
andlises filogenéticas t€ém demonstrado que todas (excepto M. avium) pertencem a uma
unica espécie genética, o complexo M. tuberculosis (Haddad et al., 2004).

O aumento no conhecimento sobre o genoma das micobactérias induziu a descoberta de

marcadores moleculares que permitem a diferenciacao de estirpes de Mycobacterium spp.
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Segundo Haddad et al. (2004), com alta proximidade filogenética das estirpes, mesmo que
a maioria dos marcadores tenha sido descoberta no M. tuberculosis, estes podem ser
adaptados com sucesso para as outras micobactérias do complexo M. tuberculosis,
especialmente o M. bovis.

Diferencas nos locus DR (Direct Repeat) que sdo exploradas pela técnica Spoligotyping, e
tipificacdo do ADN, tem sido aplicada também na diferenciacdo entre os membros do
CMT. A principal caracteristica do M. bovis ¢ a auséncia dos “spacers” 39 a 43 no perfil
de Spoligotipagem (Kremer et al., 1998).

Os marcadores mais usados, segundo Kamerbeek et al. (1997) e Haddad et al. (2004) sdo a
sequéncia de insercdo IS6110 da regido DR, as sequéncias poli-GC (ricas em residuos de
guanina e citosina) e o niimero variavel de repeti¢des em tandem (VNTR).

Se os marcadores moleculares oferecem uma ampla perspectiva no campo da investigagao,
o polimorfismo e a estabilidade sdo caracteristicas que devem ser tomadas em
consideragdo para a escolha do marcador a usar num determinado estudo.

As técnicas moleculares auxiliam na determinacdo da origem de surtos (focos de doenca),
permitem compreender a relacdo entre diferentes surtos, mostram a relacdo entre os
animais domésticos e selvagens na disseminagdo de agentes patogénicos (ex: M. bovis), €
permitem identificar a(s) fonte(s) de infeccdo para o homem.

Por outro lado, técnicas moleculares permitem uma compreensao sobre a distribuicdo da
doenga nas populagdes, quando integradas com a epidemiologia convencional, no que se
define, segundo Skuce e Neill (2001), como “epidemiologia molecular”. Estas técnicas tém
sido usadas para a confirma¢do da transmissdo suspeita por um estudo epidemiologico,
detec¢do de uma transmissdo que ndo tenha sido suspeita num estudo epidemiologico,
identificacdo de factores de risco no ambiente onde ocorre a transmissdo, deteccdo de erros
laboratoriais e monitoria da eficacia dos programas de controlo da tuberculose.

Até recentemente, ndo era possivel ainda tragar as rotas de transmissdo da tuberculose
dentro das populagdes (Murray e Nardell, 2002). A partir dos anos 90, com o aparecimento
da tipificacdo molecular, muitas questdes sobre a epidemiologia da tuberculose
mantinham-se nao resolvidas. Elas incluiam a contribuicdo relativa da reactivagao e de
doenca primaria em areas de alta ou baixa prevaléncia, estudo dos factores de risco e
ocorréncia e frequéncia da reinfeccdo exdgena. Os enfoques mais recentes incluem o
impacto da co-infec¢do com HIV na transmissdo, a infecciosidade da tuberculose com
baciloscopia negativa e a transmissibilidade relativa de diferentes estirpes, bem como o

potencial zoondtico da doenga.
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Para o M. bovis e tuberculose bovina, a epidemiologia molecular desempenha um papel
chave no fornecimento de uma base de dados mais precisa em aspectos relacionados com a
transmissdo entre os bovinos e o papel dos reservatorios selvagens na manutencido e
transmissdo da doenca. Por outro lado, as estirpes de M. bovis podem diferir nas
propriedades biologicas tais como, viruléncia, transmissibilidade, estabilidade e variacao
antigénica, o que pode ajudar a explicar observacdes de campo (Skuce e Neill, 2001).

Os sistemas de tipificacdo, usando as técnicas moleculares, sdo geralmente usados na
andlise da dinamica populacional, genética da populacdo, evolucdo e patogénese, bem
como no fornecimento um “valor adicional” para os estudos epidemiologicos e
investigacao de surtos.

Nicol et al. (2005), verificaram, com base em modelos animais, que a variante W-Beijing
dos isolados era mais virulenta. Tal viruléncia tem sido atribuida a habilidade desta estirpe
de produzir um glicolipido fendlico capaz de interferir com a imunidade do hospedeiro.
Segundo Borges ef al. (2004), uma combinacao apropriada da epidemiologia convencional
e a genotipagem do M. tuberculosis, contribui para melhorar a compreensdo da dindmica
da transmissdo da doenga.

Nos ultimos 10 anos, muitas técnicas foram desenvolvidas ou adaptadas para a tipificacdo
de isolados do complexo M. tuberculosis. Para a maioria delas esta envolvida uma regido
genética especifica e polimorfica (Haddad et al., 2004).

O genoma das micobactérias ¢ rico em sequéncias guanina-citocina (GC=65%), e o seu
polimorfismo ¢ muito limitado comparado com o tamanho do seu genoma (4,4 Mb).
Porém, algumas regides sdo altamente polimoérficas, quer pela variagdo em nimero e/ou
posicdo e por uma variagdo na estrutura primaria.

Estas areas de grande polimorfismo correspondem aos segmentos de genes que codificam
proteinas, onde a variabilidade fornece uma vantagem selectiva a bactéria, como, por
exemplo, a resisténcia aos antibioticos, a producdo de antigenos envolvidos na inibigdo da
resposta imunitaria, ou a sintese de sequéncias ndo codificadas envolvidas na indugdo de
variagdes nas sequéncias adjacentes, tais como sequéncias de inser¢do ou sequéncias

repetidas.
Virias técnicas para a diferenciacdo genética das micobactérias tém sido descritas

nomeadamente;

a) IS6110- RFLP (Insertion Sequence — Restriction Fragment Length Analysis)
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E a técnica usada para observagio do polimorfismo na sequéncia de inser¢io IS6110, que é
especifica para os membros do complexo M. tuberculosis.

O que permite a distingdo de estirpes, segundo Haddad et al. (2004) e Razanamparany et
al. (2005), ¢ a diferenca na localizacdo e no numero de copias desta sequéncia (IS6110).
Grande parte dos isolados de M. bovis, particularmente aqueles de origem em bovinos,
possui uma ou poucas copias de IS6110. Dai o protocolo IS6110-RFLP, geralmente aceite
para o M. tuberculosis (Van Embden et al., 1993), ndo ¢ apropriado para o M. bovis, pois
este apresenta poucas copias da sequéncia de inser¢do IS6110, consequentemente, um
baixo polimorfismo, dai que, para uma maior descriminagdo das estirpes, se sugere a
utilizacdo de técnicas baseadas na andlise de outras regides genéticas, tais como a regido

DR.

b) Numero variavel de repeticdes em tandem (“Variable Number of Tandem Repeats -
VNTR”).

Nas micobactérias, regides similares aos mini-satélites (locus com sequéncias curtas de 1-3
pb, altamente repetitivas) foram descritas por varios autores. Segundo Easterbrook et al.
(2004) e Haddad et al. (2004), a maioria de VNTR’s corresponde as chamadas unidades
repetitivas micobacterianas (MIRU), que sdo mini-satelites (locus com sequéncias
repetitivas com 10-100 pb) dispersos em 41 regides ao longo do cromossoma bacteriano.
Os VNTR’s devem ser amplificados, para a sua analise, usando diferentes pares de primers
(um para cada VNTR). Para tal usam-se dois métodos para caracterizar o alelo de VNTR
presente numa estirpe:

- O primeiro baseia-se na electroforese do produto amplificado correspondente a cada
VNTR, para a determinagdo do numero de repeticdes em cada locus (baseando-se no
tamanho das bandas obtidas);

- O segundo baseia-se no uso dum analisador fluorescente baseado no ADN, acoplado a
um computador. Este método permite a analise simultdnea de multiplos PCR’s (Haddad et

al., 2004).

¢) “Spacer oligonucleotide typing” (Spoligotyping, Spoligotipagem)

Uma variedade de técnicas de tipificagdo molecular para os isolados do Complexo M.
tuberculosis, t€m sido desenvolvidas com uso amplo da técnica IS6110, como a “gold
standard”. Mais recentemente, o Spoligotyping tem mostrado vantagens relativas ao

IS6110-RFLP, apresentando melhor relagdo custo-eficacia, facilidade de execucao e dando
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a possibilidade de comparacdo dos resultados obtidos entre laboratérios diferentes. A
técnica IS6110-RFLP, necessita de programas informaticos especializados para a
interpretacao dos resultados, este ¢ recomendado para estudos filogenéticos.

A técnica Spoligotyping basea-se na detencdo da presenca ou auséncia de alguma das 43
sequéncias espagadoras (spacers) localizadas na regido de repeticdo directa das
micobactérias do CMT. Esta técnica ¢ utilizada universalmente como uma ferramenta em
investigacdo epidemioldgica e desenvolvimento de programas de prevencdo. Este
procedimento ¢ vantajoso em relagdo a outras técnicas moleculares pois permite rastrear e
comparar rapidamente o genotipo com os existentes na base de dados internacional. A
regido DR ¢ especifica para as micobactérias do CMT (Van Embden et al., 2000). O
método Spoligotyping baseia-se no polimorfismo presente num locus cromossomal
particular, denominado regido "Direct Repeat” (DR), unicamente presente em bactérias do
complexo M. tuberculosis. Este locus foi descrito pela primeira vez por Hermans (1991)
citado por Kremer et al. (2002), que sequenciou esta regido no M. bovis BCG, a estirpe
usada universalmente para a producdo de vacina contra a tuberculose. Segundo Milian-
Suaso et al. (2002), a regido DR, no M. bovis BCG consiste em sequéncias directamente
repetidas de 36 pares de base, intercaladas por sequéncias de ADN ndo-repetitivas
(spacers), cada uma das quais possui 35-41 pares de base (Kremer et al., 2002; Haddad et
al., 2004). O nimero de copias da sequéncia DR no M. bovis BCG ¢ de 49 (Kremer et al.,
2002; Milian-Suaso et al., 2002). Em outras espécies bacterianas do complexo M.
tuberculosis o nimero de elementos DR varia significativamente (Kremer et al., 2002). A
maioria das estirpes do complexo M. tuberculosis contém um ou mais elementos de
inser¢ao IS6110 na regido DR (Razanamparany et al., 2005).

Ao contrario das sequéncias DR (nome que segundo Haddad et al. (2004), coincide com a
designacdo de toda a regido DR, que também incorpora os spacers) os diferentes spacers
normalmente estdo presentes apenas uma vez na regido DR, embora ocasionalmente
possam ser encontrados duas vezes, separados por apenas uma ou varias sequéncias DR e
outros spacers. Uma regido DR e seus spacers adjacentes sdo denominados “Direct
Variant Repeat” (DVR).

Quando as regides DR de vérias estirpes foram comparadas, observou-se que a ordem dos
spacers era quase a mesma em todas as estirpes, mas delec¢des e/ou insergoes de spacers e
de sequéncias DR podem ocorrer (Kremer ef al., 2002). O mecanismo pelo qual os spacers
e as copias das sequéncias DR sdo gerados ¢ desconhecido. Com o método de

Spoligotyping, pode-se detectar, a presenga ou auséncia na regido DR de 43 spacers de
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sequéncia conhecida (Kammerbeek et al., 1997) (Figura 4). A hibridizacdo do produto
amplificado do ADN dos spacers ¢ feita numa membrana que contém um conjunto de
oligonucledtidos imobolizados, representando cada, sequéncias tnicas de ADN de spacer
(Kamerbeek et al., 1997; Kremer et al., 2002).

Através do método Spoligotyping pode-se detectar a presenca ou auséncia de spacers de
uma determinada sequéncia no M. bovis e nas outras bactérias do complexo. A primeira
etapa no método ¢ a amplificacdo da regido DR de uma dada estirpe através da técnica de
PCR (“Polymerase Chain Reaction™) (Serraino et al., 1999; Kramer et al., 2002; Roring et
al., 2004; Razanamparany et al., 2005; Kazwala et al., 2006). Os primers usados baseiam-
se nas sequéncias de DR, e permitem a amplificacdo dos spacers localizados entre as
regides DR alvos. Uma das vantagens deste método € que necessita apenas de um par de
primers a e b, especificos as duas extremidades das sequéncias DR, para amplificar todos
os spacers presentes (Haddad et al., 2004).

O produto de PCR obtido difere no comprimento por duas razoes:

- Primeiro o produto contém véarios spacers e as sequéncias DR estdo entre estes se 0s
primers ligam (por anelamento) as sequéncias DR ndo proximas uma da outra;

- Segundo, o produto de PCR por si s6 pode actuar como um primer, e tornar-se elongado
com um ou mais DVR’s. Porém, o produto de PCR ndo fornece uma informagdo segura
sobre a ordem dos spacers e sobre o comprimento total da regido DR. Um primer reverso
marcado com biotina ¢ usado, de forma a permitir que todas as cadeias reversas que forem
sintetizadas estejam marcadas com biotina (Kremer et al., 2002).

Oligonucleotidos derivados de spacers conhecidos na regido DR estdo covalentemente
ligados a uma membrana activada por biodina C em linhas paralelas.

Os produtos de PCR sao hibridizados perpendicularmente as linhas onde se encontram os
oligonucledtidos. Apos a hibridizacdo a membrana € incubada em streptavidina peroxidase,
que se liga a biotina nos produtos de PCR. A detec¢do do sinal de hibridizagdo ¢ feita
através do sistema de quemiluminescéncia (ECL). A peroxidase presente na streptavidina
catalisa a reac¢do que resulta na emissdo de luz, que pode ser detectada por autoradigrafia
da membrana (Kramer et al., 2002). A este processo denomina-se reverse-line cross-blot

technique (Kamerbeek et al., 1997).
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Figura 3 - Principio do método Spoligotyping - representacio esquematica
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A. Sequéncias DR de duas estirpes de referéncia (M. tuberculosis H37RV e M. bovis BCQ)
B. Os numeros 4, 5, 6 e 7 representam o0s spacers ou espagamentos entre as sequéncias DR
C. Padrao de hibridizacdo (Spoligotipo) de diferentes amostras

Fonte: Kamerbeek et al., 1997

O M. bovis caracteriza-se pela auséncia de spacers 39 a 43 (Kamerbeek et al., 1997;
Kramer et al., 2002; Haddad et al., 2004; Razanamparany et al., 2005), e as suas estirpes
sdo diferenciadas com base na localizagdo, auséncia (por delec¢do) e nalguns casos
inser¢do de spacers e algumas sequéncias DR no seu genoma.

O método de Spoligotyping € o mais recomendado para estudos epidemioldgicos, segundo
Skuce ¢ Neill (2001) ¢ Haddad et al. (2004) e ¢ a técnica mais usada (Gutierrez et al.,
1997). A principal vantagem do método Spoligotyping € a sua rapidez tanto na deten¢do do
agente causal como no fornecimento de informacdo epidemioldgica na identificacdo da
estirpe em causa. Assim, o método pode ser util na vigilincia da transmissdo da
tuberculose e em intervencdes de prevencdo da dissemina¢do da doenga (Gori et al., 2005).
Esta técnica ¢ considerada altamente efectiva para diferenciacio de estirpes do CMT.

Por ser rapido, barato, altamente reproduzivel, simples e com alta concordancia. Este
método também permite um fécil agrupamento e nomenclatura das estirpes; pode ser usado
com baixas concentragdes de ADN bacteriano ou com baixa qualidade de ADN; pode-se
usar para ADN extraido de células mortas ou amostras patologicas (Haddad et al., 2004).
O método fornece ainda a possibilidade de comparar os resultados obtidos com os

presentes em bases de dados internacionais (Mancilla et al., 2006).
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2.11.4. O custo das diferentes técnicas de diagnostico das micobactérias

As técnicas de diagndstico de micobactérias actualmente disponiveis, podem ser avaliadas

em termos econémicos. O Quadro 2 apresentado a seguir, adaptado de Berg et al. (2007)

ilustra o custo e o equipamento necessario para cada técnica.

Tabela 1 - Custo estimado de diferentes técnicas de diagndstico de micobactérias
Adaptado de Berg et al., 2007

Técnica

Equipamento

necessario

Custo de
implementacio

Custo/
amostra

Electroforese em gel de
poliacrilamida

Analizador de gel

Cultura e Facilidades de BSCIII  $ 20.000 $30
baciloscopia Cabine de bioseguranca
PCR e Termocyclador de PCR  $ 5.000 $6 Indica a presenga
tipificacao de ou auséncia de um
gene especifico  Electroforese em gel de gene especifico do
agarose CMT
Tipificacio Termocyclador de PCR  $ 5.000 $5 Mais trabalhosa
RFLP-IS6110 Necessita de
Electroforese em gel de purificagdo de
agarose grande quantidade
de ADN
Southern Blothing
Limitada para
estudos de
M. bovis
Spoligotyping Termocyclador de PCR  $ 10.000 $4 Nao precisa de
Miniblotter purificagdo do
ADN
Equipamento
p/hibridizacéo
Tipificacio Termocyclador de PCR  $ 5.000 $ 6/locus  E a mais
VNTR descriminatoria

Exige softwere
complexo para
interpretacado de
resultados

2.12. Variantes genéticas do M. tuberculosis

A relacdo entre o perfil genético e a localizagdo geografica das variantes de M.

tuberculosis tem sido descrita em varios estudos. A familia Cameron (Cameron Family

spoligotype) ja foi descrita como endémica em Camardes e Nigéria (Cadmus et al., 2006) e

a sua existéncia no Chad (Diguimbaye et al.,, 2006) ndo foi surpreendente, ja que

diariamente ha movimentos transfronteiricos entre os habitantes daqueles paises.
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No Paquistdo, Hasan e colaboradores (2006) revelaram que as variantes predominantes nos
casos de tuberculose eram a CAS (Central Asian Strain) e o tipo Beijing, que ¢
predominantemente asiatico.

Na Africa do Sul, as variantes predominantes implicadas na tuberculose em criangas
hospitalizadas eram as variantes LAM3 (Latin American and Mediterranean) e Beijing
(Nicol et al., 2005), enquanto que na Tanzania, demonstrou-se, pela técnica Spoligotyping,
que a extensiva epidemia de TB em Dar-es-Salaam, era causada por uma estirpe especifica
de M. tuberculosis, a CAS family (Eldholm et al., 2006).

A Nivel da Europa, predominam na Suécia as variantes Haarlem family (H), seguida de
Beijing, LAM e EIA (East African-Indian). Verificou-se no referido estudo que mais de
dois tercos da populacdo em estudo era estrangeira ou individuos refugiados (Brudey et al.,
2004). Na Espanha, os genétipos predominantes sdo coerentes com os identificados na
Suécia e noutros paises da europa: LAM, Haarlem family e T1 (De Viedma et al., 2005).
Contudo, foram identificadas duas novas familias a que denominaram Madrid]1 e Madrid2
que sdo especificas da Espanha.

No Chile, os spoligotipos encontrados eram idénticos aos encontrados no Brasil e na
Argentina (Mancilla et al., 2006).

Segundo Nicol et al. (2005) a dominancia de certa estirpe de Mycobacterium numa
determinada regido, pode ser devida a factores epidemiologicos ou histdricos ou devido a
viruléncia especifica da estirpe na regido.

A Figura 5, sintetiza a distribui¢do das familias genéticas dentro dos paises. O didmetro
absoluto da darea estad representado pelo didmetro do circulo. As diferentes cores

representam a frequéncia (em percentagem).
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Figura 4 - Distribuicdo geografica das estirpes de M. tuberculosis (Brudey et al., 2006)
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Como os mapas ilustram, nos paises limitrofes de Mogambique, as linhas genéticas mais
frequentes pertencem as familias LAM (Latin American and Mediterranean) e CAS
(Central Asia). Apesar de pouco frequente, a familia Beijing também ¢ encontrada entre os
isolados da regido. O genotipo Beijing tem um grande impacto na tuberculose epidémica
na Asia (Van Soolingen, 2001; Brudey, 2006). Segundo Puustinen ef al. (2003), o gendtipo
Beijing tem uma elevada capacidade de disseminacdo dentro da comunidade. Este genotipo
tem sido associado a surtos de TB em varias partes do mundo e ¢ extremamente virulenta.
Recentemente, esta familia tem sido associada a varios surtos de TB nos Estados Unidos
da América, Alemanha, Africa do Sul, Ilhas Canarias, Russia ¢ Estonia, e constitui o

spoligotipo mais prevalente no mundo (Sola et al., 2001).
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O grau de polimorfismo genético numa populacdo de isolados pode dar uma indicagdo
sobre a ocorréncia de transmissdo versus reactivagdo da infec¢ao (Skuce e Neil, 2001). No
geral, polimorfismo limitado sugere transmissdo em curso, enquanto que diversidade de
estirpes sugere infecgdes latentes reactivadas.

Segundo Van Soolingen (2001), em 4reas de baixa incidéncia como a Dinamarca,
Noroega, Holanda e Nova lorque, os padrdes genéticos dos isolados de M. tuberculosis sao
altamente polimorficos. Este factor ¢ influenciado por dois factores:

a) H4 uma reactivagdo enddgena do bacilo e consequente reflexo dos genodtipos presentes
na polulagdo por longo periodo de tempo;

b) Uma elevada propor¢do de casos, nestas areas, corresponde a populagdo ndo nativa,
originaria de diferentes zonas geograficas o que induz a introdug@o de estirpes “exoticas”,
nao conhecidas nessas areas.

Por outro lado, em areas de alta incidéncia da TB, como ¢é o caso de Africa e Asia, os
padrdes genéticos sdo geralmente pouco varidveis. Na Tunisia, por exemplo, 62% dos
isolados de M. tuberculosis pertencem a 3 genotipos principais.

Em contraste ao defendido por Van Soolingen (2001), Nicol et al. (2005), encontraram
grande diversidade de estirpes de M. tuberculosis em doentes de uma comunidade da

Cidade do Cabo (Africa do Sul) onde a incidéncia de TB é alta.

2.13. Transmissao recente do M. tuberculosis

O uso da epidemiologia molecular para estudar a transmissdo do M. tuberculosis ¢ baseado
no facto de estirpes derivadas de um ancestral comum exibirem o mesmo padrdo de
tipificacdo de ADN (Van Soolingen, 2001).

A epidemiologia molecular, através da tipificagdo do ADN, pode determinar a propor¢ao
de casos devido a infecgdo em curso e a relativa a reactivacdo de infec¢do enddgena
(Narayam, 2004; Brudey, 2004). No geral, transmissdo recente ¢ definida como
propagacao da infeccao por micobactérias num intervalo de dois anos.

O termo “cluster” ¢ usado para indicar isolados com idéntico ou com grande similaridade
do padrao genético, e também os seus respectivos pacientes dos quais as estirpes comuns
foram isoladas.

Uma importante ferramenta para o estudo da epidemiologia da tuberculose ¢ base de dados
internacional relativa a distribuicdo global dos spoligotipos, a SpolDB3 (Filliol et al.,

2002). Esta base de dados contém cerca de 12.000 padroes de varios isolados clinicos,
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originarios de mais de 90 paises. A Base de Dados SpolDB3 estéd disponivel para consulta
no site http://www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb3.

Recentemente, foi criada uma base dados, cuja Gltima actualizagdo foi feita em Setembro
de 2005, a SpolDB4 (Brudey et al., 2006), com registo de mais de 39.000 isolados
registados de 122 paises. Assim, ¢ possivel ter uma imagem clara da diversidade genémica
e a relacdo entre as variantes. A base de dados SpolDB4 faz a descriminacdo até ao nivel
de sublinhagem que a estirpe pertence. Esta base de dados estd disponivel para consulta
em: http:/pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4.

A Figura 6 (Anexo II), mostra os dados bioinformaticos dos 50 padroes de MCT mais

frequentes a nivel mundial.

2.14. Tratamento e medidas de controlo

2.14.1. Terapéutica da tuberculose humana

A terapéutica de tuberculose em Mogambique ¢ realizada, segundo previsto no Plano
Nacional de Controlo da Tuberculose (PNCT), ao nivel dos Centros de Satde e ¢
supervisionada directamente por pessoal treinado, de acordo com a estratégia DOTS. Os
medicamentos sdo disponibilizados pelo Sistema Nacional de Satude, que distribui também
para o sector privado, ndo sendo permitido a sua venda em farmacias.

Segundo MISAU-PNCT (2003) e Gibson et al. (2004), os medicamentos anti-Tuberculose
(MAT) sdo essencialmente uma combinagdo de 4 farmacos: Etambutol (E), Isoniazida (H),
Pirazinamida (Z) e Rifampicina (R).

Em Mogambique, a terapéutica de tuberculose em doentes seropositivos ¢ idéntica a dos
doentes com serologia negativa para o HIV: 2(RH)ZE/6(EH) nos casos novos, € nas
recaidas, ou faléncias terapéuticas, 2S(RH)ZE/1(RH)ZE/5(RH)3E3. O tempo total de
tratamento ¢ de oito meses. Os pacientes que apresentam confirmag¢ao bacteriologica fazem
o seu tratamento no respectivo Centro de Satde do local de residéncia ou de trabalho. No
controlo da eficacia do tratamento sdo solicitadas baciloscopias ao 2° ou 3°, 5° ¢ 7° més de
tratamento. No caso de baciloscopias positivas ao terceiro e quinto més de tratamento,
havendo suspeita de resisténcia aos medicamentos da tuberculose, sdo solicitados os testes
de sensibilidade para estes firmacos que sdo realizados no Laboratorio Nacional de
Referéncia de TB situado na regido sul. As regides norte e centro enviam as amostras por

via aérea em condi¢des de bioseguranca (Nunes, 2005).
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Enquanto que isolados pertencentes ao MCT, geralmente, sdo sensiveis a pirazinamida, o
M. bovis ¢ tipicamente resistente a este antibiotico (Koivula, 2004).

O tratamento da TB-MR ¢ iniciado apos os resultados dos testes de sensibilidade ou no
caso de suspeita pela clinica ou baciloscopia.

Em Mocambique, ¢ proibida a prescricdo de regimes terapéuticos que nio estejam contidos
no PNCT e os medicamentos anti-TB sdo gratuitos (MISAU-PNCT, 2003).

A TB-MR cresce, paralelamente, ao desenvolvimento da pandemia do HIV/SIDA no
mundo. A sua monitorizagdo ¢ um importante indicador da eficacia de um programa de

controlo da tuberculose.

2.14.2. Controlo da tuberculose na popula¢io Humana

A Estratégia DOTS continua a ser a abordagem central no ambito da TB em satude publica
(WHO, 2006). As medidas de controlo estdo inseridas no plano global de controlo da
tuberculose da OMS, seguido pelos paises membros.

A identificacdo dos casos infecciosos € o primeiro passo ¢ crucial para os programas de
controlo da tuberculose universalmente. A detencdo de tais casos ¢ realizada pela detengdo
de baciloscopia positiva ao exame microscopcio da espectoracdo. Esta continua a base de
diagnostico laboratorial desde a sua introducdo no passado século, continuando a
registarem-se muitos casos subdiagnosticados.

Segundo a OMS (2006), a estratégia global de controlo da TB-DOTS, ¢ um pacote de
cinco medidas que encerram o principio chave de incrementar o uso dos regimes de
tratamento estandardizados, dispensados num ambiente de apoio assistencial amigavel e
atractivo para os doentes, com toma observada directamente, para maximizar a adesdo e
reduzir a resisténcia.

A efectiva implantacdo da estratégia DOTS estd dependente de certos pilares estruturais e
de difusdo da chamada cultura DOTS entre os profissionais da satde.

Os principais componentes técnicos da DOTS s3o: microscopia, tratamento curto,
tratamento sob observacdo didria (TOD) e monitorizagdo dos resultados. Segundo o
relatério da OMS de 2002, Mogambique tem implementado estas componentes em todo o
territorio. Porém, a pandemia de SIDA implica, por outro lado, que em alguns paises de
Africa, incluindo Mogambique, além da implementagdo da DOTS se proceda ao redesenho
dos regimes de tratamento curativo e preventivo, assim como a criagdo de condicdes
basicas para o desenvolvimento de investigacdo, pelo menos a operacional, baseada na

analise do processo e resultados.
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Segundo a OMS, para o controlo da TB num meio com alta prevalencia de HIV, a
estratégia DOTS deve ser complementada com actividades colaborativas TB/HIV,
focalizando a reducdo da incidencia da TB em pessoas que vivem com HIV/SIDA (WHO
2006-b). Como uma estratégia especifica nos paises em situacdo grave, a par da expansao
da DOTS, ¢ imperativo desenvolver esforgos para enfrentar prioritariamente alguns
desafios especificos, para os quais os conhecimentos da epidemiologia cldssica ndo dao
respostas claras, pressupondo a criagdo de condigdes logisticas para a investigagcdo
operacional, em exercicio da assisténcia, e para estudos controlados e de epidemiologia
molecular, para a investigacdo da recorréncia e resisténcia. Os desafios especificos
referidos sdo:

a) Redugdo da elevada mortalidade por TB/SIDA;

b) Reducgao das taxas de casos recorrentes da TB;
C) Protec¢ao das pessoas HIV+ pelo risco acrescido de desenvolver TB activa;
d) Criacdo de formas inovadoras para a descentralizacdo dos cuidados a TB.

Em Mocambique os grupos prioritarios (considerados de alto risco) para os quais se deve
estar sensibilizado para o despiste precoce da TB, segundo o MISAU-PNCT (2003) sao:

- Clientes do GATV que sejam HIV+;

- Portadores de ITS (Infecgdes de Transmissao Sexual);

- Mineiros;

- Refugiados;

- Contactos de doentes com BK+ em especial criangas com menos de 5 anos de idade.

Constituem condicionalismos ao sucesso do PNCT e a influéncia da estratégia da OMS:

- O elevado crescimento anual da populagdo (como ¢ o caso da populacdo de
Mocambique);

- A concentragdo populacional nos suburbios das grandes cidades;

- Deficiéncias nos meios de telecomunicagdo basicos;

- O fraco compromisso dos governos em relagdo a saide (em Mogambique, a despesa de
saude ¢ 2,8% do PIB).

Estdo bem documentadas as relacdes entre a pobreza e a TB: maior risco de infeccdo;
maior risco de desenvolvimento de TB activa; menor oportunidade de diagnostico e
tratamento oportunos. A fome, a guerra, o crescimento populacional e as desloca¢cdes em

massa de refugiados sdo factores de insucesso da luta contra a tuberculose que atingem
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varias areas do globo, afectando drasticamente o acesso ao tratamento completo, ao
diagnostico radiolégico e bacteriolégico (WHO, 2000).

Até 2020, se a luta contra a tuberculose nao for reforgada, havera cerca de 1.000 milhdes
de novas infecgdes, 150 milhdes de casos novos, com 36 milhdes de mortes. Setenta por
cento destes casos surgirdo nos grupos etdrios entre 15 e 59 anos, que sdo os
economicamente mais produtivos (WHO, 2006).

Actualmente, o programa de controlo da TB ndo considera a possibilidade de transmissao

zoondtica da doenca.

2.14.3. Controlo da tuberculose nas populacdes de bovinos

Desde o principio do século XX, conhecendo a dimensdo do problema e sua importancia
para a saude publica, varios paises iniciaram programas de controlo da tuberculose,
beneficiando enormemente os consumidores de produtos de origem animal, programas
esses alicercados na introdugdo de rotinas de inspecgdo de carnes, pasteurizagdo do leite e
medidas de controlo da doen¢a nas populacdes animais. A tuberculinizagdo e o sacrificio
dos reactores positivos tém sido a base para os programas de controlo ou erradicacdo da
doenga nos bovinos, uma vez que a tuberculose nos animais ndo deve ser alvo de
tratamento.

Em Mocambique, a situagcdo da TBb ¢é pouco clara, ja que ndo existe uma estratégia clara
de controlo a nivel nacional. O teste de tuberculina nao ¢ feito de maneira sistematica. A
nivel de inspeccdo de carnes, os casos de TBb detectados sdo rejeitados, o que ndo ¢
provavel acontecer quando o abate ¢ feito fora do circuito legal de comercializagdo.
Situacdo similar tem-se verificado em muitos paises em desenvolvimento (Cosivi, 1998;
Cadmus et al., 2006). A baixa sensibilidade da inspec¢do de rotina na identificacdo de
casos de TBb (29%), ja foi demonstrada (Teklo et al., 2004)

Segundo a Direccdo Nacional de Pecuaria (DINAP), em 2004, apesar dos altos indices de
reactores a tuberculina encontrados (8,7%), apenas uma provincia se referiu ao abate como
destino dos positivos. As restantes provincias ndo ddo a conhecer o destino dos animais
positivos DINAP (2005).

Segundo Cosivi ef al. (1998), nos paises em desenvolvimento as medidas de controlo em
alguns casos ndo sdo aplicadas, noutros sdo aplicadas de forma esporadica, e a
pasteurizagdo ¢ raramente praticada. Os fracassos no controlo da doenga podem ser

explicados por falhas na eficiéncia de diagnostico das provas aplicadas, por existéncia de
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fontes incontroldveis de infeccdo ou por problemas relacionados com o maneio dos
animais infectados.

A nivel da Unido Europeia, alguns paises erradicaram a doenga nos animais (Dinamarca,
Holanda e Luxemburgo), alguns paises reduziram a prevaléncia a niveis extremamente
baixos (Alemanha, Bélgica, Inglaterra, Franga Grécia e Portugal) e noutros, a doenga ainda
ndo esta suficientemente controlada tais como Italia e Espanha. Um dos pilares para o
sucesso daqueles programas foi o empenho que esses paises tiveram no saneamento das
manadas (Neto e Bernardi, 2003).

E oportuno lembrar que controlo significa limitar a doenga de tal forma que sua incidéncia
diminua consideravelmente e haja condi¢des para evitar a sua disseminacdo caso apareca
um novo foco, fazendo com que deixe de representar um risco econdémico ou de saude
publica. O controlo ¢ indicado para regides nas quais seria invidvel a realizagdo da
erradicacdo como medida inicial, por ser uma doenca endémica e altamente disseminada.
Em muitos paises desenvolvidos, onde através de medidas drésticas de controlo se
conseguiu erradicagdo a total, ou quase total, de M. bovis em ruminantes domésticos, este
problema ressurgiu com o aparecimento da fauna selvatica como reservatorio (Delahay et
al., 2002; Morris et al., 1994).

Actualmente, os programas de controlo da tuberculose s3o desenvolvidos de forma
paralela, sem, no entanto, apresentarem os dois programas (da tuberculose humana e da
tuberculose bovina), aspectos em comum.

As operagdes de saneamento basearam-se no diagnostico da doenga através
tuberculinizagdo caudal, ou na tdbua do pescoco, sacrificio dos reagentes e indemnizagao
dos criadores. As carcagas dos animais abatidos devem ser examinadas para a confirmagao
da doenga (inspeccdo sanitiria) e nas exploragdes deve ser feita uma limpeza e uma
rigorosa desinfec¢ao.

Um programa eficaz deve ser realista e sustentdvel ao longo do tempo para evitar ser
interrompido por falta de recursos e por ser considerado ineficaz. Muitas vezes, o fracasso
¢ atribuido as altas indemnizagdes e a ndo fixacdo de um prazo para o criador sanear a
propriedade.

A experiéncia de varios paises no combate a tuberculose bovina mostra que niveis bastante
bons de controlo podem ser alcangados em aproximadamente 20 anos, € os programas
poderiam ser divididos em duas fases. Uma fase inicial, com o objectivo de controlo, e na

ultima fase, a erradicagdo (Neto ¢ Bernardi, 2003).
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Factores como existéncia de servigos veterinarios organizados e a disponibilidade de
recursos financeiros sdo alguns dos que facilitam ou dificultam as ac¢des de controlo, ndo
sO da tuberculose bovina, mas de vérias as doengas importantes nos animais de interesse
€conodmico.

Segundo Abalos e Retamai (2004), as estratégias actualmente reconhecidas para o controlo
da efermidade, terdo éxito sempre que exista compromisso politico dos Governos, dando
prioridade ao enfoque integral da doenca, com coordenagdo estreita dos servigos de saude e
de saude animal. Esfor¢o conjunto dos sistemas de satide publica e sanidade animal, no
melhoramento do diagndstico e desenvolvimento de vacinas mais eficazes para a

prevencdo da infecg¢do sdo estratégias importantes para o controlo da enfermidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo (localizacao e dados gerais)
O Anexo III apresenta um mapa de Mogambique com as duas areas de estudo, os distritos

de Buzi e da Manhica.

3.1.1. Distrito de Buzi

O distrito de Buzi esta localizado a sudeste da Provincia de Sofala, sendo limitado a Norte
pelos distritos de Nhamatanda e Dondo, a Oeste os distritos de Chibabava e Gondola
(Manica) e a Este pelo Oceano Indico.

Dados do MAE (2005) sobre o distrito indicam que:

- Tem uma superficie de 7329 Km® e uma populagio recenseada em 1997 de 143.123
habitantes estimada a data de 1 de Janeiro de 2005 em cerca de 179.000 habitantes;

- A populagdo ¢ jovem (45%, abaixo dos 15 anos de idade), maioritariamente feminina
(taxa de masculinidade 47%) ¢ de matriz rural (taxa de urbanizac¢ao de 10%);

- O clima ¢ do tipo tropical himido com savana ao longo da faixa costeira, observando-se
duas estagoes, a chuvosa ¢ a seca;

- A principal actividade econdmica ¢ a agricultura do tipo familiar. Os principais produtos
sdo o algodao, o gergelim e a cana-de-agucar;

- O distrito apresenta uma taxa de escolarizacdo baixa, com 3/4 da populagio analfabeta.
As principais doengas sdo, a malaria, doencas de transmissdao sexual, doengas diarreicas,
tuberculose e HIV/SIDA;

- O distrito possui um efectivo bovino de 4000 cabecas (ano de 2005), sendo 45% destes
pertencentes ao sector familiar. A tuberculose bovina ¢ uma das maiores preocupagdes
neste distrito;

Segundo DINAP (2004), O distrito de Buzi, apresenta tradicdo de criagdo de gado, e ¢ tido
como um dos mais problematicos, apresentando a prevaléncia animal de tuberculose no
gado na ordem dos 8%. Dados sobre as tuberculinizagdes de 2004, naquele distrito,
indicam que a doenga esta presente tanto no sector privado como no familiar, afectando, no
primeiro caso, todas as manadas testadas e apresentando o sector familiar mais de 60% de
manadas afectadas. A provincia de Sofala, apresenta igualmente a taxa de 8,6% de

prevaléncia nos animais (DINAP, 2005).
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No passado existiu a Companhia do Buzi, uma grande companhia agucareira que também
se dedicava a pecudria em grande escala. Segundo Morgado (2004), a antiga Companhia
do Buzi, S.A.R.L. (mais tarde empresa Estatal do Buzi), uma das grandes unidades de
producdo de gado de carne, em Sofala, chegou a ter um efectivo de 12.000 cabegas, onde a
prevaléncia de tuberculose sempre foi elevada. Pensa-se que a tuberculose tenha sido ai

introduzida por esta companhia pela importacdo de gado de Madagascar.

3.1.2. Distrito da Manhica

O distrito da Manhiga localiza-se na parte norte da provincia de Maputo, a 80 Km da
Cidade de Maputo, a que esta ligado pela Estrada Nacional no 1. E limitado a Norte pelo
distrito da Macia (Provincia de Gaza), a Sul pelo distrito de Marracuene, a Oeste pelos
distritos de Moamba e de Maputo e a Este é banhado pelo Oceano Indico.

Dados do MAE (2005) sobre a Manhiga indicam que:

- Tem uma superficie de 2373 Km” e uma populagio de 130.351 habitantes (censo de
1997) e estimada a 1/1/2005 em cerca de 192.638 habitantes;

- A populacdo ¢ jovem (41% abaixo dos 15 anos de idade), maioritariamente feminina
(59%) e de matriz rural (taxa de urbanizag¢do de 12%);

- O clima ¢ tropical humido no litoral e tropical seco no interior. Predominam 2 estagdes: a
quente e de elevada pluviosidade - de Outubro a Abril; e a fresca e seca - de Abril a
Setembro;

- A principal actividade econdmica ¢ a agricultura do tipo familiar. Os principais produtos
sdo o amendoim, o feijao, a mandioca e o arroz; o sector privado dedica-se a produgdo de
cana-de-agtcar;

- O distrito apresenta uma taxa de escolarizacdo baixa, com 58% da populagdo analfabeta;

- As principais doencgas sdo, a maldria, doencas de transmissao sexual, doencas diarreicas,
tuberculose e HIV/SIDA.

Na Manhica, apesar da tuberculose bovina estar presente, a prevaléncia ¢ baixa, com
indices de 0,7% (DDADRM, 2003; SPP, 2006). Sao raros os trabalhos feitos neste distrito
sobre a TBb.

Tanto no distrito de Buzi, como no de Manhiga, a populacdo, em geral, ndo tem o habito de

consumir leite nem lacticinios. O movimento migratorio para trabalho nas minas de ouro

na Africa do Sul ¢ comum nos dois distritos, sendo mais pronunciado na Manhiga.
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A Tabela 3, resume a situagdo da TBb nos dois distritos em estudo. E notdria a diferenca

na prevaléncia de animais infectados nos dois distritos.

Tabela 3 -Prevaléncia estimada da tuberculose bovina nos distritos de Buzi e Manhica

Distrito Efectivo (cabecas) Prevaléncia TBb (%)
Manhica 4 000 0,7'
Buzi 12318 8,5

Fonte:; DDADRM, 2003; “DINAP, 2005

3.2. Tipo de estudo e amostragem

O estudo desenvolvido foi do tipo observacional e tem como objecto os casos de TB na
populagdo Humana em 2 distritos de Mogambique. O distrito de Buzi (na zona centro) e o
da Manbhica (no sul).

O estudo envolve isolados obtidos da expectoragdo de doentes com baciloscopia positiva
(BK+) de acordo com o método Ziehl-Nieelsen. As amostras foram submetidas a cultura
nos meios Lowestein-Jensen e Stonebrinks para posterior tipificagdo molecular.

Local de estudo foi o Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Eduardo Mondlane

(UEM) e o Centro de Investigacdo em Saude da Manhiga (CISM).

3.3. Amostras

As amostras eram constituidas por culturas de micobactérias, provenientes do Buzi, que
foram fornecidas de um banco de isolados, cultivados no meio Lowenstein-Jensen, pelo
Laboratério Nacional de Referéncia da Tuberculose. No caso da Manhiga, parte das
amostras eram constituidas por culturas (no meio Stonebrinks), e outra parte por amostras
clinicas (espectora¢dao) de doentes BK+, previamente colhidas e conservadas a -70 °C.
Neste caso, os isolados foram fornecidos pelo CISM.

Foram incluidas no estudo 123 amostras (100 culturas em agar e 23 expectoracio)
provenientes dos hospitais rurais de Buzi e Manhica.

Foi extraido com sucesso ADN em 80 e tipificadas com sucesso 79 (38 referentes ao Buzi

e 41 da Manhic¢a) das 123 amostras.
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3.4. Processamento das amostras e técnicas laboratoriais

3.4.1. Extrac¢cio do ADN genomico bacteriano

A extracdo do ADN de micobactérias realizou-se pelo método CTAB, com base no
protocolo descrito anteriormente por Isogen Bioscience B.V. (2006).

De maneira resumida: as bactérias foram inactivadas pelo calor (80 °C em 20 minutos), e
lisadas num tampdo contendo lisozima, Proteinase K e SDS seguido de uma extragdo
organica, precipitacdo e lavagem com etanol. O precipitado foi ressuspendido no tampao
TE (1x) e armazenado a -20 °C. A extrac¢do do ADN foi feita no CISM (BSL-3) e as
posteriores etapas no Centro de Biotecnologia-UEM. O produto de extraccdo (pellet) foi
transportado em alicotas bem identificadas e acondicionado em caixas isotérmicas

contendo gelo.

3.4 2. Amplificacio do ADN

O ADN recuperado foi submetido a PCR para amplificacdo da regido DR do
Mycobacterium. Para o efeito foram usados 2 “primers especificos” dos locus: DRa (que
contém biotina) e DRb, segundo o previamente descrito por Kamerbeek et al. (1997),
Zumaranga et al. (1999) e Kremer et al. (2002). Como controlo positivo foram usados as
estirpes de referéncia de M. tuberculosis H37RV e M. bovis BCG P3 (ISOGEN,
http://www.isogen.nl). Para controlo negativo foi usada 4gua destilada esterilizada.
Reacgdo positiva ao PCR era obtida correndo 5 microlitros do produto de extraccdo em gel

de agarose 1,5%.

3.4.3. Tipificacio

Segundo as instru¢des do fornecedor, 10 ng de ADN gendémico purificado eram
necessarios para a Spoligotipagem. Os produtos foram capturados por hibridizacdo em
linha reversa sobre a membrana de Nylon. Os produtos de PCR biotinizados, foram
hibridizados numa spoligomembrana (Pall Biosuport, Portsmouth, United Kingdom)
contendo oligonucleotidos sintéticos das regides DR do M. tuberculosis H37RV e M. bovis
BCG. Foram covalentemente ligadas usando a streptavidin-peroxidase (Isogen Biocience)
como conjugado. A deten¢do da hibridizagdo foi feita com o ECL (Enhanced Chemo-
Luminescence Liquid), seguida pela revelacdo em placa de Raio-X (Hyperfilm ECL,

Amersham) num processo fotoquimico tradicional.
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3.5. Dados epidemiologicos

Os dados sobre os individuos em estudo foram colhidos previamente pelos Laboratorios de
Referéncia, numa ficha que incluia: idade, sexo, a ocupacdo, habitos alimentares, dados
sobre viagens recentes e resultados do teste de sensibilidade, estatuto HIV (com a

concordancia do doente) (Anexo IV).

3.6. Analise de dados

Os resultados da Spoligotipagem foram introduzidos numa folha de calculos (Microsoft
Excel) no formato binirio e comparados a base de dados internacional SpolDB4
(disponivel no sitio http://www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4).
A analise de dados foi baseada na descricdo dos diferentes padrdes de banda encontrados e
no calculo das proporg¢des dos diferentes padrdes encontrados.
Para o presente estudo, definiu-se como cluster, o grupo de estirpes pertencentes a mesma
familia mae e com 100% de homologia no perfil de spoligotipo.
A taxa de transmissao recente (rate of recent transmission) foi calculada pela féormula:

[T(c) _N(c)]/ T(a),
onde T(c) ¢ o numero total de isolados agrupados, N(c) é o nimero de aglomerados, e T(a)
o numero total de isolados, segundo o preconizado por Small et al. (1994), citados por

Brudey et al. (2004).

3.7. Consideracgdes éticas

Durante a etapa preliminar ao estudo, na parte que envolveu contacto directo com o doente,
foram respeitadas as normas éticas recomendadas, nomeadamente: a todos os doentes foi
explicado o objectivo do trabalho, que se inseria na rotina de atendimento e tratamento
padronizado da tuberculose.

Nao houve qualquer alteracdo nos esquemas de tratamento estabelecidos, ndo se tratando
de estudo do tipo ensaio terapéutico.

Foram realizados exames laboratoriais adicionais a rotina de investigacdo usual para estes
casos, dos quais poderdo resultar riscos minimos de efeitos colaterais. Estes efeitos
colaterais foram explicados a cada paciente, a0 mesmo tempo que era solicitado o seu
consentimento livre e esclarecido, conforme o estabelecido pela Convengdo de Helsinque

de 2000. Foi respeitada a confidencialidade dos dados dos pacientes.
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil demografico da populacio em estudo

O perfil etario dos doentes foi o de uma populacio adulta variando dos 14 aos 75 anos de
idade nas duas regides.

Em relacdo a origem das amostras, o Grafico 1, mostra que mais de 70% dos doentes em

estudo provinham de zonas rurais.

Grafico 1 - Origem das amostras
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O nivel educacional desta populagdo ¢ baixo, sendo que no distrito de Buzi, 94% dos
doentes era analfabeto ou tinha apenas o nivel primario. Na Manhica 89% ndo tem o nivel

secundario.
O movimento populacional apresenta alguma diferenca nas duas regides. Enquanto que na

Manhica, a populagdo tem movimentos quase restritos, a populacdo de Buzi ¢ mais

migratdria (Grafico 2).
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Grafico 2 - Padriao do movimento populacional da populacio estudada
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No Grafico 2, observa-se opadrao de movimentos efectuado pelos entrevistados nos
ultimos dois anos. Verifica-se que no grupo dos doentes da Manhica (representados pela
cor vermelha) os movimentos eram quase limitados dentro da mesma provincia. No Buzi,
provincia de Sofala, os movimentos (tando dentro da mesma provincia como desta para

Maputo, Gaza e outras regides) eram em maior escala.

Dados sobre viagens recentes para o estrangeiro indicam que no Buzi 4,7% dos
entrevistados o fez. Na Manbhica, a ida a paises vizinhos foi mais frequente (13%) sendo na

totalidade feita por trabalhadores ou ex-trabalhadores das minas na Africa do Sul.

No distrito de Buzi, 75,3% dos entrevistados cria animais no seu quintal. A percentagem
de criadores na Manhica desce para 61,2%. O Grafico 3 mostra a distribuicao das espécies
criadas pelos entrevistados. Poucos sdo os criadores de gado bovino, dedicando-se esta

populagdo a criagdo de caprinos e aves.
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Relacido da populagio estudada com a criacdo das diferentes espécies animais
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No Buzi, grande parte da populagdo consome o leite sem prévio tratamento, enquanto que

na Manhica mais de 90% dos entrevistados bebe o leite comercializado UHT (Tabela 4).

Tipo de tratamento dado ao leite consumido pela populacio em estudo

Leite consumido Buzi Manhica
Leite pasteurizado / UHT 13,50% 90,65%
Leite fervido 17,65% 5,40%
Leite cra 67,07% 3,5%
Sem informagao 1,79% ---

Dos doentes com resultado do teste HIV, 41,18% e 38,4% foram seropositivos nos distritos

de Buzi e Manbhica, respectivamente.

40% dos doentes de Buzi, ¢ 38,8% dos de Manhica declararam ter tido convivido com

algum familiar doente de TB recentemente (nos tltimos dois anos).
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4.2. Tipificacao de estirpes

De um total de 123 amostras sendo 100 cultura em agar e 23 amostras clinicas
(expectoragdo) arquivadas, obtidas nos dois centros, foi extraido e tipificado com sucesso o
ADN em 79 amostras, o que constitui 64% dos isolados colhidos. No presente estudo, o
ADN extraido directamente das 23 amostras clinicas (TBS), segundo o protocolo de
Kamerbeek et al. (1997), ndo era de boa qualidade, apresentando grande concentragdo de
impurezas. O padrdo de hibridizacdo destes isolados ndo era muito nitido, facto que levou a
exclusdo de tais isolados da andlise.

As Figuras A e B (Anexo V) ilustram a diferenga no padrdo de hibridizagdo quando se
extraia 0 ADN de culturas de micobactérias e de amostras clinicas, respectivamente, sendo
dificil interpretar os resultados, no segundo caso.

Devido ao longo tempo de conservacao das culturas, 11 dos 100 isolados eram colonias
mortas (desidratadas). Contudo, de tais isolados, foi recuperado com sucesso o ADN.
Assim obteve-se no fim 79 isolados sujeitos a tipificacdo molecular (Figura 6). Um isolado
nao mostrou sinal de hibridizagao.

Dos 79 isolados tipificados com sucesso, 38 eram provenientes do distrito de Buzi e 41 da

Manhiga.

Figura 6 - Obtencao dos isolados para tipificacio molecular

Culturas em Agar (100)
Amostras clinicas (23)

Extrac¢do de ADN (123)
ADN puro (100) ADN de ma qualidade

Tipificadas com sucesso (79)
38 Buzi; 41 Manhica

A Tabela 5, ilustra os padrdes genéticos identificados, a sua frequéncia nos isolados em

estudo e o peso percentual das Superfamilias nos isolados amostrados.
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Nao houve casos de M. bovis isolados nos casos de TB Humana. Todos os casos
tipificados foram identificados como sendo M. tuberculosis.

As estirpes Beijiing de M. tuberculosis e M. africanum ndo foram isoladas no estudo.
Foram identidicada 11 clusters ou grupos homologos de estirpes de M. tuberculosis
envolvidas em TB em humanos provenientes dos dois distritos (Manhiga e Buzi). A estas
estirpes, foi atribuida a denominag¢do segundo a base de dados SpolDB4.

As familias de M. tuberculosis predominantes na populagdo em estudo foram a TI
(16,5%), LAM -Latin American and Mediterranean (16,5%) e a familia S (12,7%), como ¢

tlustrado no Tabela 5.

Tabela 2 Diversidade genética dos isolados de Mycobacterium tuberculosis estudados

[ L dd o ] o el o Ao ol el s e o] f o of o] sf ] o] o] ] ] ]

a7 PADRAO DE SPOLIGOTYPAGEM Denominagio N° Freq. Familia | %FAM
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B[LAMT1-ZWE T OUT3 16.5
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ufS T 0013 ) 12.7
mST129* Z| 0.0Z25 2.9
mST702* J| 0.033 3.8

70 EEE am mST70* 3] U.U63 6.3

/1 EEEEEEEEEEEEER mnsMM* 4 U.UST

N/T 5 EEEEEEEERN H[nsBuz* 4 U025

N/1 [ S/ID | 0.0T3

N/T EEEEEEEEEEER EEm u S/ID T U.0T3 §

/1 EEEE EEE am u| S/ID 1 U.UT5 =

N/T EEEEEEENE EEEEEN u S/ID T U.0T3 §.

N/ | S/D 1 U.0T3 ©

NIT u| S/D T U013 S

NIT u s 003 S

A u| S/D 10013 §

N/T EEE B EEEEESEEEEEEEEEEEEER H EEEEEEENN S/ID T U.0T3 :'::

VA EEm N EEEEEEEEEEEER EEEE H EEEN EENBN S/ID T UUT3 5

N/T H EN EEEE EENR EEEEEEEEEEEEN H EEEEEN NN S/D T 0.013 o

N1 EEEEEEN EESSEEESEEEEEEEEEEEEEEER EEEEEEN S/ID T UUT3 §

N/T EEEEEEN EEEEN EEEE H EEEEEEENN S/D T U.0T3 25.3

orphan|m m m EEEEEEEEEEEER EEEE = mmmnm =nssfOPREn T U.UT3[OrTao 1.3

A eSS EEEEEEEEEEEENEEN EEEEEEEEEER EEEEEEN H37RV ESTirpe Reft.
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SIT (Shated International Type): Biotipo compartilhado na base de dados SpolDB (http://pasteur-
guadaloupe.fr.8081/SITVITdemo/), denominou-se N/I as estirpes ndo identificadas na SpolDB4.
Orfao = bidtipo representado apenas por 1 isolado na base de dados internacional.

Denominacdo: denominagdo internacional da estirpe. As denominag¢des marcadas com *sao
referentes ao presente estudo; SD=sem denominagao.

N°: niimero de isolados com padrao idéntico.

Freq.: frequéncia relativa na populacdo em estudo.

% FAM: frequéncia percentual da Familia na populagdo em estudo.

Os padroes 451 e 482 representam as estirpes de referéncia usadas como controlo.
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No Anexo VI, ¢ apresentado num dendograma, o perfil de sploligotypo de todos os

isolados submetidos 4 tipificagdo molecular.
Foram identificadas 33 estirpes agrupadas em 11 clusters. Nas duas regides estudadas,
mais de 18% dos isolados ndo foram identificados anteriormente nas bases de dados

internacionais.

Familias de M. tuberculosis isoladas e sua frequéncia na populacao
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As familias snBuz e snMM, foram assim denominadas para identificar grupos de isolados

com perfil comum, identificados em Buzi e Manhi¢a respectivamente (Grafico 4).
A familia denominada snMM apresenta um padrdo de spoligotipo caracterizado pela
auséncia dos spacers 30-33 e 35. A familia snBuz ¢ caracterizada pela delecao dos spacers

2;3-5;21-23; 29-32, 34 ¢ 40.

Verifica-se que na regido do Buzi, hd uma grande heterogeneidade genética de M.

tuberculosis enquanto na Manhica, o padrao ndo € pouco variavel (Graficos 5 e 6).
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Grafico 3 - Diversidade genética de M. tuberculosis no distrito de Buzi
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Grafico 4 - Diversidade genética de M. tuberculosis no distrito de Manhica
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A Tabela 6, ilustra as estirpes comuns nas duas regides e seu peso percentual na populagao
em estudo.

Em quase metade dos casos de TB na Manhica estdo implicadas as estirpes S e T1,
enquanto no Buzi, estas estirpes tem pouca expressdo. Neste ultimo distrito, 50% dos

isolados pertence as familias LAM, MANUI e EAI (East African Indian).
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Tabela 3 - Frequéncia de estirpes comuns de M. tuberculosis nos distritos de Buzi e

Manhica
Estirpe Buzi Manhiga
LAM 24% 10%
EAI 11% 2%
TI 5% 27%
S 3% 22%

Os biotipos MANUI, ST702 e ST129 foram isolados somente no Buzi. E o Biotipo ST70

foi encontrado somente em Manbhiga.

O indice de transmissdo recente, calculado pela formula de Small ez al. (1994), Citados por

Brudey et al. (2004), para a regido de Buzi foi de 28,2% enquanto para a Manhiga obteve-

se 65,8%.
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5. DISCUSSAO

5.1. Extrac¢ao do ADN

Na extraccdo de ADN a partir de diferentes matrizes, cultura, expectoragdo e coldnias
mortas, verificou-se algumas diferencas na qualidade do ADN obtido. Apos a extracgdo ¢
imperioso verificar e quantificar o ADN e através da leitura da absorvincia da amostra
num espectrofotometro pode-se ter ideia do grau de impurezas presente e rejeitar a
amostra.

Em laboratérios com limitagdes financeiras, ¢ recomendavel correr o ADN em gel de
agarose (1,5%) apos a extrac¢do e mesmo apos a amplificagdo (PCR), permitindo a
deteccdo de erros nas etapas iniciais do processo e prevenindo gastos de reagentes tais
como Taq Polymerase, primers, dNTP’s, streptavidina, que sdo bastante onerosos
comparando com a agarose.

No presente estudo, obteve-se extrac¢do satisfatoria em 80% das culturas, mas a tentativa
de extrair o ADN directamente de amostras clinicas resultou invidvel. Contrariamente ao
constatado por Kamerbeek et al. (1997) o ADN apresentava grande quantidade de
impurezas, o que fez com que estas fossem eliminadas da andlise pois apresentavam um
padrdo de hibridizagdo ndo muito nitido (Anexo VI). Com a extracgdo satisfatéria do ADN
directamente de amostras clinicas, pode-se ter um diagnostico preciso (até ao nivel de
estirpe) em 24 horas apods a colheita da amostra. Este facto reduz consideravelmente o
tempo de diagndstico, comparando com a cultura em agar seguida de genotipagem. Para
além da reducdo do tempo de diagndstico, o exame molecular directo reduz
consideravelmente os custos de diagnodstico, considerando o custo poupado de 30 USD
correspondente a cultura (Berg et al., 2007).

Nos ensaios moleculares, um dos desafios actuais ¢ o desenvolvimento de um método
apropriado de extraccdo de ADN para amplificagdio por PCR, em amostras clinicas
(expectoragdo e tecidos). Segundo Ruggiero et al. (2007) a dificuldade de extrac¢do do
ADN ¢ mais acentuada no caso de tecidos lesionados (no caso de bovinos) do que em
amostras clinicas de expectoragdo de humanos com TB, pois no tltimo caso ha geralmente
um grande nimero de bacilos presentes na amostra.

Para Berg (2007), a dificuldade parece consistir na dificuldade de concentrar as

micobactérias no pellet especialmente devido a flutuagdo e a tensdo superficial. A
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dificuldade de concentrar o pellet também constituiu um constrangimento no presente
estudo.

Apesar de Kamerbeek ef al. (1997) terem demonstrado que o método podia ser usado
simultaneamente para a detengdo e tipificacdo das micobactérias em amostras clinicas
como expectoragdo, lesdes tissulares e lavagens bronco-alveolares em menos de 2 dias,
mais estudos sdo necessarios para validar este método neste tipo de material.

Diferente do que acontece em cultura de células, em amostras clinicas, espera-se que haja
competicdo do ADN de matéria estranha com os primers o que pode resultar em fraca
amplificacdo do ADN do M. tuberculosis e as reacgdes de hibridizacdo também serdo
afectadas.

Uma pratica para obter padrdes mais nitidos de spoligotipagem pode ser o aumento de
numero de ciclos de 30 para 40 durante o PCR (Berg, 2007). Contudo ha o risco de ocorrer
amplificacdo de bandas ndo especificas que irdo hibridizar na membrana e levar a
interpretacdo errada dos resultados.

Apesar dos métodos de diagndstico com base em PCR serem cada vez mais usados para o
diagnostico rapido da TB, ndo hd consenso nos protocolos de extraccdo de ADN de
amostras clinicas.

Num estudo de avaliagdo da técnica de diagnostico por PCR do ADN de expectoragao feito
no Brasil (Suffyst et al., 2001), verificou-se inibicdo da reac¢do de PCR em 61% das
amostras, demonstrando que o procedimento como originalmente descrito ndo era
recomendado para andlise de amostras de expectoracao.

Actualmente, com a diversidade de kits de extrac¢do de ADN e o aperfeicoamento dos
procedimentos de amplificagdo, o diagndstico de culturas de micobactérias ¢ muito
sensivel mas quando a reac¢do ¢ empregue a amostras clinicas, ainda apresenta restri¢oes
quanto a sensibilidade

Segundo Roxo et al. (2002), varios investigadores tem recorrido a kits comerciais como a
solventes organicos (fenol-cloroformio) para extrair o ADN de amostras clinicas mas os
resultados tém sido muito irregulares. A existéncia de resultados negativos pode ser devida
a presenca de inibidores de reac¢do ou ainda as DNAses, que podem estar presentes
quando o método de descontamina¢do da amostra ndo ¢ adequado.

O sucesso do PCR, depende em grande parte presenca de ADN livre de contaminantes que
possam comprometer o processo de amplificagdo.

Segundo Samakoto e colaboradores (1999), a extraccdo de ADN de amostras de

expectoragdo passa necessariamente por uma fase preparatoria de digestdo e
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descontaminac¢do da amostra com N-acetyl-cystina-NaOH 2% e posterior conservagao a -
70 °C em aliquotas de 200 pl.

Embora observado o pré-requisito de biosseguranca 3 exigido para trabalho laboratorial em
tuberculose, a contamina¢do ainda ¢ um problema a ser vencido nos laboratdrios de
biologia molecular virados para o diagndstico desta doenca.

Com o objectivo de minimizar os riscos de contaminag¢ao, alguns procedimentos podem ser
aplicados como a desintegracdo do acido nucleico com acido cloridrico, e o isolamento de
areas do laboratorio para processamento de amostras clinicas e produto amplificado.
Devem ainda ser adoptadas precaugdes na recepcdo da amostra e na conservagdo e
manipulagdo em ambiente frio. O emprego de ponteiras com filtro também deve ser
observado (Kanduma et al., 2003). Sabe-se que geralmente o material antigo contém ADN
degradado. No presente estudo, as amostras permaneceram congelados por mais de seis
meses antes da extraccdo do ADN. A qualidade das amostras pode ter sido afectada ainda
por transtornos ocorridos no fornecimento de energia eléctrica.

A dificuldade de extraccdo do ADN e os elevados custos dos kits comerciais tem sido
indicados como os principais factores que impedem o diagndstico molecular directo pela
aplicagdo do PCR na rotina laboratorial de diagnostico.

Aldous et al. (2005) ao avaliarem seis métodos de extrac¢do de ADN de micobactérias
concluiram que o método o método de Te-buffer, usado no presente estudo, era o menos
dispendioso (0,03 USD por amostra) enquanto nos outros métodos o custo por extrac¢ao
variava de 1,05 a 3 USD. Apesar do baixo custo, o método ndo ¢ recomendado pela baixa
qualidade do ADN que proporciona (Berg, 2007; Aldous et al., 2001). Aldous e
colaboradores (2001) recomendam o método IDI Lysis (Infecto Diagnostic Inc.Lysis
tubes) como método de eleicdo (tecnicamente simples e o processo de extraccdo dura
menos de 1 hora). O método TE-buffer ndo ¢ simples tecnicamente e ¢ moroso (cerca de
20 horas).

Recentemente, foi proposto um novo kit para extrac¢do de ADN de amostras clinicas
(Biotools, 2007). O referido kit foi desenvolvido para a rapida obtencdo de ADN de alta
qualidade a partir de amostras de expectoragdo, lavagens bronquicas e tecidos. Disponivel
para 50 e 250 reacgdes, embora ndo se conheca o custo do teste, este parece ser promissor
para o problema da qualidade do ADN em amostras clinicas, dado que o uso de kits

comerciais s6 ¢ vidvel em larga escala.
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As técnicas de PCR e de outros métodos moleculares ainda ndo vém substituir os métodos
classicos de isolamento e identificacdo do agente, mas tém o objectivo de auxiliar o
diagnodstico laboratorial da TB, permitindo uma reducdo do tempo necessario para
confirmacdo e um diagnostico diferencial a nivel de estirpe, o que ajuda na compreensdo
da epidemiologia da doenga.

A redugao de tempo de diagndstico possibilitaria a tomada de medidas rapidas e adequadas
no controlo da doenga tanto nos humanos como nos animais, e auxiliaria na identificagdo
de factores de risco.

Surpreendentemente, no presente estudo foi recuperado com sucesso o ADN de colonias
mortas. Este facto contribuiu para que, mesmo depois de sucessivas avarias no sistema de
frio do Laboratorio de Referéncia para a Tuberculose, parte do material genético (c€lulas
cultivadas) fosse recuperado. Kamerbeek e colaboradores (1997), extrairam com sucesso o
ADN a partir de tecido embebido em parafina durante 40 anos, bem como de preparados
de laminas de microscopia coradas com Ziel-Neelsen ou auramina, revelando que quando
ha concentracdo do ADN, no caso de células de micobactérias, o método de extraccio ¢

eficiente.

5.2. Estirpes de Mycobacterium isoladas

5.2.1. A auséncia de M. bovis em doentes com TB

Contrariamente ao esperado, ndo foi isolado o M. bovis em casos de TB humana nas duas
regides estudadas, apesar de os factores de risco para a TB zoonotica estarem presentes.
Sessenta e sete porcento (67%) dos doentes do distrito de Buzi, bebe leite de vaca cra e
naquele distrito, a prevaléncia de TBb na popula¢do bovina ¢ de 8,5% (DINAP, 2004). Um
estudo feito por Mucavele, 2006 (dados nao publicados) naquele distrito, com base no teste
de tuberculina e confirmacdo apos abate, revelou que no sector familiar a prevaléncia era
de 5,8%, sendo a prevaléncia no efectivo do sector comercial de 10,7%. A nivel das
manadas a prevaléncia era de 28%.

Na Manhiga, os factores de risco estdo praticamente ausentes: hd pouco contacto com
bovinos, a prevaléncia de TBb ¢ inferior a 1% (DINAP, 2005) e o leite consumido ¢
maioritariamente processado industrialmente, dentro ou fora do pais.

Diferente de outros paises da regido, em muitas areas de Mogambique, ndo ha o habito de

consumo de leite. O facto pode dever-se a grande redu¢do do efectivo leiteiro que ocorreu
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durante o conflito armado assim como a baixa produtividade das racas bovinas locais. No
caso de Buzi, ¢ notdria a aversdo que a populacdo apresenta em relagdo ao leite de vaca.
Aqueles habitantes justificam a aversdo ao consumo de leite, indicando-o como tendo sido
a causa de linfadenite que ocorreu em criangas daquele distrito, no passado.

Por outro lado, verificou-se que, em ambos os distritos em estudo, a populagdo de doentes
era criadora de animais, contudo, os doentes criadores de gado bovino representavam
menos de 20%. Grande parte dos doentes, dedicava-se a criagdo de caprinos e aves.

Em vérios estudos que reportaram M. bovis como agente causal da tuberculose em
humanos, tais casos ocorriam em populacdes de risco especificas como magarefes e
tratadores de gado (Grange e Yates, 1994; Cosive et al., 1998; Kazwala et al., 2001b).
Cosive et al. (1998) sumarizou a informacao epidemiologica da tuberculose zoonotica em
varios paises Africanos e verificou que a propor¢do de casos de M. bovis em TB humana
variava de 0,4 a 5,4%.

Estudos recentes de tuberculose zoonoética nos paises vizinhos sdo escassos. Num estudo
feito no Kruger National Park na Africa do Sul, onde a prevaléncia de tuberculose por M.
bovis na populagdo de bufalos ¢ superior a 99%, em amostras de expectoragdo de 206
trabalhadores do parque submetidas a exame bacteriologico para pesquisa de
micobactérias, ndo foi isolado M. bovis e foi isolado M. tuberculosis em apenas 2
trabalhadores (Weyer et al., 1999).

Na Tanzania, com base em provas bioquimicas, Kazwala et al. (2001) reportaram uma
prevaléncia de 16% de casos de M. bovis em tratadores de gado. Mais recentemente foi
feito um outro estudo com objectivo de elucidar o perigo de transmissdo de TB zoonotica
pelo consumo de leite cru (Kazwala et al., 2004). De 805 amostras de leite analisadas, 31
foram positivas a micobactérias mas apenas 2 eram M. bovis e as restantes eram
micobactérias atipicas, que também constituem motivo de preocupac¢ao, principalmente em
regides onde a incidéncia de HIV ¢ elevada.

A importancia do M. bovis na epidemia da TB humana em Africa ainda ndo é muito clara.
Sao necessarios mais estudos, particularmente na regido sub-Sahariana, com objectivo de
avaliar a importancia da TB zoondtica nos diferentes paises (Kazwala, 2007).

O facto de o estudo aqui apresentado ter partido de doentes exclusivamente com
baciloscopia positiva (Bk+), limitou o estudo aos casos de TB pulmonar, ficando de fora os
casos extra pulmonares (TB ganglionar, mesentérica e intestinal). Quando a via de infec¢ao
¢ por ingestdo de carne ou leite infectado por M. bovis, deve-se ter atengdo aos casos de TB

extra pulmonares. Segundo a OMS, 15% dos novos casos de TB diagnosticados no ambito
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da estratégia DOTS em Mogambique sdo extrapulmonares (WHO, 2007). Casos de TB Bk-
ndo constituem prioridade no ambito da estratégia DOTS, onde o objectivo ¢ identificagdo
rapida dos disseminadores da doencga e tratamento imediato.

No estudo realizado por Kazwala e colaboradores (2001), verificou-se uma diferenga
significativamente alta de casos de M. bovis de isolados recuperados em casos de TB extra
pulmonar em relagdo aos casos de TB pulmonar. Os autores observaram racios de isolados
de M. bovis em casos de TB extra pulmonar em relacdo aos casos pulmonares de 6:1, racio
similar ao registado em estudos anteriores na Europa (5:1). Contudo, estudos recentes tém
mostrado que o agente pode ser muito comum em casos de TB pulmonar (Ayele et al.,
2004).

Num estudo realizado no Reino Unido (Gibson et al., 2004), verificaram que 13 dos 22
casos de TB por M. bovis haviam tido algum contacto com explora¢des pecudrias, seja por
trabalho extra em mungi¢do de vacas ou vivendo na sua infincia, ou mesmo criadores
reformados. Entre os doentes que participaram no estudo, o grau de contacto com bovinos
era reduzido.

A rotina de diagnostico estabelecida nos centros de referéncia para a TB em Mocambique,
ja € exclusiva: aos doentes BK+ e BK- com sinais clinicos de TB, sdo colhidas amostras
(de expectoragdo ou biopsia ganglionar) para cultura em agar. Para o cultivo, sdo usados
meios de cultura a base de ovo, enriquecidos com glicerol como fonte de carbono.
Contudo, o glicerol inibe até certo ponto o crescimento de M. bovis e potencia o
crescimento do M. tuberculosis (Carter et al., 1990).

Para melhor isolamento do M. bovis, Marcondes e colaboradores (2006) recomendam o
uso de agar Lj enriquecido com piruvato (Stonebrink) ou outros meios como o Agar
Middlebrook 7H11. No agar 7H11, as coldnias das espécies M. tuberculosis e M. bovis
mostram crescimento visivel 21 dias apds a sementeira (Kuivula, 2004; Marcondes et al.,
2006) e dao ainda a possibilidade de diferenciar o M. bovis do M. tuberculosis pelas
caracteristicas morfoldgicas das colonias (Marcondes et al., 2006). Embora a diferenciagio
com base nas caracteristicas morfologicas a observacdo macroscopica ndo permita um
diagnostico diferencial preciso, este procedimento pode constituir um passo preliminar
antes da genotipagem.

A colecgdo reduzida da amostra (n=79) pode ter contribuido para a auséncia de M. bovis
entre os isolados submetidos a genotipagem. Contudo, num estudo paralelo, desenvolvido

no Brasil envolvendo 232 amostras de doentes de Mogambique co-infectados com TB e
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HIV, também ndo foi encontrado o M. bovis (dados ndo publicados). O estudo envolvia

casos de TB pulmonar.

5.2.2. A variedade de estirpes de M. tuberculosis isoladas

As estirpes de CMT isoladas no presente estudo compartilham o mesmo padrdo com as
encontradas nos paises lilitiferos. Dinguimbaye et al. (2006), isolaram predominantemente
as estirpes LAM, w-Beijjing, “T” e “S”, num estudo em criangas internadas em Western
Cape na Africa do Sul. Na Tanzania, os biotipos predominantes sdo o CAS (Central Asian
Family), a LAM e a EAI (Eldholm et al., 2006). As duas ultimas foram registadas no
presente estudo. As estirpes T1 e LAMY, predominantes na Manhica, foram também
indicadas como predominantes em doentes num hospital de Portugal (David et al., 2004).
Os autores, na altura, levantaram a possibilidade de importacdo da doenca da América
Latina. Contudo, verifica-se que esta familia estd mundialmente dispersa. As estirpes T1 e
S sdo conhecidas como sendo cosmopolitas (Brudey et al., 2004; Vitol et al., 2006).

O Biotipo w-Beijing, conhecido como altamente patogénico e associado a ocorréncia de
surtos em comunidades de varias partes do mundo (Puustinen et al., 2003), ndo foi
encontrado nos isolados em estudo, apesar de estar presente e constituir motivo de
preocupacio na vizinha Africa do Sul.

No Buzi, verificou-se a presenca da estirpe LAM11ZWE, esta estirpe (ST59), ¢ comum em
surtos no vizinho Zimbabwe (Easterbrook et al., 2004) e ¢ exclusivamente Africana. Esta
estirpe, caracterizada pela auséncia dos spacers 21-24, 27-30 e 33-36, representa 47% e
65% dos isolados de M. tuberculosis no Zimbabwe e na Zambia respectivamente, e foi
designada SAF1-Southern Africa (Chihota et al, 2007). A presenca desta estirpe na
populacdo do Buzi pode ser justificada pela caracteristica migratoria da mesma.

A familia LAM ¢ a mais frequente na América Latina, Caraibas e no Mediterraneo
(Brudey et al., 2004). Na Venezuela, a estirpe LAM, ¢ responsavel por mais de 60% dos
casos de TB (Aristimund et al., 2006). Recentemente, esta familia foi classificada em 12
“subclasses”. No presente estudo, foram identificadas as subclasses 1, 3 e 9; a familia EAI
ocorre com maior frequéncia na Africa Oriental e na India (Filliol et al., 2002; Brudey et
al., 2004; Vitol et al., 2006). A estirpe T1 foi a segunda mais predominante no estudo. O
facto de as estirpes EAI estarem presentes nos dois distritos ndo surpreende ja que nas duas
regides houve (e ainda hd) grande influéncia de emigrantes indianos comerciantes. A
Estirpe MANU, encontrada no distrito de Buzi, ¢ também conhecida como uma variante

originaria da India.

110



Verificou-se no Buzi, a existéncia de uma grande diversidade genética das micobactérias.
Este facto pode dever-se a factores como movimentos constantes daquela populagdo e a
tivacdo de infecgdes latentes. O facto mostra, por outro lado, que ndo ha uma relacdo clara
entre casos de TB naquela populagdo. As mesmas observagdes foram feitas por Vitol et al.
(2006) que defendem que isolados que ndo pertengam a estirpes idénticas sdo indicativos
de reactivagdo de uma infec¢do latente. Esta situagdo ¢ estimulada por factores
imunodepressivos, tais como a mal nutri¢do, a infec¢do por HIV, entre outros factores
ambientais. No estudo, constatou-se que o indice de co-infec¢do na nossa amostra TB/HIV
¢ de 41,1%. A nivel nacional a prevaléncia de HIV, em casos incidentes de TB, ¢ de 50%
(WHO, 2007).

Ao contrario do Buzi, para isolados provenientes do distrito da Manhiga verifica-se um
predominio claro de certas estirpes (S, T1 e LAM9) que representam 60% dos isolados
daquele distrito. As referidas estirpes podem estar implicadas em cadeias de transmissao
recente. Esta constatagdo ¢ partilhada por Vitol et al. (2006) que concluiu que isolados com
um padrdo genético idéntico (pertencentes a mesma estirpe), tém alta probabilidade de
estarem envolvidos numa cadeia de transmissdo recente. Este facto ¢ fundamentado pelo
indice de transmissdo recente calculado em 65,8% para Manhica. Num estudo feito por
Brudey (2004) na Suécia, onde a prevaléncia de TB ¢ muito baixa, verificou-se um indice
14,1% de transmissao em curso. Naquele caso, grande parte dos casos de TB era devido a
reactivacdo de infeccdes latentes.

Um estudo feito por Malik e Godfrey-Fausset (2005) reporta que um surto numa escola no
Reino Unido foi causado por um caso de tuberculose ndo diagnosticado numa crianca da
mesma escola. Um outro estudo feito em 2000 pelo mesmo autor, e por ele citado, mostrou
que numa comunidade exploradora de minas de ouro, um terco de casos de TB eram
disseminados por pacientes que cronicamente transmitiam o agente apoOs falha de
tratamento. A associacdo dos dados genotipicos, clinicos e demograficos pode ajudar a
identificar os focos de disseminacdo da doenga, contudo, ndo constituia objectivo do
presente estudo.

Grande parte (73,4%) das estirpes identificadas nos casos de TB humana compartilha o
gendtipo com o encontrado na base de dados Internacional SpolDB4. Contudo, ha ainda
alguns genotipos ndo registados anteriormente nesta base de dados. A base de dados cuja
ultima actualizagdo foi em Setembro de 2005, considera a diversidade de isolados de
pacientes de 141 Paises (Brudey, 2006). Este facto ndo deve ser necessariamente

interpretado como sendo estirpes locais pois poucos estudos de Spoligotipagem foram
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feitos no mundo e, em particular, em Africa. Eldholm er al. (2006), num estudo na
Tanzénia, obtiveram 64% de padrdes ndo descritos anteriormente. David e colaboradores
(2005), num estudo em doentes de TB em Portugal, verificaram que 21% dos genotipos
encontrados ndo compartilhava o spoligotipo com a base de dados internacional.

Segundo Puustinen ef al. (2003), a presenca de estirpes Unicas pode ser explicada pela falta
de informacdo nos outros paises (particularmente nos paises vizinhos), que possam
interferir na cadeia de transmissdo das micobactérias.

Este foi o primeiro trabalho feito em Mogambique na 4rea de biologia molecular de
bactérias do género Mycobacterium. Embora ndo se tenham evidenciado casos de M. bovis
em Humanos, a situacdo epidemioldgica do pais indica para a existéncia da TB zoonotica.
O trabalho contribuiu para dar uma primeira ideia sobre diversidade genética das

microbactérias circulantes em 2 regides de Mogambique.

5.3. Limitacoes do estudo com base na Sploligotipagem

A técnica de Spoligotipagem pode reduzir o tempo necessario para o diagnostico quando a
tipificacdo ¢ feita directamente a partir de amostras clinicas, mas ¢ uma técnica
relativamente onerosa e requer pessoal treinado.

Uma das grandes dificuldades no método de Spoligotipagem ¢ a andlise de artefactos
(hibridizagdes ndo especificas), um problema dificil de resolver. Para minimizar este facto,
¢ importante usar duas membranas de hibridizacdo diferentes para as mesmas amostras.
Esta tentativa de melhorar a qualidade dos resultados acarreta custos.

No presente estudo, foram colocadas fora de andlise as placas que apresentavam diferentes
tons de hibridizacao, facto que contribuiu para a redu¢do do ntimero de isolados tipificados
COm SUCesso.

A segunda limitante do método usado, € que este ndo tem a capacidade de revelar casos de
infec¢@o mista por duas ou mais populagdes do bacilo. Para tal, seria necessario recorrer a
estudos com base em novos marcadores tais como MLVA e SNP’s (Brudey et al., 2006).
Em zonas de alta prevaléncia de TB, a existéncia de infec¢cdes mistas pode em certa

medida interpretacdo errada dos resultados.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A metodologia actualmente empregue em Mogambique para o diagnostico da TB humana,
¢ ineficaz para distinguir o M. tuberculosis dos casos associados a M. bovis.

A diferenciagdo de espécies e estirpes do CMT pela técnica de Spoligotyping € muito
simples, tem boa reprodutibilidade, pratica, rapida de facil de interpretacao dos resultados.
As técnicas de PCR e outros métodos moleculares ainda ndo vem substituir os métodos
classicos de isolamento e identificacdio do agente mas tem o objectivo de auxiliar o
diagnostico laboratorial da TB e apoiar estudos da epidemiologia da TB. Sdo necessarios
estudos que contribuam para o estabelecimento de um método eficaz de extraccdo de ADN
de micobactérias presentes em amostras clinicas.

No presente estudo, ndo houve evidéncia de transmissdo da tuberculose de bovinos para
Humanos, uma vez que ndo foi identificado o M. bovis entre os isolados implicados em
tuberculose pulmonar no Homem. Contudo, ¢ importante monitorizar a tuberculose bovina
em Humanos, especialmente naqueles em risco elevado de infec¢do primaria, como € o
caso de agricultores e trabalhadores de matadouros.

As estirpes de M. tuberculosis mais abundantes na populagdo em estudo foram as familias
LAM (16,5%), T1 (16,5%) e S (12,7%). Algumas estirpes sdo compartilhadas entre as duas
regides em estudo, conquanto, com predominadncia diferente. 25% dos padrdes de
spoligotipo obtidos ndo foram registados anteriormente na base de dados internacional.
Duas novas familias (locais) de M. tuberculosis foram identificadas e denominadas, no
presente estudo de snBuz e snMM. 18% dos isolados apresenta padrao genético unico.

Os resultados encontrados levam-nos a concordar com o sugerido por Brudey et al. (2006),
segundo o qual, a estrutura genética da populacdo de M. tuberculosis estd fortemente
ligada a escala geografica o que refor¢a a importancia de esfor¢o localizado no controlo da
TB.

Existe em Mog¢ambique uma grande diversidade genotipica de M. tuberculosis. Esta
diversidade foi mais acentuada no distrito de Buzi do que no da Manhiga, neste estudo.

A andlise dos padrdes genotipicos observados, sugerem que os casos de TB no Buzi estao
sdo devido a reactivacdo de infec¢des latentes enquanto na Manhica h4d um processo activo
de dissemina¢ao do M. tuberculosis.

O uso da técnica de Spoligotyping no diagndstico da TB em Mogambique ¢ de extrema

importancia no diagnostico rapido e especifico da TB. Este método torna-se mais util para
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a vigilancia dos casos de TB multirresistente aos farmacos e casos de doentes expostos ao
bacilo bovino, como ¢ o caso de veterinarios, tratadores de gado e magarefes.

No ambito clinico, o conhecimento das variantes genéticas ¢ util, pois permite identificar
surtos, casos de recaidas e fracassos no tratamento.

A extrac¢do de ADN a partir de expectorag@o (conservada em congelacdo) ndo mostrou ser
eficaz neste estudo.

O sucesso da técnica de Spoligotyping, depende em grande parte presenca de ADN livre de
contaminantes que possam comprometer o processo de amplificacao.

Com vista a identificar as estirpes envolvidas na tuberculose bovina, um estudo paralelo
(cujos resultados ainda ndo estdo disponiveis) estd sendo desenvolvido com amostras

provenientes dos matadouros dos mesmos distritos.

O presente estudo contribuiu com resultados que fornecem uma visdo inicial sobre a
biodiversidade genética das estirpes do Complexo M. tuberculosis existentes em
Mogambique. Porém, o mesmo esta longe de ter esgotado o assunto. Deste modo, tecem-se
algumas recomendacdes:

- O prosseguimento de estudos que evidenciem a transmissdo zoondtica da tuberculose.
Futuros estudos devem ser orientados para populacdo de risco especifico (tratadores de
gado, trabalhadores de matadouros e veterinarios);

- Que os casos diagnosticados de TB extra pulmonar sejam, de maneira rotineira,
submetidos a tipificagdo molecular para melhor compreensdo da génese de tais casos;

- A realizagdo de estudos moleculares que permitam esclarecer a relagdo entre surtos,
facilitar a identificagdo de focos de doenga, prevenindo a disseminacdo a partir dos
mesmos;

- A realizacdo de estudos moleculares associados a epidemiologia classica, por forma a
identificar estirpes multirresistentes aos firmacos, para a tomada de medidas adequadas
tendentes a reduzir casos de recorréncia e multirresisténcia;

- Para reduzir o grau de impurezas nos produtos de extrac¢do, recomenda-se a realizagao
de extraccdo de ADN, seguida de amplificacdo imediata (evitando a conservacdo em frio),
e encurtar o tempo entre a hibridizacdo e a amplificagdo, uma vez que variacdes na
temperatura afectam a qualidade dos produtos de PCR e, consequentemente, o sinal de
hibridizagao;

- Estabelecer uma técnica mais eficiente para a extraccdo do ADN, a partir de amostras

clinicas.
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- Para futuros estudos de M. bovis em humanos, recomenda-se o procedimento de
Marcondes e colaboradores (2006) e Diguimbaye et al. (2006): uso de agar Lowestein-
Jensen enriquecido com 0,6% de pyruvato de sddio ou agar Middlebrook 7H11, seguida de
tipificacdo molecular. Paralelamente, devera proceder-se ao cultivo da mesma amostra em
agar Lowestein-Jensen enriquecido com 0,75% de Glicerol. As placas devem ser incubadas

a37°C.

O trabalho contribuiu para o estabelecimento da ligacdo entre profissionais de saude
humana e de satde animal em Mocambique. Tal ligagdo era, até ao momento, limitada a
area da cisticercose suina. O lago profissional entre médicos e veterinarios ¢ fundamental
para o desenvolvimento de acgdes conjuntas no controlo de zoonoses. Sabe-se que 70%

dos casos das doengas emergentes no homem tem origem nos animais.
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ANEXO 1. CONCEITOS BASICOS APLICAVEIS EM MICOBACTERIOLOGIA
MOLECULAR (CDC, 2007)

Genotipo: Designagdo que resulta de uma ou mais das trés técnicas moleculares usadas
para o M. tuberculosis, nomeadamente: Spoligotyping, MIRU analysis e IS6110-
RFLP.

“Cluster”: Constitui um cluster dois ou mais isolados de M. tuberculosis que possuem o
genotipo comum. Um cluster epidemiologico sdo dois ou mais individuos com TB
com relagdes epidemiologicas conhecidas.

Estirpe endémica: Uma estirpe de M. tuberculosis que circula numa populagdo

relativamente circunscrita por muitos anos. Individuos infectadoscom a estirpe
endémica geralmente ndo estdo envolvidos numa cadeia comum de transmissao
recente (nos 2 anos anteriores).

Genotipo unico (genotipo ndo compartilhado): Designagdo do genotipo que ndo possui

mesmo padrdo que nenhum outro isolado de TB na mesma base de dados.

Contacto proximo: Individuo que compartilha o mesmo espaco de ar com outro doente.

Cadeia de transmissdo recente: Individuos com TB que se transmitiram o M. tuberculosis

recentemente. A genotipificagdo fornece informacdo adicional as ligacdes
epidemiologicas tradicionais na definicdo de cadeias de transmissdo recente uma
vez que individuos envolvidos na mesma cadeia de transmissdo quase sempre
apresentam isolados de M. tuberculosis com genotipos comuns.

Transmissdo recente: Transmissdo de TB que tenha ocorrido num passado recente ao

contrario da reactivagdo de uma infecc¢do latente. Apesar de o periodo de tempo que
destingue a TB resultante a transmisdo “recente” e a resultante da reactivagdo de
infeccdo ndo estar bem defenido, geralmente ¢ definida como “recente”’quando a
transmissao ¢ dentro de dois anos.

Reinfeccdo vs. Relapso: Um caso de relapse de TB, representa o agravamento de uma

infeccdo depois de um periodo de melhoria e ¢ causada pela mesma estirpe de M.
tuberculosis. Designa-se reinfeccdo nos casos de TB causada por uma segunda
infecgdo por uma estirpe diferente da envolvida na infec¢do inicial. A
genotipificacdo do par de isolados inicial e subsequente pode fazer a destingdo das

duas possibilidades.
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ANEXO II. DADOS BIOINFORMATICOS DOS 50
FREQUENTES A NIVEL INTERNACIONAL

PADROES DE CMT MAIS

ST n® [ lineage/sublineage | Binary spoligotype Octal** | Total [Frequency
181 AFRIT X, - TT0TTTITTITITETA 2 0.75
331 AFRIZ NI, ¥ O 774077607777071 74 20
438 AFRI3 O ) O Y O ) ) 774077777777071 30 0.08

1 Beijing o | T 1] 000000000003771 4051 11.28
482 BOV1 [T = 7 676773777777600 2401 6.68
683 BOVZ Y 664073777777600 2770 7.71
479 BOV3 [ 1 640013777777600 204 0.57
647 BOV4 T 200003777377600 166 0.48
691 BOV1-variant 1 . I 676573777777600 175 0.48°
665 BOV1- variant2 [ L EEE 616773777777600 120° 0.33°
676 BOV2-variant! I Y O Y Y )Y Y} 664073774037600 177 0.49°
679 BOV2-variant2 664073777763600 428~ 1.19°
592 canettii 000000000101000 9 0.03
26 CAS1-Delhi 703777740003771 1076 3
21 CAS1-Kil 703377400001771 158 0.44
25 CAS1-variant I Y )Y Y )YV I 703777740003171 128 0.35*
288 cas2 [ | Semmsmm | [ | | || Sessssemeses | | | ||| 700377740003771 79 0.22
405 Zero T T T T T o o ] 777777000000011 19 0.05
100 MANU1 TTTTITITI3771 75 0.21
54 MANUZ EEEEE NSNS SNE NSNS NS TTTTTTTTITTEITT 160 0.45
1378 MANU3 N T A T T O O B 7IITTITITIT0771 28 0.08
539 microti T T T A [ 000000000000600 38 0.11
593 PINI1 DT | O I O 3 [N ] 074000037777 11 0.03
637 PINI2 Y Y O O I Y)Y} 0000000077776 93 0.26
236 EAI-S . A 1014 282
a8 EAI1-SOM YO - FTTITTTITTA13731 450 125
19 EAI2-Manilla (T3 X IO 6777774T7413771 544 1.51
89 EAI2-Nonthaburi Y 0 N O I 674000003413771 72 02
1 EAIB-IND -, F N Y ATTTITTITT413071 432 1.2
139 EAI4-VNM Y 7TTTTTTT4413771 347 0.97
591 EAIG-BGD1 OO0 7777757413771 169 047
1898 EAI7-BGD2 N A 0 ¥ Y /3 TIITITITO0 68 0.19
109 EAIB-MDG o 1T T T T M T [T NeEw W ] T ATTTTTIT7 63 017
a7 H1 [T T T T T T T e e T 7777774020771 1236 3.44
62 Hi-varianti NI, A 7777774020731 171° 0.44°

2 H2 Y Y O O Sy 000000004020 296 0.82
50 H3 I NN e 1963 5.46
127 Ha [ O [ [T T T[T TT T [T [ 11 W ewww | [ ] 374 1.04
20 LAMO1 [T T TP T T T e T T T e T T 484 1.35
17 LAMO2 [ | = . i 41 1.14
33 LAMO3 i ¥ NI, 509 1.42
60 LAMO4 ¥J. e ] 148 .41
93 LAMOS ¥ 33 264 0.73
64 LAMOE o 172 0.48
a1 LAMO7-TUR Ny NI, TTTTTTA04760771 160 045
290 LAMOB ] TTTTTTE06760771 22 0.06
4z LAMOS ¥ ] TITTTTE0T7E0771 1930 5.37
61 LAM10-CAM 1Y, ] TITTTTT43760771 432 1.2
59 LAM11-ZWE T S ) S T7T7TTE06080771 240 067
209 LAM12-Madrid1 [ | || SEemsEs || | Weems | || | Sees || | ] 776017607760771 24 0.07
53 T N T O O ) TTTTTTITITE0771 5412 17.85
280 T1-RUS2 NN, NN, T70000777760771 63 0.18
34 s J I TT6ITTITITE0771 648 1.8
52 T2 IO — TTTTTTTTITE0731 840 234
135 T2-Uganda s W | ] TITTITITITE0730 48 0.13
3r T3 NI TATTTITB0771 277 077
149 TI-ETH i VI T77000377760771 221 062
40 T4 ¥ TITTTTE77760771 168 047
39 T4-CEU1 T VO TTTTTTIATIBOAT 133 037
a4 T5 YOI TTTTTSTTE07TA 298 083
58 T5-Madrid2 - VI TTTTTTSE7760771 103 0.29
254 T5-RUS1 YOO YOI, 777760007760771 100 028
1737 Tuscany NI, NI 777760017760771 1 0.03
451 H37Rv . ] TTTTTTATITE07TA 147 0.41
627 T3-0SA EEEE ) SR SN . 741737777760771 19 0.05
19 x1 N T A T T O O O O 77I7TIETTTTE07TA 956 266
137 x2 7TTTTETTITEOE01 1089 298
38 X2-variant1 777776407760801 125° 0.34°
92 X3 700076777760771 899 1.95
a1 X3-variant1 T00036777760771 143* 038"
197 X3-variant? [ | Semmesmews | | & [ | [ | | | | | mmww | & ] | 700036777760731 244° 0.67°
51 undesignated T T A O S 77TTTTITI760700 158° 0.43°
4 LAMI/S U O I O JI 000000007760771 118" 032"
73 T3-variant I 777737T7T760731 114~ 0.32°
210 J ] N 776037777760771 104* 0.29"
49 H3-variant I . TIITTTITIT20731 102° 0.28*
46 L N O Y ) YY) 777777770000000 95* 0.26"

Fonte: Brudey et al. (2006)
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ANEXO III. MAPA DE MOCAMBIQUE E AS REGIOES ESTUDADAS

BUZI

MANHICA
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ANEXO IV. FICHA DE RECOLHA DE DADOS DOS DOENTES

Ficha de Colheita de Dados
BOVIS

Ficha Numero

Identificacdo
Nome

Idade (em anos)
Sexo 1-Masculino; 2-Feminino

Raca

1-Negra; 2-Branca; 3-Outras

5 1-analfabeta 2- primaria 3-secundaria
Educagdo [/
1-Maputo
2-Gaza
3-Inhambane
4-Sofala
5-Manica
. 6-Tete
Naturalidade 7-Zambezia
8-Nampula
9-Cabo Delgado
10-Niassa
11-Estrangeira
12-Sem Informacéo
1-Maputo
2-Gaza
3-Inhambane
o o 4-Sofala
Residéncia nos ultimos 2 anos 5-Manica
. 6-Tete
Regido rural 7-Zambezia

. 8-Nampula

cidade 9-Cabo Delgado

10-Niassa
11-Estrangeira
12-Sem Informacéo
1-Sim
Viagens Recentes 2-Nao ) ,
Se Nao salte para a secgdo seguinte
L 1-Sim
Provincias 2-Nao
. 1-Sim
Estrangeiro 2-N3o

Ocupacao

Mineiro 2-N3o
Antecedentes

Tratamento anterior de tuberculose 2-N3o
Silicose 2-N3o

Alimentacédo
Bebe leite 2- NZo
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ANEXO V. IMAGEM DE PADROES DE HIBRIDIZACAO USANDO DUAS
MATRIZES DIFERENTES COMO FONTE DE ADN

A - CULTURA EM AGAR

B - AMOSTRAS CLINICAS
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ANEXO VI. DENDOGRAMA DO PERFIL DOS SPOLIGOTIPOS IDENTIFICADOS
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//pasteur-guadaloupe.fr.8081/SITVITdemo/.) ndo, corresponde a estirpes nao

identificadas na SpolDB4. Orphan, biotipo representado apenas por 1 isolado na

base de dados internacional.

SpolDB4

(http

SIT (Shated International Type). Biotipo compartilhado na base de dados SpolDB
Quantidade, corresponde ao nimero de isolados com o mesmo padrio registados na




