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BACK-BRITO, G. N. Presenca de Candida, Staphylococcus,
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na cavidade bucal de
pacientes HIV positivos. 2006. 159f. Dissertagdo (Mestrado em
Biopatologia Bucal, Area de Concentracdo em Biopatologia Bucal) —
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos campos, Universidade
Estadual Paulista. Sdo José dos Campos.

RESUMO

Alteracdes na microbiota bucal podem ocorrer na vigéncia de doencgas
sistétmicas e durante o tratamento destas, ocasionando superinfeccoes.
Reservatorios bucais de patégenos potenciais, como Candida, Staphylococcus,
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae podem ocasionar infecgdes bucais ou
sistémicas e comprometer a vida de pacientes imunossuprimidos. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a presenga de microrganismos dos géneros
Candida e Staphylococcus e das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonaceae na cavidade bucal e sitios periodontais de individuos HIV
positivos. Foram estudados 45 pacientes HIV positivos e 45 individuos
sistemicamente saudaveis com perfil semelhante aos HIV positivos. Enxagies
bucais e amostras de sitios periodontais foram obtidos e a partir destes foi
realizada avaliagdo da prevaléncia dos microrganismos e identificagao fenotipica
dos isolados. As contagens de microrganismos dos grupos HIV e controle foram
comparados estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney (5%). Leveduras do
género Candida e Enterobacteriaceae/Pseudomonadaceae foram detectadas em
numero significativamente maior na cavidade bucal e sitios periodontais dos
pacientes HIV positivos em relacdo aos controles, sendo C. albicans e
Enterobacter cloacae as espécies prevalentes em ambos os grupos. Nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa nas contagens de
estafilococos nos grupos estudados. A presenga dos microrganismos na
cavidade bucal e sitios periodontais dos pacientes HIV foi avaliada em relacao
as contagens de células CD4+ e carga viral pelo teste ANOVA Kruskal-Wallis
(5%). As contagens de enterobactérias e pseudomonas foram significativamente
menores na cavidade bucal de pacientes com baixas contagens de células
CD4+. Contagens de Candida spp. e Staphylococcus spp. apresentaram-se mais
baixas na cavidade bucal de pacientes com menor carga viral. As contagens dos
microrganismos nos pacientes HIV positivos fumantes e n&o fumantes foram
comparadas pelo teste Mann-Whitney (5%), n&o havendo diferenca
estatisticamente significativa. Concluiu-se que o grupo HIV apresentou maior
prevaléncia de Candida spp. e Enterobacteriaceae/Pseudomonaceae e maior
diversidade de espécies em relagdo ao grupo controle.

PALAVRAS-CHAVE: HIV; Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida; infecgao;
bactérias; leveduras.



1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS/SIDA)
foi reconhecida em meados de 1981, nos Estados Unidos da América
(EUA), a partir da identificagdo de um numero elevado de pacientes
adultos do sexo masculino, homossexuais e moradores de Sdo Francisco
ou Nova lorque, que apresentavam Sarcoma de Kaposi, pneumonia por
Pneumocystis carinii e comprometimento do sistema imune, o que levou a
conclusao de que se tratava de uma nova doenga, ainda ndo classificada,
de etiologia provavelmente infecciosa e transmissivel. Somente em 1983,
0 agente etioldgico foi isolado de pacientes com AIDS. Trés anos depois,
em 1986, foi identificado um segundo virus com caracteristicas
semelhantes ao primeiro. Nesse mesmo ano, recomendou-se Human
Immunodeficiency Virus ou Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) para
denomina-lo, reconhecendo-o como capaz de infectar seres humanos. O
HIV é um retrovirus com a capacidade de infectar células de defesa por
meio do receptor CD4 (BRASIL?, 2003) levando & diminuicdo no nimero
de células T auxiliares, com consequente perda da fungdo imunologica.

O HIV-1 e o HIV-2 passaram a infectar o homem ha
poucas décadas sendo que alguns trabalhos cientificos recentes sugerem
que isso tenha ocorrido entre os anos 40 e 50 (BRASIL?, 2003).
Atualmente, estima—se que ha aproximadamente 40,3 milhdes de
pessoas infectadas com o virus HIV em todo o mundo, sendo que no
Brasil existem, aproximadamente, 600 mil portadores do virus HIV
(BRASIL?, 2005). A regido Sudeste concentra 68,7% dos casos de AIDS
e dos cem municipios brasileiros com o maior numero de casos

notificados de AIDS (por cem mil habitantes) estdo quatro municipios da



Regido do Vale do Paraiba, conforme os dados do Ministério da Satde®
(2003).

Manifestacdes bucais e infecgdes oportunistas geralmente
estdo presentes nestes pacientes e sao decorrentes da evolugdo da
infeccdo, sendo as mais frequentes: candidose bucal, doencas
periodontais necrosantes e leucoplasia pilosa, entre outras
(KHONGKUNTHIAN et al."® 2001; BENDICK et al.”, 2002; VILLACA &
MACHADO?*, 2004). Cerca de 90% dos pacientes com AIDS apresentam
pelo menos uma manifestagéo bucal (BENDICK et al. °, 2002; VILLACA
& MACHADO?*, 2004), o que faz com que o cirurgido — dentista tenha um
importante papel, ndo somente na conduta e tratamento das lesdes
presentes, como também no diagnostico da infecgdo pelo HIV e na
prevencgao de outras patologias.

A microbiota bucal em individuos saudaveis é
relativamente estavel, mas significantes alteragdes podem ocorrer na
presenca de doengas sistémicas e durante o tratamento destas (JOBBINS
et al.®®, 1992; HAGG et al.”®, 2004). Enterobactérias, estafilococos e
leveduras sé&o considerados microrganismos superinfectantes e podem
ser encontrados na saliva, mucosas bucais, biofilme supragengival e em
bolsas periodontais (SLOTS et al.?®®, 1988; RAMS et al.”®'2 1990; SLOTS
et al.?®>%%7 1990; FLYNN & SLOTS®?, 1993; PANNUTI et al.'®’, 2001).
Sua ocorréncia na cavidade bucal tem sido associada a antibioticoterapia
prolongada, resposta imune deficiente e higiene bucal inadequada
(SLOTS et al?® 1991; HELOVUO et al.®®, 1993; DAHLEN &
WIKSTROM*, 1995; VAN WINKELHOFF et al.?*?, 1996).

A presenga de espécies bacterianas, ndo consideradas
como periodontopatégenos verdadeiros, no biofilme subgengival tem sido
investigada como indicadora ou contribuinte potencial para a patogénese
da doenca periodontal (HAFFAJEE & SOCRANSCRY’®, 1994;
LOVEGROVE'#, 2004). Villaga & Machado®® (2004) relataram que a

presenca de patdgenos atipicos na microbiota subgengival de pacientes



soropositivos e a evolugdo da infeccdo pelo HIV, podem estar
relacionadas com a rapida evolucao da periodontite nesses pacientes.
Dahlén®®, em 1993, relatou que a presenca de patégenos
potenciais, como enterobactérias, Staphylococcus aureus e Candida spp.,
deveria ser considerada importante, especialmente em pacientes com
desordens sistémicas como diabetes mellitus, neutropenia, agranulocitose
ou AIDS. Reservatérios bucais destes microrganismos podem causar
patologias e comprometer a vida de pacientes debilitados ou
imunocomprometidos, podendo causar infecgdes sistémicas, uma vez que
a cavidade bucal representa uma porta de entrada para estas infeccoes.
Apesar da importancia deste assunto, poucos trabalhos a
respeito de microrganismos superinfectantes na cavidade bucal destes
pacientes tém sido desenvolvidos no Brasil. O maior destaque das
pesquisas odontolégicas brasileiras nestes pacientes tem sido as
leveduras do género Candida. Visto que reservatérios bucais de
patdgenos potenciais, como enterobactérias, estafilococos e Candida,
podem ocasionar infecgdes bucais ou sistémicas e comprometer a vida de
pacientes debilitados ou imunossuprimidos, julgou-se de grande valia o
estudo da prevaléncia destes microrganismos potencialmente
superinfectantes na cavidade bucal e sitios periodontais de pacientes

infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)

Em junho de 1981, o centro de controle de doencgas da
cidade de Atlanta, responsavel pela vigilancia epidemiolégica dos EUA,
divulgou um artigo relatando cinco casos de pneumonia causados por
Pneumocystis carinii em homens jovens anteriormente saudaveis, que
tinham em comum o fato de serem homossexuais. Um més depois, em
julho de 1981, este mesmo centro divulgou outro artigo, relatando, desta
vez, um surto de Sarcoma de Kaposi e pneumonia por Pneumocystis
carinii entre as comunidades homossexuais masculinas de Nova lorque e
Los Angeles. A nova doenga difundiu-se entre a comunidade médica
como “Doenga da imunodeficiéncia relacionada aos gays” e foi divulgada
por grande parcela da midia como “cancer gay” (VERONESI et al.®*,
1999; BRASIL?®, 2006).

A busca do agente etiolégico desta imunodepressao
tornou-se prioridade para os pesquisadores envolvidos com esta nova
patologia. Agentes exdégenos, como fatores ambientais e quimicos, e
agentes infecciosos passaram a ser estudados. Os inalantes a base de
nitrilo de amilo, freqientemente usados como afrodisiacos em locais de
recreagdo homossexual foram pesquisados. Alguns virus também
passaram a ser investigados, como o citomegalovirus e, posteriormente,
alguns retrovirus. Outros pesquisadores comegaram a estudar aspectos
comportamentais do estilo de vida dos afetados pela doengca e seus

parceiros. Por meio da analise desses dados, em dezembro de 1981,



concluiram tratar-se de uma doenca infecciosa, transmitida através do ato
sexual. No entanto, novos casos de imunodeficiéncia adquirida,
semelhantes aos anteriormente encontrados, foram reconhecidos, logo
apos, em usuarios de drogas endovenosas. Relatos de casos da nova
doenca em heterossexuais com historia recente de transfusdo sanguinea
levaram a hipdtese de transmissao da doenga por sangue contaminado.
Com o surgimento de alguns casos de imunossupressao em criangas,
filhos de wusuarias de drogas, tornou-se evidente a ocorréncia da
transmissao perinatal (VERONESI et al.?**, 1999).

Em 1983 o agente etiolégico foi identificado. Um virus
com atividade de transcriptase reversa foi isolado a partir de um linfonodo
de um paciente com linfoadenopatia persistente e de um paciente com
AIDS pelos pesquisadores Luc Montaigner, na Franca, e Robert Gallo,
nos EUA, recebendo os nomes de Lymphadenopathy Associated Virus ou
Virus Associado a Linfadenopatia (LAV) e Human T-Lymphotrophic Virus
ou Virus T-Linfotrépico Humano tipo Il (HTLV-IlI) respectivamente nos
dois paises. Em 1986, foi identificado um segundo agente etiolégico de
dois pacientes com AIDS originarios da Africa Ocidental, também
retrovirus, com caracteristicas semelhantes ao primeiro virus isolado.
Nesse mesmo ano, recomendou-se Human Immunodeficiency Virus ou
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) para denomina-lo, sendo,
portanto, distinguidos em HIV-1 e HIV-2, reconhecendo-os como capazes
de infectar seres humanos (VERONESI et al.?**, 1999; BRASIL?®, 2003).

Quanto a origem do HIV, a maioria dos cientistas admite
que este virus seja originario de primatas, tendo, de alguma maneira, sido
transmitido para a espécie humana. Isto porque a semelhanca entre o
Virus da Imunodeficiéncia dos Simios de macacos mangabey (SIVsm)
com o HIV-2 é tal que é provavel que esses virus tenham evoluido de um
ancestral comum. Especula-se que o SIV tenha infectado o homem ha
cerca de 30 a 40 anos e evoluido para o HIV-2. Ja o HIV-1 tem o0 genoma

intimamente relacionado ao Virus da Imunodeficiéncia dos Simios de



chimpanzés (SIVcpz), mais do que qualquer retrovirus de origem simia
conhecido, podendo ser considerado subtipo do mesmo virus. Embora
tenha — se o conhecimento de um ancestral comum entre o HIV-1 e HIV-2
com primatas ndo humanos da Africa, ainda ndo se sabe as
circunstancias que conduziram a emergéncia e subsequente evolugao do
HIV para se tornar um importante patégeno humano (APETREI et al.’,
2005).

A transmissao inicial de retrovirus de primatas, como o
SIVsm e SlIVcpz, para o homem pode ter ocorrido de varias maneiras,
seja pela ocasidao da caga e captura (mordidas e escoriagbes), ou
quaisquer contato direto com seu sangue (VERONESI et al.?*, 1999;
MARX et al."*®, 2004). Uma vez concretizada a transmiss&o, varios fatores
da sociedade humana, tais como, a urbanizagdo, promiscuidade sexual,
emprego de transfusdes de sangue e de hemoderivados, uso de drogas
endovenosas com compartilhamento de seringas, contribuiram para a
disseminagdo mundial (VERONESI et al.?**, 1999; BLACK'"", 2002).

O HIV pertence a familia Retroviridade, e € membro da
sub — familia dos Lentivirinae, virus lentos, pois sdo capazes de provocar
infeccbes cronicas com o comprometimento neurolégico lentamente
progressivo (BROOKS et al.*°, 2000; MURRAY et al.'*®, 2005). Possui
aproximadamente 100 nm de diametro, € envelopado, apresentando em
sua superficie uma membrana lipidica oriunda da membrana externa da
célula do hospedeiro e duas glicoproteinas (gp) principais, a gp 41 e
gp120 (VERONESI et al.?** 1999; MURRAY et al."*®, 2005). A gp120
serve como adesina primaria para receptores de CD4 e a gp 41 permite a
fusdo do envelope viral com a membrana da célula hospedeira
(MELIKYAN et al.”®®, 2000; JORGE'™' 2006). Além do envoltdrio, a
particula viral contém trés proteinas estruturais: a matriz, capsideo e o
nucleocapsideo. A matriz forma o escudo interno da particula, localizado
logo apds a membrana viral. O capsideo tem a forma conica que protege
o genoma viral (GOMES & HOPE®® 2005). No interior do capsideo



encontram — se as moléculas de RNA e as enzimas transcriptase reversa,
protease e integrase necessarias para os primeiros eventos da replicagao
viral (GOMES & HOPE®®, 2005; JORGE'"' 2006). O genoma do HIV
contém nove genes e duas regibes denominadas LTR (Repeticdes
terminais longas), em que estdo presentes elementos de controle para
integracao, transcricdo e poliadenilagdo do RNA mensageiro (VERONESI
et al.?**, 1999).

O primeiro passo para o processo de infecgao pelo HIV
consiste numa série de etapas altamente controladas que culminam na
fusdo do virus com a membrana celular. E no envelope do HIV que estio
as proteinas que proporcionam a entrada do virus na célula alvo. A gp
120 é a subunidade de superficie e é a responsavel pela especificidade
de ligacao aos receptores e co-receptores na superficie celular. A gp 41 é
a proteina transmembrana que contém o peptideo de fusdo (GOMES &
HOPE®®, 2005). O processo de entrada consiste na ligacdo ao receptor
seguida pela ligagcdo ao co — receptor, e finalmente a fusdo da membrana
permitindo que o nucleo viral incorpore a célula. Primeiramente, a gp 120
liga — se especificamente ao receptor CD4. Esta ligagao causa alteragdes
na conformagdo na gp 120, que expde sitios de ligagdo para co —
receptores. Dependendo do tropismo viral, o co — receptor CCR5 ou
CXCR4 sera acoplado (MARKOSYAN et al.’®?, 2003). Uma subseqiiente
alteragcdo na conformagdo ocorre com a gp 41, que ird completar o
processo de fusdo das duas membranas para a entrada do genoma viral
na célula alvo (MELIKYAN et al.”®, 2000). O receptor CD4 esta presente
em linfocitos Th, macréfagos, células dendriticas entre outras (JORGE™,
2006). O co — receptor CCRS é encontrado nos macrofagos e linhagens
de células T CD4 (SIMMONS et al.?®*, 1996). Logo apos a entrada, o RNA
viral é transcrito em DNA com o auxilio da transcriptase reversa. A dupla
fita de DNA viral formada € integrada ao DNA cromossémico da célula
hospedeira (provirus). O provirus pode entdo controlar a produgédo de

infeccdo ativa, originando novos virus (JORGE'', 2006).



Ha duas décadas, o diagnostico de HIV tem sido
essencial para a detecgdo e monitoramento da infecgdo. A tecnologia
desenvolvida, de triagem, confirmagao e monitoramento da infecgcao, tem
sido oferecida e empregada como o6timas alternativas para triagem de
sangue, diagnostico e acompanhamento do paciente (CONSTANTINE &
ZINK*®, 2005). A determinagdo de anticorpos anti — HIV por ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) é utilizada como teste de
triagem e a técnica de Western blot, capaz de detectar a presenga de
anticorpos contra proteinas do HIV com peso molecular especifico, é
realizada como teste de confirmacdo, sendo considerado “padrdao ouro”
para validacdo de resultados HIV positivos (BROOKS et al.*°, 2000,
CONSTANTINE & ZINK*®, 2005).

Mais recentemente, métodos moleculares mais sensiveis
tém sido desenvolvidos, que podem identificar individuos no inicio da
infeccdo e sdo uma valiosa ferramenta para informagdes sobre o estagio
da doenga, o progndstico e monitoramento da terapia anti — retroviral em
pessoas infectadas. A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), um dos
testes moleculares empregados, utiliza um método enzimatico para
amplificar o RNA viral. O teste de base molecular € muito sensivel e é
usado para monitorar a carga viral no plasma (numero de coépias por mL),
que é um importante marcador da previsdo da evolugcdo da doenca e da
resisténcia viral ao farmaco empregado (BROOKS et al.*°, 2000,
CONSTANTINE & ZINK?*®, 2005).

A determinagdo no nivel de CD4 e o periodico
monitoramento deste, sdo importantes para se determinar quando iniciar a
terapia anti-retroviral e para avaliar quando o sistema imune do individuo
estd mais suprimido (CONSTANTINE & ZINK*, 2005; VAJPAYEE et
al.>®' 2005). A contagem de linfécitos T CD4 pode ser usada para
prognosticar o principio dos sintomas da doenga, tendo como base uma
contagem normal de células CD4 de 800 a 1.200 células/uL de sangue
(BLACK'", 2002). O nivel de duzentas células CD4/mm® de sangue é



correlacionado com severa deficiéncia imune e o individuo é classificado
como portador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), sendo
o prognostico negativo (CONSTANTINE & ZINK?*®, 2005).

O desenvolvimento de farmacos para a infecgéo pelo HIV
ocorreu a partir do conhecimento do ciclo viral. O tratamento da AIDS é
feito com medicamentos anti-retrovirais, que inibem a reprodug¢ao do HIV
no sangue. A associacao desses medicamentos com fins terapéuticos é
denominada de terapia ou tratamento anti-retroviral (TARV), popularmente
conhecida como "coquetel". A TARV conta com dezessete medicamentos
que estado divididos em quatro classes: a) os inibidores de transcriptase
reversa, analogos de nucleosideos ou nucleotideos; b) os inibidores de
transcriptase reversa n&do analogos de nucleosideos; c) os inibidores de
protease; e, d) os inibidores de fusdo do envelope do virus a célula
(BRASIL?, 2005; PRUVOST et al.'”®, 2005).

A associacao de farmacos com diferentes mecanismos de
acao é recomendada para evitar o aparecimento de mutagdes, levando a
resisténcia (BROOKS et al.*®, 2000; PRUVOST et al.'®, 2005). A
designacao tratamento anti-retroviral altamente ativo (highly active anti-
retroviral therapy, HAART) é utilizada quando ha associagdo de trés ou
mais anti-retrovirais. Atualmente aproximadamente 165 mil pacientes
estdo em tratamento com os anti-retrovirais distribuidos pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) no Brasil. Esses medicamentos retardam o
desenvolvimento da AIDS e possibilitam maior qualidade de vida ao
portador do virus, agindo na redugdo da carga viral e possibilitando a
reconstituicdo do sistema imunologico. Como resultado dessa politica de
saude, observa-se no Pais uma reducao significativa da mortalidade e do
numero de internagdes por doencas oportunistas associadas a AIDS
(BRASIL?, 2005).



2.1.1 Dados epidemioldgicos

Conforme o relatério anual do Programa Conjunto das
Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS, existe no mundo aproximadamente
quarenta milhdes de pessoas infectadas por HIV. Esse numero inclui os
4,9 milhdes estimados de pessoas que adquiriram o HIV durante 2005
(WHO?**, 2005). O niimero de pessoas portadoras aumentou globalmente
em comparagdo com o0s numeros dos anos anteriores e 0os aumentos
mais acentuados foram em regides da Asia Oriental, Europa Oriental e
Asia Central. O crescimento foi de 50% e de 40%, respectivamente
(principalmente na China). A Africa sub-saariana é a regiéo mais afetada,
com aproximadamente dois tercos do total mundial (25,4 milhdes de
pessoas com o HIV), sendo que trés quartos desse numero sdo do sexo
feminino. Os numeros de 6bitos estimados devido a AIDS sao de 3,1
milhdes em todo mundo (World Health Organization- WHO?**, 2005).

No Brasil, ja foram notificados cerca de 372 mil casos de
AIDS. Este numero representa as notificagdes feitas desde a identificacao
do primeiro caso de AIDS, em 1980, até junho de 2005. A taxa de
incidéncia foi crescente até metade da década de noventa, alcangando,
em 1998, cerca de 18 casos de AIDS por cem mil habitantes. Do total de
casos de AIDS, mais de 80% concentram-se nas Regides Sudeste e Sul.
O Sudeste é a regido mais atingida desde o inicio da epidemia e, apesar
da alta taxa de incidéncia, mostra moderada estabilizagdo desde 1998 e &
a unica regido que mostra uma tendéncia consistente de declinio, ainda
que lento. Na regido Sul observa-se aumento das taxas de incidéncia de
casos até 2003, apresentando queda da taxa em 2004. Para as demais
regides, mantém-se a tendéncia de crescimento nas taxas de incidéncia,
principalmente nas regides Norte (com destaque para Roraima) e Centro-
Oeste (BRASIL%, 2005).



A AIDS atingiu inicialmente, de forma bastante intensa, os
usuarios de drogas injetaveis (UDI) e homens homossexuais e, no inicio
da década de oitenta, os individuos que receberam transfusao de sangue
e hemoderivados (hemacias, plasma, plaquetas, etc). Mais recentemente,
a taxa de incidéncia de AIDS mantém-se, ainda, em patamares elevados
(19,2 casos por cem mil habitantes), com tendéncia de crescimento entre
as mulheres. Em 1985, foram diagnosticados quinhentos e trinta homens
infectados e somente vinte mulheres, ja em 2005 foram 6873 casos de
homens soropositivos para o HIV para 5041 casos em mulheres. Os
dados do ultimo Boletim Epidemioldégico ainda demonstram uma redugao
das taxas de incidéncia nas faixas etarias de 13 a 29 anos para o0 sexo
masculino e crescimento nas faixas posteriores, principalmente entre
quarenta e 59 anos. Observou-se também, para o sexo masculino,
reducdo importante e persistente dos casos em usuarios de drogas
injetaveis (em individuos maiores ou menores que 13 anos de idade).

Entre as mulheres, observa-se, apds 1998, a tendéncia a
estabilidade na faixa de 13 a 24 anos, com crescimento persistente em
praticamente todas as outras faixas etarias (BRASIL?, 2005). O pais
acumulou cerca de 172 mil ébitos por AIDS até dezembro de 2004. As
taxas de mortalidade foram crescentes até meados da década de
noventa. Até 1995, a curva de mortalidade acompanhava a de incidéncia
de AIDS, quando atingiu a taxa de 9,7 6bitos por cem mil habitantes. Apds
a introducdo da politica de acesso universal ao tratamento anti-retroviral
(ARV), que combina drogas com diferentes mecanismos de acéo,
observou-se uma importante queda na mortalidade.

A partir de 2000, evidenciou-se estabilizagdo com cerca
de 6,3 oObitos por cem mil habitantes, embora essa tendéncia seja bem
mais evidente na Regido Sudeste e entre os homens. Além disso, entre
1993 e 2003, observou-se um aumento de cerca de cinco anos na media
de idade dos o6bitos por AIDS, em ambos os sexos, refletindo um aumento

na sobrevida dos pacientes. Também a partir desse ano, a taxa de



mortalidade manteve - se em cerca de 6,4 6bitos (por cem mil habitantes),
sendo esta estabilizacdo mais evidente em Sao Paulo e no Distrito
Federal. Nota-se também o crescimento persistente da proporgcdo de
obitos por AIDS nas categorias de raga/cor negra e parda, em ambos os
sexos, entre 1998 e 2004 expondo a iniqlidade no acesso aos servigos
de saude para diagnéstico e tratamento precoce das populagbées menos
favorecidas socioeconomicamente (BRASIL?’, 2005). A regido Sudeste
concentra 68,7% dos casos de AIDS e dos cem municipios brasileiros
com o maior numero de casos notificados de AIDS (por cem mil
habitantes) quatro municipios do Vale do Paraiba estdo entre os
cinglenta primeiros, sendo eles: Cagapava (em quarto lugar), Taubaté
(décimo sétimo), Sdo José dos Campos (vigésimo oitavo) e Jacarei
25

(quadragésimo primeiro), conforme os dados do Ministério da Saude
(2003).

2.2 Microrganismos potencialmente superinfectantes

A cavidade bucal € habitada por mais de trezentas
espécies microbianas, das quais cerca de trinta espécies sao encontradas
rotineiramente e fazem parte da maioria das amostras cultivaveis (SMITH
et al.?'°, 2001). Muitos fatores, intrinsecos e extrinsecos, tém efeito sobre
a composicdo, atividade metabdlica e patogenicidade da diversificada
microbiota bucal (HAGG et al.”®, 2004; PRIETO-PRIETO & CALVO'®,
2004). Microrganismos como bacilos entéricos, pseudomonas,
estafilococos e leveduras ndo sao frequentemente encontrados na
cavidade bucal. Quando presentes encontram-se em numeros reduzidos
e sao considerados como parte da microbiota transitéria. Entretanto, um
desequilibrio na microbiota bucal normal pode ocorrer por algumas

razées. Em individuos imunocomprometidos estes microrganismos podem



ocorrer em grande numero e desencadear infec¢gdes oportunistas.
Antibidticos podem suprimir a microbiota bucal normal, favorecendo o
crescimento de microrganismos nao susceptiveis e ocasionando uma
superinfeccdo (JOBBINS et al.®®, 1992; DAHLEN & WIKSTROM*®, 1995;
ADDY & MARTIN?, 2003).

Superinfecgdo é definida como uma infecgdo que surge
durante o curso de uma doenca infecciosa, devido a agente patogénico
diferente daquele que provocou a doenca base (MANUILA et al.”*', 2003).
Van Winkelhoff et al.?*? (1996) descreveram as superinfecgdes como
sendo novas infecgdes que dificultam o tratamento de um processo
infeccioso ja existente, podendo representar uma complicagao da terapia
antimicrobiana, que altera a microbiota comensal e causa aumento do
numero de microrganismos residentes potencialmente patogénicos ou
patdgenos oportunistas.

Enterobactérias, estafilococos e leveduras sao
considerados microrganismos superinfectantes e podem ser encontrados
na saliva, mucosas bucais, biofilme supragengival e em bolsas
periodontais (SLOTS et al. ?®®, 1988; RAMS et al.”®™2 1990; SLOTS et
al.?%2%% '1990; FLYNN & SLOTS®?, 1993; PANNUTI et al.’®”, 2001). Sua
ocorréncia na cavidade bucal tem sido associada a antibioticoterapia
prolongada, resposta imune deficiente e higiene bucal inadequada
(SLOTS et al? 1991; HELOVUO et al®, 1993; DAHLEN &
WIKSTROM?*®, 1995; VAN WINKELHOFF et al. %*?, 1996).

Segundo Jobbins et al.® (

1992) o maior numero de
leveduras presentes e o0 aumento na ocorréncia de candidose
frequentemente estdo associados a presenga de doencas sistémicas.
Entretanto, outro método para detectar alteragdes na microbiota bucal é
verificar a presenca de coliformes e estafilococos coagulase positivos, ja
que estes microrganismos estdo praticamente ausentes na boca de
individuos sistemicamente saudaveis. Estes autores avaliaram a presenca

destes microrganismos na cavidade bucal de pacientes com neoplasia



maligna, e encontraram 83% de Candida spp., 49% de bacilos Gram-
negativos e 28% de S. aureus. Estes resultados, afirmaram os autores,
demonstraram claramente alteragdes na microbiota bucal nos pacientes
com neoplasia maligna em estagio avangado.

Senpuku et al.?®? (

2003) também encontraram maior
numero de isolados de C. albicans, Pseudomonadaceae, Staphylococcus
spp., € algumas espécies de Enterobacteriaceae na placa supragengival
de idosos que requeriam cuidados profissionais. Os autores sugeriram
que a infecgao e colonizagcdo de Pseudomonas spp., K. pneumoniae, e C.
albicans nestes individuos podem servir de indicio do acumulo de varios
microrganismos, 0s quais podem desenvolver patologias sistémicas,
como doengas cardiacas. Contudo, Ohman et al.'®® (1995) observaram
pequena prevaléncia de S. aureus e enterobactérias no grupo de idosos
analisados e relataram que a alta prevaléncia de Candida observada pode
ser relacionada a presenga de proteses totais. Ainda neste contexto,
Pannuti et al.’®" (2001) isolaram enterobactérias, estafilococos e Candida
do biofilme supragengival de deficientes mentais institucionalizados, mas
concluiram que estes microrganismos foram encontrados em baixos
niveis em relagdo ao numero total de microrganismos, 0 que sugere que
sua presencga seja apenas transitoria, ndo representando uma verdadeira
superinfecgao.

Também tém crescido o interesse em espécies
bacterianas nao freqlientemente encontradas no biofilme subgengival e o
possivel papel destes como indicadores ou contribuintes potenciais para a
patogénese da doenca periodontal (HAFFAJEE & SOCRANSCRY’S,
1994; LOVEGROVE'?, 2004). Segundo Armitage® (1999), a Academia
Americana de Periodontia relatou que o desenvolvimento da doenca
periodontal ocorre pela destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes.
Essa destruicdo pode ocorrer por agao direta dos produtos bacterianos ou
por acao indireta, nas quais as reag¢des destrutivas sdo mediadas por

células do hospedeiro, induzidas por bactérias presentes no ambiente



subgengival (HAFFAJEE & SOCRANSCRY’®, 1994; MOORE &
MOORE"'*, 1994; LOVEGROVE'#, 2004).

As superinfecgcbes podem envolver microrganismos
endogenos ou exdgenos. Na doenga periodontal estes microrganismos
frequentemente ocorrem em combinagdo com os patdogenos periodontais
classicos. Bacilos entéricos, pseudomonas, estafilococos, estreptococos
beta-hemoliticos e leveduras tém sido descritos como microrganismos
superinfectantes em periodontites (SLOTS et al. 2%, 1988; RAMS et al.'®"
2,1990; SLOTS et al.?® %7/ 1990; FLYNN & SLOTS®, 1993; VAN
WINKELHOFF et al.?®?, 1996). Ainda ndo estd esclarecido se estes
microrganismos estdo envolvidos no inicio do desenvolvimento ou na
progressao da doencga periodontal. Baseando-se no potencial patogénico
dos microrganismos superinfectantes em infecgbes sistémicas, parece
plausivel a possibilidade destes contribuirem na progressao da doenca
periodontal (VAN WINKELHOFF et al.?*?, 1996).

Inumeros estudos sobre a microbiota de lesdes
periodontais em pacientes infectados pelo HIV portadores de periodontite
cronica tém demonstrado que a presencga dos periodontopatdégenos mais
comuns associados a esta patologia € semelhante a encontrada nos
pacientes no infectados pelo HIV (BRADY et al.?!, 1996; JOHNSON'®,
1997; CHATTIN et al.*', 1999; ZAMBON et al.**¥, 1990; PATEL et al.'®®,
2003; GONCALVES et al.”', 2004; LOVEGROVE', 2004;
GONCALVES®, 2005; GONCALVES et al.’”?, 2005). Entretanto,
microrganismos normalmente n&o encontrados na microbiota subgengival
€ que sao considerados oportunistas também tém sido identificados.
Dentre estes, incluem-se espécies de Staphylococcus, C. albicans e
algumas enterobactérias (RAMS et al.”®®, 1991; MOORE et al.’*®, 1993;
CHATTIN et al*', 1999; ZAMBON et al®*®, 1990; VILLACA &
MACHADO?*, 2004; GONCALVES et al.”", 2004; GONCALVES®®, 2005;
GONCALVES et al.”?, 2005). Patel et al.'®® (2003) relataram que

alteracbes na imunidade celular e a producdo de varios metabdlitos



podem influenciar o estabelecimento e proliferacdo de patégenos néao
relacionados a doenca periodontal na bolsa periodontal de pacientes HIV
positivos. Gongalves’® (2005) ressaltou que a auséncia ou diminuicdo na
ativagcdo de leucédcitos polimorfonucleares (PMN) e macréfagos, em
virtude de uma reducao da resposta de linfécitos CD4, transforma os PMN
em células sem habilidade adequada para responder a infeccdo nesses
pacientes. Isso permite que microrganismos, como C. albicans,
sobrevivam e multipliquem-se no ambiente subgengival, atuando
diretamente ou como coadjuvantes com outros periodontopatégenos na
destruicao dos tecidos periodontais.

Zambon et al.?®

(1990) detectaram a presenca de C.
albicans em 62% dos cinqlenta individuos com AIDS e doencga
periodontal analisados. No mesmo estudo, os autores encontraram,
nesses pacientes, uma microbiota subgengival semelhante a dos
pacientes soronegativos para o HIV, acrescida, ocasionalmente, de
microrganismos nao associados a periodontite cronica, como
Enterococcus faecalis, Clostridium spp. e Klebsiella pneumoniae.

Rams et al.”®® (1991) e Moore et al."*® (1993) isolaram
Mycoplasma salivarium, Bacteroides fragilis, Fusobacterium varium,
Fusobacterium necrophorum e Enterobacter cloacae. Estes autores
relataram que estes microrganismos podem contribuir com a doencga
periodontal severa, apresentada por alguns pacientes soropositivos. Esta
hipdtese também foi sugerida por Robinson et al.’® (2002). Lamster et
al.’?'2 (1997 e 1998) relataram que a presenga de patdégenos atipicos,
como Candida spp., na microbiota subgengival de pacientes soropositivos
pode também estar relacionada com a rapida evolugdo da periodontite
nestes pacientes. Goncalves et al.”’ (2004) analisando a microbiota
subgengival de pacientes HIV positivos com periodontite cronica relataram
maior prevaléncia dos periodontopatdgenos classicos neste grupo quando
comparado ao grupo nao HIV e sugeriram que a severa imunossupressao

parece contribuir para a colonizacao por estas espécies, assim como por



espécies nao frequentemente encontradas na microbiota subgengival.
Portanto, o papel patogénico destes microrganismos deve ser
considerado, assim como a associagao destes com doencgas periodontais
especificas encontradas nos pacientes infectados pelo HIV (PATEL et
al."®® 2003; GONCALVES®®"° 2005; GONCALVES et al.”, 2005).

2.3 Género Candida

2.3.1 Caracteristicas gerais e fatores de viruléncia

As leveduras do género Candida sdo classificadas como
fungos imperfeitos da classe Deuteromycetes devido a inabilidade do
género em apresentar formas sexuadas. Pertence a familia
Cryptococcaceae, subfamilia Candidoideae, que compreende as
principais leveduras patogénicas para o homem (LACAZ et al.’®, 2002;
KOGA-ITO et al.""", 2006). Sdo organismos unicelulares e eucariéticos
(WEBB et al.?*? 1998). O género Candida é composto por
aproximadamente duzentas espécies de leveduras nao produtoras de
endosporos. As espécies de Candida s&o distinguidas entre os demais
Deuteromycetes pela habilidade de formar pseudomicélio e/ou micélio,
sendo C. glabrata a Unica excecdo (LACAZ et al.'®, 2002; SUDBERY et
al.?"®, 2004; KOGA-ITO et al.'", 2006). Em 1995, uma nova espécie, C.
dubliniensis, foi identificada nos casos de candidose bucal em individuos
HIV positivos (SULLIVAN et al.?*', 1995; COLEMAN et al.*, 1997;
SULLIVAN et al.??°, 2005). C. dubliniensis estad geralmente associada a
candidoses orofaringeas em pacientes infectados por HIV,
particularmente naqueles que apresentam historia de episddios

recorrentes de candidose bucal, porém também tem sido isolado em



individuos HIV negativos (JABRA-RIZK et al.®°, 2000; MANFREDI et al.™,
2002; AHMAD et al.*, 2004; CHAVASCO et al.*?, 2006). Esta nova
espécie apresenta caracteristicas fenotipicas similares a C. albicans
(SUDBERY et al.?'®, 2004, CAMPANHA et al.*3, 2005; SULLIVAN et al.?°,
2005), além de exibir elevada aderéncia as células epiteliais bucais e
desenvolver rapidamente resisténcia in vitro ao fluconazol (SULLIVAN &
COLEMAN?Z"®, 1998).

Segundo Eggimann et al.*® (2003) leveduras do género
Candida sao habitantes normais da microbiota humana da pele, trato
gastrintestinal e geniturinario, podendo ser isolado também no trato
respiratorio. Sdo considerados patdégenos oportunistas, pois sao capazes
de crescer em cavidades e penetrar tecidos em resposta a alteragcdes
fisioldgicas no hospedeiro (SOLL?', 2002). Hube®” (2004) afirmou que a
resposta imune e a microbiota normal do hospedeiro sdo suficientes para
proteger o individuo da infecgao por leveduras do género Candida. Porém
certos eventos criticos, como tratamento antibacteriano de largo espectro
ou disfungdes do sistema imune, permitam a multiplicacdo destes fungos
na microbiota das superficies mucosas.

Candida albicans € a espécie prevalente isolada no corpo
humano, tanto como um organismo comensal, quanto como patdégeno
oportunista (CANNON et al.**, 1995). Infeccdes bucais e vaginais por C.
albicans sdo comuns em individuos com comprometimento imunoldgico,
sendo que em casos mais severos de imunossupressao podem estar
relacionados a infeccao sistémica (HUBE®', 2004).

Espécies de Candida nao - albicans que fazem parte da
microbiota normal de superficies cutdneas e mucocutaneas em apenas
raras ocasidoes eram consideradas como agentes relacionados a
patologias clinicas (KONEMAN et al."'® 2001). Entretanto, em 1995,
Hazen® publicou uma revisdo extensa sobre leveduras patogénicas
emergentes. Neste trabalho o autor relata o crescente isolamento de

espécies nédo — albicans, como C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C.



guilliermondii, C. lipolytica e C. kefyr. Eggimann et al.® (2003) também
relataram a associagao de diversas patologias clinicas com espécies de
Candida nao-albicans.

Varias causas vém sendo propostas para explicar a subita
emergéncia de tantas espécies novas de leveduras como agentes
infecciosos, entre as quais sao citados o uso de antibidticos de amplo
espectro, agentes antineoplasicos, cateterismo endovenoso e o crescente
numero de pacientes com neutropenia e imunossupressao (HAZEN84,
1995; GILFILLAN et al.%”, 1998; LAUPLAND et al.'®®, 2005).

O processo do desenvolvimento e curso da infeccéo
microbiana, depende da relagao entre viruléncia do microrganismo e da
habilidade do hospedeiro em prevenir ou resistir a colonizagdo ou invasao
microbiana (HUBE & NAGLIAK®, 2001; YANG?*, 2003). Os fatores de
viruléncia expressos por C. albicans para causar infeccbes sao bastante
variaveis e dependentes do tipo, estagio e sitio de infecgao, e também da
natureza da resposta do hospedeiro. C. albicans apresenta alta
capacidade de adaptagdo no organismo hospedeiro, o que indica a
presenca de fatores de viruléncia distintos de outros fungos fortemente
relacionados mas n&o-patogénicos (HUBE & NAGLIAK®, 2001). Varios
fatores potencialmente virulentos tém sido relatados como a morfologia
celular, fatores de aderéncia, formagéo de tubos germinativos, produgao
de hifas/ pseudo-hifas e atividade proteolitica extracelular (HAYNES®,
2001; HUBE & NAGLIAK®®, 2001; YANG?**, 2003).

A aderéncia microbiana é o fator mais importante na
patogénese, e varias adesinas tém sido identificadas em fungos
patogénicos (SUNDSTROM?*?, 2002). O mecanismo de aderéncia
envolve interagdes entre adesinas da levedura e receptores na célula do
hospedeiro (WEBB et al.?*? 1998; SUNDSTROM??, 2002). Em C.
albicans, manoproteinas, glucano, quitina, proteinas da parede celular,
glicoproteinas e lipideos sao possiveis adesinas. Os receptores

encontrados nos tecidos aos quais Candida se adere nao estdo ainda



bem caracterizados, entretanto, fibronectina, fucose, lipideos, manose, N-
acetil-glicosamina, mucinas, lamininas e colagenos parecem agir como
receptores celulares (CANNON et al.**, 1995; WEBB et al.**?, 1998;
KOGA-ITO et al.'", 2006). Diferentes amostras apresentam capacidades
de aderéncia variaveis. Amostras de C. albicans, C. dubliniensis, C.
guilliermondii e C. stellatoidea, parecem ser mais aderentes que as
demais espécies (KOGA-ITO et al.'' 2006). C. albicans apresenta
capacidade de aderéncia a células epiteliais, células endoteliais e células
fagociticas, além da aderéncia a materiais ndo-bioldgicos in vitro e in vivo
(SAMARANAYAKE & MACFARLANE'®, 1990).

Existe correlagdo entre formacado de tubo germinativo e
aumento de aderéncia de C. albicans nas células epiteliais bucais (NAIR
& SAMARANAYAKE'?, 2001; VILLAR et al.**", 2004; KOGA-ITO et al.’",
2006). A formacédo de tubos germinativos tém sido relacionada com
viruléncia em infecgdes de pele, mucosas e nas formas disseminadas de
candidose. (KRETSCHMAR et al.’'®, 1999).

A caracteristica de dimorfismo apresentada por C.
albicans é correlacionada a viruléncia deste microrganismo (KUMAMOTO
& VINCES'®, 2005). Na maioria das infecgdes bucais, ambos, leveduras
e hifas, podem ser encontrados nos tecidos infectados, entretanto,
achados clinico-patologicos nas candidoses bucais estao relacionados a
forma filamentosa com invasdo tecidual local (VILLAR et al.?®’, 2004).

Segundo Kumamoto & Vinces'™®

(2005), hifas sado importantes para
invasdo tecidual, além de escapar da endocitose das células do
hospedeiro.

Uma importancia particular das candidoses bucais esta
relacionada a aderéncia de leveduras do género Candida a superficies
banhadas pela saliva e a bactérias bucais (CANNON et al.®*, 1995).
Algumas bactérias parecem contribuir para colonizagao e proliferagao de
espécies de Candida spp. na cavidade bucal. A co-agregagdo entre

Streptococcus sanguinis, S. gordonii, S. oralis e S. anginosus com C.



albicans foi citada por Webb et al.?*?> em 1998. Haynes®® (2001) relatou
co-agregagao entre C. dubliniensis e Fusobacterium nucleatum e C.
tropicalis com S. gordonii, sendo que estas interagdes podem facilitar a
sobrevivéncia destas espécies em comunidades bucais mistas.

A grande habilidade de C. albicans em formar biofilme em
superficies solidas também parece contribuir com sua maior
patogenicidade, quando comparada a outras espécies menos habeis
como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. kefyr (HAYNES®?,
2001). C. albicans pode formar biofilme no esmalte dentario, assim como
na superficie de valvulas cardiacas, causando endocardite. Além deste
fator, o biofilme representa um importante problema médico por
apresentar maior resisténcia aos antifingicos (KUMAMOTO & VINCES'",
2005).

A parede celular de C. albicans €& composta
primariamente de polissacarideos, manana, glucana e quitina, além de
lipideos e proteinas (WEBB et al.?*?, 1998; MASUOKA'' 2004). A
composicdo, arquitetura e organizagdo da parede celular de Candida
influenciam nos mecanismos de adesado e colonizacdo das leveduras,
portanto, desempenham importante papel na patogenicidade destes
microrganismos (MASUOKA™’, 2004; POULAIN & JOUAULT"’, 2004;
KOGA-ITO et al.""", 2006). A presenca de proteinas hidrofébicas na
parede celular contribui para a interacdo da levedura com a célula do
hospedeiro, aumentando significantemente o contato entre ambas
superficies (JABRA-RIZK et al.”', 2001). Além deste papel, a interacédo
entre sistema imune e levedura pode ser atribuida a determinados
constituintes da parede celular. Varios tipos de células imunes possuem
receptores para polissacarideos presentes em fungos e anticorpos anti-
glicanos tém sido descritos, sendo que alguns deles conferem protegao
anti-Candida (MASUOKA™, 2004). Poulain & Jouault'”” (2004) afirmaram

que os glicanos presentes na parede celular de leveduras do género



Candida desempenham importante papel no equilibrio entre a forma
saprofita e parasitaria, e resisténcia e infecgao.

Outro mecanismo de patogenicidade é a atividade
enzimatica. C. albicans secreta varias enzimas, entre as quais estdo a
fosfolipase, lipase, fosfomonoestearases e proteinases. A proteinase é
produzida principalmente pelas espécies mais patogénicas, como C.
albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. parapsilosis, o que suporta a
idéia de que as proteinases séo relacionadas com viruléncia (HUBE &
NAGLIK®, 2001; NAGLIK et al.™®®, 2003; NAGLIK et al.”®', 2004). As
proteinases aspartil secretorias (SAP) degradam muitas proteinas
humanas no sitio de lesdo, como albumina, hemoglobina e
imunoglobulina A secretoria (IgA-S). Sua atividade proteolitica tem sido
associada com invasao tecidual (YANG?*®, 2003). Naglik et al.”®" (2004)
relataram que a expressdao dos genes da familia SAP também esta
relacionada com a co-regulacado de outros fatores de viruléncia, como a
formagdo do biofilme, aderéncia, germinacdo, dimorfismo, além das
funcbes de penetracdo, cavitagcdo, invasao dos tecidos, nutricdo e
interacdo com o sistema imune do hospedeiro.

As fosfolipases agem clivando os fosfolipideos,
prejudicando, portanto, a estabilidade da membrana, o que ocasiona lise
celular. Parecem estar relacionadas com a produgdo de tubos
germinativos, transicdo para a forma hifal e injuria tecidual. A produgéo de
fosfolipase é concentrada nas pontas das hifas, e a atividade de producéao
€ maior quando a hifa esta em contato direto com a membrana, o que
demonstra que as fosfolipases extracelulares séo importantes na invasao
tecidual por C. albicans (GHANNOUM®, 2000; NIEWERTH &
KORTING'®°, 2001).



2.3.2 Género Candida na cavidade bucal

Microrganismos do género Candida sao membros
comensais na microbiota bucal normal, estando presente, em média, em
40% da populagdo humana saudavel (WEBB et al.?*?, 1998; ELLEPOLA &
SAMARANAYAKE®’, 2000; BORIOLLO et al?°, 2003; SANCHEZ-
VARGAS et al.' 2005). C. albicans é a espécie prevalente,
representando 60 a 70% do total dos isolados. O reservatério bucal
primario deste microrganismo é o dorso da lingua, a partir do qual o
restante da mucosa, superficie dos dentes, biofime dentario e saliva
tornam-se colonizados secundariamente (WEBB et al.?*?, 1998;
ELLEPOLA & SAMARANAYAKE® 2000; KOGA-ITO et al.'"', 2006).
Ainda ndo esta claro por que alguns individuos sao portadores de
Candida spp. e outros ndo. Entretanto, fatores nutricionais, interacdes
com a microbiota bacteriana e presenga de anticorpos especificos na
saliva  parecem  ser relevantes  (STENDERUP?Y,  1990;
CHALLACOMBE®, 1994; KOGA-ITO et al.""", 2006). O isolamento de
Candida da cavidade bucal ndo € uma evidéncia confirmatdria de infecgao
e deve ser considerada juntamente com sinais clinicos
(SAMARANAYAKE & MAC FARLAND'®® 1990; CANNON et al.**, 1995;
ELLEPOLA & SAMARANAYAKE®?, 2000).

Segundo Samaranayake & Mac Farland™® (1990) a
transformacgao da forma indcua de Candida para a parasitaria depende de
fatores de viruléncia do microrganismo, aos fatores predisponentes do
hospedeiro e ao ambiente (como exemplo, a presenca de proteses).

Stenderup?"’

(1990) relatou que alteracbes nas células de defesa do
hospedeiro, na fisiologia destas ou na microbiota normal sao fatores que
usualmente precedem a colonizacao, infecgdo e doengas produzidas por

leveduras do género Candida, sendo que o grau de debilidade do



hospedeiro deve ser consideravel para permitir a invasdo desses
microrganismos, considerados saprofitas.

As espécies de Candida sao patdgenos oportunistas
notorios, uma vez que a presenca de fatores predisponentes sistémicos
ou locais sdo essenciais para a patogénese das infecgdes bucais
(ELLEPOLA & SAMARANAYAKE®", 2000). Dentre os fatores sistémicos,
a utilizacdo de antibioticos de amplo espectro, esterdides, terapia
citotoxica, desnutricdo, diabetes mellitus e imunossupressao sdo as mais
freqiientemente citadas na literatura (JOBBINS et al.”®, 1992; JABRA-
RIZK et al.®?, 2001; RIBEIRO', 2003; KOMIYAMA et al.'™, 2004;
BELAZI et al.”®, 2004; BELAZI et al.™, 2005; KUMAR et al."'®, 2005).
Higiene bucal inadequada, presenca de proteses, aparelhos ortoddnticos,
periodontite crbnica, respiragcdo bucal, dieta, xerostomia e fumo sao
considerados fatores predisponentes locais importantes (JORGE et al.'%,
1997; DARWAZEH et al.*®, 2002; GRIMOUD et al.”®, 2003; BELAZI et
al.”®, 2004; HAGG et al.”, 2004; BELAZI et al.™, 2005; KADIR et al.'®,
2005; MONROY et al."?, 2005; SOYSA & ELLEPOLA?'®, 2005)

A candidose bucal ocorre em mais de 95% dos pacientes
com AIDS, é reconhecida como importante marcador da doenca e de sua
progressao e sao causas frequentes de morbidade e mortalidade. A
prevaléncia de candidose bucal em pacientes HIV positivos parece estar
relacionada com a severidade da disfungdo imunolégica (LIN et al.'?®,
2001; NITTAYANANTA et al.™®®, 2001; AL-ABEID et al.®, 2004).

Alguns estudos tém pesquisado sobre alteragdes na
composicdo salivar de pacientes HIV positivos. Segundo Lin et al.'®®
(2001) ha discrepancias nos resultados obtidos em diferentes estudos
quanto as proteinas salivares antimicrobianas e antifungicas. Muitos
pesquisadores reportaram que a concentragao de lisozima, lactoferrina e
IgA secretora estdo aumentadas em pacientes HIV, mas outros estudos
nao demonstram alteracdo ou diminui¢cao destas proteinas. Neste estudo,

os autores demonstraram reducédo da atividade anti-Candida e do fluxo



salivar em pacientes HIV positivos. Samaranayake et al.'®' (2002)
relataram que alteracbes na qualidade e quantidade da saliva durante a
infeccao por HIV podem alterar os mecanismos de defesa do hospedeiro
e alterar a aderéncia e colonizagcdo por Candida. Estes autores também
relataram que isolados de C. albicans de pacientes HIV positivos tém
apresentado maior atividade de proteinases e maior patogenicidade em
ratos do que isolados de individuos HIV negativos. Porém, a discussao
sobre um maior potencial de viruléncia destes isolados permanece
controversa. Costa et al.*’ (2003) ndo encontraram diferencas
estatisticamente significantes na producéo de proteinase em amostras de
C. albicans que foram isoladas de criangas HIV positivas e negativas, na
cidade do Rio de Janeiro.

Perezous et al.'? (2005) relataram que a habilidade de
Candida spp. de formar biofilme possibilita a colonizacdo de superficies
mucosas e outras superficies na cavidade bucal, incluindo préteses
bucais, que podem servir de reservatérios para disseminar infeccoes.
Estes autores também ressaltam que esta forma de crescimento aumenta
a resisténcia aos antimicrobianos e a acdo de defesa do hospedeiro. Por
outro lado, o fato de haver aumento da prevaléncia de Candida e de
candidoses bucais nos pacientes infectados pelo HIV, segundo Jin et al.*
(2003), é multifatorial, e ndo deve ser somente relacionado a habilidade
de formagéao de biofilme por estas leveduras.

Em 1994, Greenspan’ relatou que a candidose bucal
pode ocorrer em estagios precoces da AIDS, quando células CD4+
podem estar baixas (400 a 700 células/mm3), sendo que a frequéncia de
candidose bucal aumenta quando essa taxa apresenta-se inferior a
trezentas células por milimetro cubico. Com a introducédo do tratamento
anti-retroviral altamente ativo as manifestacbes bucais tém diminuido.
Esta diminuicdo se deve ao fato de que esta terapia promove uma
inibicdo da replicacao viral, redistribuicdo e restauracdo da imunidade,

resultando em um aumento no nimero de células CD4+. Estas células



sdo importantes para a defesa do organismo frente a microrganismos
oportunistas, como espécies de Candida (TAPPUNI & FLEMING?**, 2001;
BARCHIESI et al.'?, 2002; SAMARANAYAKE et al', 2002
GONCALVES™, 2005; GONCALVES et al.”?, 2005; PEREZOUS et al.'’?,
2005; SANCHEZ-VARGAS et al.’3 2005). Além disso, os farmacos
inibidores de protease podem apresentar atividade anti-Candida, inibindo
as proteinases destes fungos. Algumas dessas enzimas sao semelhantes
a protease do HIV e tém apresentado um papel patogénico na invaséo da
mucosa (BARCHIESI et al.’?, 2002; RYDER'®, 2002; SAMARANAYAKE
et al.”' 2002; SANCHEZ-VARGAS et al."®*3, 2005).

A presencga de leveduras do género Candida na cavidade
bucal de individuos soropositivos para o HIV e a correlagdo com as
variaveis clinicas apresentadas por estes pacientes tém sido foco de
inumeros estudos.

Capoluongo et al.*

(2000) avaliaram a presenga de C.
albicans através da técnica de enxague bucal. Foram isoladas 41
amostras, sendo que um maior numero de isolados foi observado em
pacientes com CD4+ menor ou igual a duzentas células/puL. Os autores
também observaram direta correlagdo entre unidades formadoras de
colénias (UFC/mL) e carga viral dos pacientes avaliados.

Figueirédo et al.®® (2001) relataram a ocorréncia de
Candida spp. em 70,97% dos individuos HIV positivos analisados, nos
quais a média de células CD4+ foi de 291,61 células/mm?. A espécie
prevalente foi de C. albicans, representando 69,9% dos isolados. Neste
mesmo ano, Nittayananta et al.”*®, isolaram em 57,2% dos cento e oitenta
soropositivos heterossexuais e usuarios de drogas intravenosas da
Taildandia observados. Sendo os seguintes fatores significantemente
associados com a incidéncia de Candida na cavidade bucal desses
pacientes: idade, estagio da infeccédo, contagem total de linfocitos, nivel
de nutricdo, saude geral, numero e tipo de lesdo (candidose). Porém,

fumo, consumo de alcool, presenca de protese total, género e indice de



higiene bucal ndo foram correlacionados com a presenga do
microrganismo.

Em 2002, Campisi et al.>® analisaram 42 pacientes HIV
positivos que nao apresentavam candidose quanto a presenca de
leveduras do género Candida na cavidade bucal e correlacionaram com
contagem de células CD4+, carga viral, género, via de transmissao,
terapia anti - retroviral, fumo e higiene bucal. Espécies do género Candida
foram isoladas na cavidade bucal de 61,9% pacientes HIV positivos, com
prevaléncia de C. albicans, porém nao encontraram nenhuma associagao
com contagem de células CD4+, carga viral, género e terapia anti -
retroviral. Quanto ao fumo e higiene bucal, os autores nao tiveram
evidéncias conclusivas em relacdo a agao destes na colonizagcdo de
leveduras bucais, porém afirmaram haver um sinergismo quando
associado a outros fatores predisponentes nos pacientes HIV positivos,
que podem aumentar a colonizagao.

Barchiesi et al.' (2002) obtiveram 67% de pacientes
positivos para leveduras e nao encontraram correlagao entre o numero de
isolados com a contagem de CD4+, carga viral ou a terapia anti-retroviral
empregada. Somente trés espécies foram identificadas: C. albicans, C.
krusei e C. glabrata. Ainda em 2002, Blignaut et al.'® obtiveram maior
diversidade de espécies de Candida através da coleta por swabs do dorso
da lingua de pacientes HIV positivos e controles. As espécies
identificadas foram C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata e C. dubliniensis no grupo HIV, sendo que no grupo controle,
além destas espécies, foram observados C. lusitaniae, C. rugosa, C.
guilliermondii e C. kefyr. Sant'ana et al.'® (2002) obtiveram 142 isolados a
partir das amostras de lesdes de candidose bucal de pacientes com AIDS,
dos quais 91% foram identificados como C. albicans. As demais espécies
incluiram: C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e

Trichosporon inkin.



No estudo de Costa et al.*’ (2003) com cinqiienta criancas
infectadas por HIV e criangcas saudaveis foram identificadas 29 e 15
amostras de C. albicans, respectivamente. Estes autores encontraram
correlacao positiva entre os isolados e a diminuigcdo do numero de células
CD4+, porém o mesmo ndo ocorreu com a carga viral.

Em 2004, Schmidt-Westhausen et al.'®® determinaram a
prevaléncia de espécies de Candida em pacientes HIV positivos com
candidose bucais, ndo expostos (grupo 1) e expostos (grupo 2) a
antifungicos e individuos saudaveis (grupo 3). Constatou-se uma maior
prevaléncia e diversidade de espécies de Candida no grupo 2 (100%)
quando comparado ao grupo 1 (90,9%). Quanto ao grupo controle,
leveduras formam isoladas em 79% dos individuos, sendo as espécies
prevalentes C. albicans e C. tropicalis.

Dos 312 individuos pesquisados por Sanchez-Vargas et
al.’®® (2005), 178 foram positivos para Candida (57,1%). Destes, houve
maior prevaléncia em adultos do que em criangas. Nos pacientes adultos
soropositivos, ndo houve associagao da prevaléncia de leveduras com a
contagem de células CD4+, carga viral ou terapia anti-retroviral
empregada. Em criangas soropositivas em que a contagem de células
CD4+ foi menor que 500 células/ L houve um aumento significativo da
colonizagao por Candida quando comparadas as criancas saudaveis.

Li et al."”®* (2006) coletaram amostras de C. albicans de
trés pacientes HIV positivos no periodo de trés anos e puderam confirmar
a persisténcia da colonizagdo bucal por C. albicans nestes pacientes.
Observaram ainda que a infecgdo primaria pode se tornar colonizagao
persistente na cavidade bucal uma vez que o sistema imune esteja
restaurado, sendo a contagem de células CD4+ menor que 200
células/mm?® um risco para o desenvolvimento de candidoses.

Candida spp. ndao é freqlientemente relatada como
fazendo parte da microbiota do biofime dentario de individuos

sistemicamente saudaveis e que nao fazem uso de antibibticos.



Entretanto, em pacientes com periodontite refrataria tratados com
antibidticos sistémicos e individuos sistemicamente debilitados, como os
infectados pelo HIV, C. albicans tém sido demonstrada no biofilme
subgengival. No entanto, ndo se sabe ao certo qual o papel desta
levedura no desenvolvimento das periodontites (ODDEN et al.'®®, 1994).

Muitos trabalhos tém relatado leveduras, especialmente
C. albicans, isoladas em grande numero em bolsas periodontais (SLOTS
et al.”®, 1988; RAMS & SLOTS', 1991; DAHLEN & WIKSTRON*, 1995;
REYNAUD et al."®, 2001; JARVENSIVU et al.?’, 2004; KOGA-ITO et
al.’2, 2004; SONG et al.?'®, 2005). Reynaud et al."® (2001) observaram a
presenca de leveduras em bolsas periodontais em 15,6% dos 128
individuos analisados, n&do havendo correlagdo com género ou idade.
Neste mesmo ano, Hannula et al.®" estudaram a possivel relacéo entre a
presenga subgengival de C. albicans e sua coexisténcia com
periodontopatégenos. Como resultado, encontraram Porphyromonas
gingivalis como isolado menos freqlientemente e Actinobacillus
actinomycetemcomitans em proporgdes significativamente elevadas em
individuos positivos para C. albicans. Martins et al.™® (2002) isolaram
Candida na cavidade bucal de 31,82% e da bolsa periodontal em 7,96%
dos individuos com periodontite crébnica examinados, sendo 6,82% destes
apresentaram leveduras em ambos locais de coleta. Jarvensivu et al.”’
(2004) relataram que seus resultados estdo em concordancia com outros
estudos que demonstram 15% de leveduras isoladas em pacientes com
periodontite cronica.

Jabra-Rizk et al.®® (2001) avaliaram amostras de lesdes
periodontais de pacientes HIV positivos e encontraram 66% de isolamento
no sitio subgengival, sendo que 39% destas amostras foram identificadas
como C. dubliniensis. Outras espécies isoladas foram C. albicans, C.
glabrata e C. parapsilosis.

Pizzo et al.'® (2002) obtiveram 38 isolados de C. albicans

(29 amostras de bolsas periodontais e nove da cavidade bucal) de 9



pacientes HIV positivos. Os autores relataram que as analises utilizando-
se cariotipagem eletroforética sugerem que a colonizagao por Candida no
sitio subgengival ndo € apenas consequéncia da colonizagdo por esta
levedura nas demais superficies bucais, portanto, cepas adaptadas a este

."%" (2002) constataram

sitio podem estar envolvidas. Samaranayake et a
maior prevaléncia de leveduras em bolsas periodontais dos pacientes HIV
positivos (45%) do que no grupo controle (13%), havendo elevada
associagao da presencga de Candida na bolsa periodontal com o niumero
de Candida na saliva. Porém estes autores ressaltaram que ha minima
evidéncia clinica da associacdo da doenca periodontal destes pacientes e
a alta prevaléncia de leveduras nas bolsas periodontais terem ocorrido
devido a propagacao de Candida pela saliva.

No estudo de Portela et al.'’® (2004), 42,3% das criancas
infectadas por HIV e 7,1% das saudaveis foram positivas para Candida no
sulco gengival. Os autores observaram correlacdo positiva entre a
freqiéncia de isolamento de Candida com diminuicao da contagem de

células CD4+ e aumento da carga viral.

2.4 Género Staphylococcus

2.4.1 Caracteristicas gerais e fatores de viruléncia

O nome Staphylococcus foi dado por Alexander Ogston,
em 1880, que correlacionou a alta taxa de mortalidade apds cirurgias
hospitalares com a presenga destes microrganismos. Nessa época, a
formagao de secreg¢ao purulenta era considerada um estagio do processo
de cicatrizagdo. Com o desenvolvimento da técnica de cirurgias anti-

sépticas, diminuiu a ocorréncia de feridas com supuracao e as infeccoes



hospitalares. Ogston entdo observou que a formagdo do pus ocorria
devido a determinados microrganismos, que foram denominados de
micrococci. Em pesquisas subsequentes, o pesquisador descobriu que
alguns deles se organizavam em forma de cachos e os chamou de
estafilococos. Posteriormente, o pesquisador Rosembach descreveu a
espécie Staphylococcus aureus (LYELL'?, 1989).

O nome Staphylococcus provém da palavra grega
sthaphylé que significa cacho de uvas, devido ao fato de que as células
destes cocos crescem seguindo um padrédo que se assemelha a um
cacho de uvas, embora os microrganismos em material clinico possam
ocorrer na forma de células isoladas, aos pares ou em cadeias curtas
(KLOOS & BANNERMAN'®, 1995;: MURRAY et al.’*®, 2000).

O género Staphylococcus pertence a familia
Micrococcaceae. Na atualidade este género é composto por 33 espécies,
sendo que 17 podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. Sao
microrganismos imoveis, anaerobios facultativos, catalase positivos e ndo
formam esporos (MARSOU et al.”*®, 1999; MURRAY et al.™® 2000;
TARKOWSKI et al.?**, 2001; UENO & JORGE?*, 2006).

Os estafilococos estdao difundidos na natureza e podem
ser encontrados vivendo sobre a pele, glandulas e mucosa de mamiferos
e aves. Sdo encontrados algumas vezes na boca, sangue, glandulas
mamarias, glandulas, intestino, trato geniturinario e no trato respiratorio
superior destes hospedeiros (RAMS et al.’® 1990; KLOOS &
BANNERMAN', 1995; MARSOU et al.”®®, 1999). Entre os estafilococos,
a espécie coagulase-positiva S. aureus e duas espécies coagulase-
negativas, S. epidermidis e S. saprophyticus, sdo encontradas com
freqiéncia em infeccdes humanas (KONEMAN et al.'™, 2001;
TARKOWSKI et al.?®®, 2001). S3o microrganismos oportunistas,
apresentando um risco particular quando a barreira cutanea esta
danificada ou pela direta implantagcdo de um corpo estranho, como por
exemplo um dispositivo médico (MARSOU et al.”*, 1999).



S. aureus €, sem duvida, o patégeno humano mais
importante entre os estafilococos. Este microrganismo pode ser
encontrado, na forma comensal, na pele de 20 a 50% da populagéo
humana. Aproximadamente 20% da populacdo apresentam colonizagao
permanente por este microrganismo no epitélio nasal, e 60% sé&o
portadores transitorios. A taxa de colonizacdo € aumentada em pacientes
de hemodialise, diabéticos, com AIDS, pds-cirurgicos e usuarios de
drogas parenterais (SHUTER et al.?®®, 1996; MEMMEL et al."*°, 2004;
DAVID et al.*?, 2005). A colonizagéo é considerada um fator de risco para
subsequente invasdo em individuos da comunidade ou hospitalizados
(SHUTER et al.?®, 1996; FOSTER®, 2005). Koneman et al."’® (2001) e
Gotz" (2004) citaram outros fatores que podem predispor um individuo a
infecgbes graves por S. aureus, que incluem alteragbes quimiotaticas dos
leucdcitos, tanto congénitas (Sindrome de Wiskott-Aldrich, Sindrome de
Down, Sindrome de Job) quanto adquiridas (diabetes mellitus, artrite
reumatoide), alteracdes na opsonizagao por anticorpos
(hipogamaglobulinemia), alteragbes na destruicdo intracelular das
bactérias apds fagocitose (doenga granulomatosa crénica), lesdes
cutaneas (queimaduras, incisées cirurgicas, eczema), presenca de corpos
estranhos (suturas, cateteres endovenosos, proéteses), infecgdes por
outros agentes, em particular virus (influenza), doengas cronicas de base
(tumores malignos, alcoolismo e cardiopatias) e administragdo profilatica
ou terapéutica de agentes antimicrobianos.

S. aureus esta relacionado com grande variedade de
infecgdes, entre elas estdo: infecgdes cutaneas (furunculos, impetigo e
abscessos), infecgdes sistémicas (osteomielites, endocardites e artrites) e
as causadas por suas toxinas, como infecgdes alimentares, septicemia,
sindrome da pele escaldada e sindrome do choque toxico (PATTI et al.’™,
1994; KONEMAN et al.'™®, 2001; NOVICK et al.™, 2001; DAVID et al.*?,
2005; GOTZ"™, 2004; FOSTER®, 2005; YAMASAKI et al.?**, 2005).



S. epidermidis tém sido descrito como principal
estafilococo implicado em infec¢gdes nosocomiais. Este microrganismo
geralmente afeta pacientes imunocomprometidos, individuos
hospitalizados para quimioterapia e outras doengas malignas,
transplantados e bebés prematuros. Sua patogenicidade esta relacionada
a formacéao de biofilme em proéteses cardiacas, articulares e vasculares. S.
epidermidis é responsavel por 50 a 70% das infecgdes relacionadas a
implantacdo de cateter. A uUnica infeccdo em um individuo adulto
imunocompetente e com auséncia de protese vinculada a este
microrganismo é a endocardite (VON EIFF et al.?*8, 2002).

S. saprophyticus € um patdégeno relacionado a infecgéao
no trato urinario superior e inferior. Isto ocorre porque esta espécie
apresenta maior capacidade de aderéncia as células uroepiteliais, do que
as outras espécies. Patologias com severidade moderada como disuria
em mulheres ou uretrite em homens podem ser observadas, porém
cistites e nefrites podem ocorrer em individuos imunocomprometidos. Este
microrganismo € responsavel por mais de 42% de todas as infec¢des do
trato urinario em mulheres jovens e sexualmente ativas (VON EIFF et
al.>®, 2002). Infecgdes humanas, de menor prevaléncia, relacionadas a
outras espécies de Staphylococcus, também tém sido relatadas
(KLUYTMANS et al.’® 1998; KONEMAN et al."*®, 2001; VON EIFF et
al.?®°, 2001; SEIFERT et al.?", 2005; ANGUERA et al.®, 2006).

O género Staphylococcus apresenta muitos fatores de
viruléncia que estdo relacionados com sua capacidade de produzir
doencas e disseminar-se pelos tecidos humanos e de outros animais.
(VON EIFF et al.®*°, 2001; DUBIN®®, 2002). Os estafilococos contém
polissacarideos, proteinas antigénicas e outras substancias importantes
na estrutura da parede celular. O peptideoglicano é importante na
patogenia da infec¢do, pois induz a produgao de interleucina-1 (pirégeno
enddégeno) e de anticorpos. Além disso, pode atuar como quimiotatico
para leucécitos polimorfonucleares (GOTZ"®, 2004; FOSTER®, 2005). Os



acidos teicdicos estédo relacionados com a aderéncia do microrganismo e
também com a ativacdo do sistema complemento (GOTZ"®, 2004;
FOSTER®, 2005; UENO & JORGEZ® 2006). A proteina A & um
componente da parede celular de muitas cepas de S. aureus que tem a
capacidade de se ligar a regido Fc da imunoglobulina G (IgG). Esta
proteina desempenha um efeito antifagocitario na patogénese da infecgao
(KONEMAN et al.'® 2001; YARWOOD & SCHLIEVERT?*, 2003;
GOTZ"®, 2004; FOSTER®, 2005; UENO & JORGE?*, 2006). A maioria
das cepas de S. aureus exibe uma camada microcapsular composta por
polissacarideos. Pesquisas in vitro indicaram agao anti-opsonizacéo desta
capsula (FOSTER®, 2005). A presenca desta, também parece facilitar a
aderéncia dos microrganismos as células do hospedeiro e aos
dispositivos protéticos (KONEMAN et al.'™, 2001; UENO & JORGE?®,
2006).

Estes microrganismos podem ainda produzir doenca
através da produgao de muitas substancias extracelulares, como enzimas
e toxinas (DUBIN®?®, 2002). Dentre as enzimas, a catalase é produzida por
todos os estafilococos, e pode atuar inativando o peréxido de hidrogénio e
radicais livres toxicos formados no interior das células fagocitarias, apés a
ingestdo do mesmo. A coagulase, produzida por algumas espécies,
podem recobrir as células bacterianas com fibrina tornando-as resistentes
a opsonizagao e a fagocitose. As fibrinolisinas podem degradar coagulos
de fibrina e permitir a disseminagéo da infecgdo aos tecidos adjacentes.
De modo similar, a hialuronidase hidrolisa a matriz intercelular de
mucopolissacarideos nos tecidos e, portanto, pode atuar disseminando os
microrganismos para dareas contiguas (KONEMAN et al.''® 2001;
DUBIN®3, 2002; GOTZ"®, 2004; FOSTER®, 2005). A lipase atua sobre os
lipidios presentes em membranas celulares, é produzida por algumas
especies e permite a colonizagdo da pele. A beta-lactamase confere
resisténcia a penicilina (EADY & COVE®*, 2003; GOTZ"®, 2004;
FOSTER®, 2005; UENO & JORGEZ?? 2006). As hemolisinas de S.



aureus possuem varias atividades biolégicas, como agéao letal a leucocitos
polimorfonucleares humanos, lise e efeito toxico para eritrocitos de varias
espécies animais, leucocitos, macrofagos e fibroblastos, além de
promover a ruptura da membrana celular facilitando a penetracdo nas
células do hospedeiro (KOMURO et al.'" 2001; YARWOOD &
SCHLIEVERT?¥, 2003; GOTZ"®, 2004; FOSTER®, 2005).

A leucocidina € uma exotoxina que exerce efeito tdxico
direto sobre a membrana dos leucdécitos polimorfonucleares humanos,
causando degranulagdo do citoplasma, edema celular e lise. A toxina
esfoliativa, também denominada esfoliatina ou toxina epidermolitica,
produzida por algumas cepas de S. aureus é responsavel pela sindrome
estafilococica da pele queimada. Essa toxina leva a ruptura dos
desmossomos da camada granular do epitélio (YARWOOD &
SCHLIEVERT*", 2003; FOSTER®™, 2005; YAMASAKI et al.**®, 2005;
UENO & JORGE?®, 2006). As enterotoxinas sdo moléculas termoestaveis
responsaveis pelas caracteristicas clinicas da intoxicagao estafilococica
alimentar. A toxina 1 da sindrome do choque téxico (TSST-1) é uma
exotoxina secretada durante o crescimento de algumas cepas de S.
aureus, que pode reproduzir a maioria das manifestagdes clinicas da
sindrome do choque toxico. As enterotoxinas e TSST-1 sédo consideradas
“superantigenos”, pois s&o capazes de superar as etapas usuais de
processamento antigénico das células mononucleares e unem-se
diretamente aos mondcitos e linfécitos, produzindo a liberacdo de
citocinas. A liberagdo sistémica destas citocinas parece ocasionar as
alteragdes sistémicas da sindrome do choque téxico (KONEMAN et al.'"®,
2001; VON EIFF et al.?*®, 2002; YARWOOD & SCHLIEVERT?*", 2003;
GOTZ", 2004; FOSTER®, 2005; UENO & JORGE?*, 2006).

Outros fatores de viruléncia podem estar envolvidos na
patogénese das infec¢des por estafilococos coagulase-negativos, como a
formagdo de biofilme por S. epidermidis, aderéncia especifica de S.

saprophyticus em células uroepiteliais e secregcado de diferentes enzimas



extracelulares e toxinas por estas espécies (VON EIFF et al.?*, 2001;
VON EIFF et al.?*®, 2002; YARWOOD & SCHLIEVERT?*", 2003).

A capacidade de comunicagéao célula-a-célula e regulagao
dos fatores de viruléncia no biofilme, proporcionam a algumas espécies
destes microrganismos, como S. aureus e S. epidermidis, a capacidade
de causar inumeras patologias e de sobreviver em diferentes nichos do
hospedeiro (YARWOOD & SCHLIEVERT?*, 2003).

Um dos maiores problemas envolvendo estes
microrganismos, coagulase-positivos e coagulase-negativos, tem sido o
crescente aumento de cepas resistentes a meticilina, vancomicina e a
outros antibidticos, em infeccbes na comunidade e em ambiente
hospitalar (MARSOU et al.”*®, 1999; PADOVEZE et al.'®, 2001; EADY &
COVE™, 2003; GOTZ"3, 2004; NUNES et al."®, 2006).

2.4.2 Género Staphylococcus na cavidade bucal

Embora haja extensa literatura sobre Staphylococcus
aureus e estafilococos coagulase-negativos, pouca atengcédo tem se dado
a cavidade bucal como reservatério destes microrganismos. Os
estafilococos tém sido freqientemente isolados da cavidade bucal de
criangas, idosos e em alguns grupos com patologias sistémicas em fase
terminal, como em artrite reumatdide e pacientes com doencgas
hematoldgicas malignas (MIYAKE et al."*", 1991; JOBBINS et al.*®, 1992;
JACOBSON et al.*®, 1997; JACKSON et al.*, 1999; JACKSON et al.*,
2000). Espécies de Staphylococcus presentes na cavidade bucal podem,
na vigéncia de condigdes apropriadas, causar infecgao local ou sistémica,
pois apresentam potencial de disseminacdo e sdo capazes de colonizar
outros 6rgaos. Algumas infecgbes na cavidade bucal s&o relacionadas a

S. aureus, incluindo queilite angular, infeccbes endodonticas,



osteomielites na mandibula, infec¢des da parétida e mucosites (PATTI et
al.’ 1994; JACKSON et al.®*, 2000; SMITH et al.?'°2, 2001 e 2003).

Jackson et al.® (2000) isolaram estafilococos de 92% de
uma populagcdo infantil saudavel. S. aureus foi a espécie prevalente.
Dentre os isolados coagulase-negativos, S. epidermidis e S. warneri foram
os mais freqliientemente observados. Das 124 criancas que estavam sob
tratamento de cancer (leucemia, linfoma ou outros tumores sélidos) foram
isolados Staphylococcus spp. da cavidade bucal de 42% das criangas,
sendo que S. aureus estava presente em apenas 5% dos isolados.

Martins et al.”** (2002) pesquisaram a presenca de
microrganismos do género Staphylococcus na cavidade bucal de adultos
saudaveis. Obtiveram o isolamento em 95,6% dos individuos analisados,
nos quais 63% dos isolados eram coagulase—negativos. Dentre as cepas
coagulase-positivas foram identificadas S. hyicus, S. aureus e S. schleiferi
subespécie coagulans.

No estudo de Monroy et al.™? (2005), S. aureus foi isolado
a partir da mucosa do palato de portadores de protese total e na
superficie interna destas. Observou-se também alto indice de isolamento
deste microrganismo em pacientes com estomatite por protese.

O isolamento de S. aureus meticilina-resistentes (MRSA)
a partir da cavidade bucal também tem sido relatado (SUZUKI et al.?®,
1997; SMITH et al.?'"2, 2003). Estudo longitudinal realizado por Suzuki et
al.?® (1997) sugeriu que MRSA podem persistir na boca por mais de cinco
anos. Os autores concluiram que a cavidade bucal pode ser considerada
um reservatoério potencial de MRSA para infecgcdo nosocomial.

Staphylococcus spp. s&o identificados no biofilme
subgengival de individuos com doencga periodontal. Estes microrganismos
produzem inumeros fatores de viruléncia, incluindo leucocidina que
podem estar envolvidas no desenvolvimento da infecgdo periodontal,
comprometendo a atividade dos neutrofilos no sistema de defesa. lwase

et al.®® (1990) isolaram estafilococos da microbiota subgengival de



pacientes com periodontite crébnica. Das amostras coletadas as cepas de
S. aureus exibiram grande atividade citotoxica para neutrofilos. Os autores
concluiram que a produgao de toxina por S. aureus no sitio gengival pode
agir como co-fator no desenvolvimento da doenga periodontal. Rams et
al."® (1990) observaram a presenca subgengival de Staphylococcus spp.
nas diferentes formas de doenca periodontal. Estafilococos foram isolados
em 50,4% dos pacientes com periodontite crénica, 45,4% com
periodontite agressiva, 30.8% com periodontite agressiva localizada, 50%
com gengivite e 69,2% em periimplantites. Nos individuos com
periodontite cronica analisados no estudo de Loberto et al.'®® (2004), S.
epidermidis foi a espécie prevalente na bolsa periodontal e na cavidade
bucal, seguido por S. aureus. Os autores relataram que a presenca de
bactérias oportunistas na cavidade bucal pode representar dificuldades
para a manutencdo do tratamento periodontal. Murdoch et al.'*® (2004)
relataram a presenca de estafilococos em 54% de sitios subgengivais
com doenga periodontal e em 43% de sitios subgengivais
periodontalmente saudaveis em 50% dos pacientes com doenca
periodontal, além de 29% em sitios sem doenga periodontal em 54% dos
individuos controle. Os autores consideraram que a ocorréncia
subgengival destes microrganismos pode atuar como um reservatorio
para infec¢des sistémicas através de sitios com doenga periodontal.

Um importante mecanismo de resisténcia bacteriana
frente as penicilinas é a producdo de R-lactamases. Sendo a doenca
periodontal uma infeccdo polimicrobiana, a emergéncia de
microrganismos que produzem esta enzima na regidao subgengival ira
também proteger bactérias ndo produtoras da acédo de antibidticos [3-
lactadmicos, ocasionando falha terapéutica ou recorréncia da doenca. Esta
hipdtese foi confirmada por Handal et al.®® (2004), que observaram em
72% dos individuos que apresentavam sitios com doencga periodontal
refrataria a presenca de Staphylococcus spp. e outras bactérias

produtoras de R-lactamases.



2.5 Familia Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae

2.5.1 Caracteristicas gerais e fatores de viruléncia da familia

Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae constitui um grande grupo
heterogéneo de bastonetes Gram-negativos. Muitas espécies fazem parte
da microbiota normal do trato intestinal dos animais e do homem, também
estdo presentes no solo, vegetagdo e agua. A familia inclui numerosos
géneros, como Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Proteus, entre outros. Foram definidos mais de 25 géneros e
cento e dez espécies ou grupos. Entretanto, as Enterobacteriaceae
clinicamente importantes compreendem vinte a 25 espécies, enquanto as
outras espécies sdo encontradas raramente (BROOKS et al.*', 2000;
UENO & JORGE??, 2006). Estes géneros foram classificados com base
nas propriedades bioquimicas, estrutura antigénica e sequenciamento dos
acidos nucléicos (MURRAY et al.™’, 2000; OHKUSU®?, 2000).

Os membros desta familia sao bastonetes Gram-
negativos curtos, anaerdbios facultativos, com 0,5 a 2,0 um de largura por
1,0 a 4,0 ym de comprimento, ndo formadores de esporos, sdo moveis
por flagelos peritriqueos ou imdveis, apresentam metabolismo respiratério
e fermentativo. (HOLT et al.?®, 1994; BROOKS et al.*', 2000; KONEMAN
et al."”®, 2001; FILLIUS et al.®’, 2003; UENO & JORGE?®, 2006).
Possuem exigéncias nutricionais simples, fermentam glicose, reduzem
nitrato, sdo catalase-positivas e oxidase negativas (MURRAY et al. ',
2000; OHKUSU'®?, 2000).

Os pacientes imunocomprometidos ou debilitados séo
altamente suscetiveis as infeccdes adquiridas nos hospitais, apds a

colonizacdo com cepas ambientais ou contaminagdo a partir de



procedimentos invasivos, como cateterismo, broncoscopia, coloscopia ou
bidpsia cirtrgica (PITOUT et al.'®, 1997; KONEMAN et al."”®, 2001;
MOTTA et al."*®, 2003; KAYE et al.'%®, 2004).

As bactérias desta familia podem produzir uma grande
variedade de doengas humanas, incluindo septicemia, infeccdes urinarias
e intestinais. O aumento de infecgdes por estes microrganismos tem sido
relacionado ao uso indiscriminado de antibiéticos, quimioterapia, terapia
com imunossupressores e em individuos com comprometimento do
sistema imunolégico (KONEMAN et al.’’®, 2001; MOTTA et al.*°, 2003).
Algumas espécies dos géneros Salmonella, Shigella e Yersinia estao
associadas a doenga nos seres humanos, como septicemia, febre
entérica, gastroenterite (shigelose), peste bubdnica e peste pneumbnica
(MURRAY et al."*’, 2000; VELGE et al.?®, 2005; PARSOT"®®, 2005;
TIERREZ & GARCIA-DEL PORTILLO?*?®, 2005), enquanto outras, como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, s&o membros
da microbiota normal, e podem causar infecgdes oportunistas (ACHTMAN
et al.?, 2004; BRANGER et al.??, 2005; ARPIN et al.?, 2005; MANCHANDA
et al.’®, 2005; ENDIMIANI et al.*®, 2005;).

As infecgdes podem originar-se de um reservatorio
animal, de um portador humano ou por disseminagao endogena dos
microrganismos em um paciente susceptivel (MURRAY et al.'*’, 2000).
Velge et al.>** (2005) em uma revisao de literatura relataram a emergéncia
das infecgcbes por Salmonella spp., € o aparecimento de espécies multi-
drogas resistentes. Varias espécies dos diferentes géneros desta familia
sdo citadas na literatura atual como agentes causais das mais diferentes
patologias, como Enterobacter sakazakii e infeccbes de neonatos,
Escherichia coli em infec¢gdes gastro-intestinais e endocardites, Kluyvera
ascobarta em infecgdes urinarias, entre outras (BRANGER et al.??, 2005;
CAPRIOLI et al.*®, 2005; GURTLER et al.”®, 2005; NARCHI', 2005).

Enterobactérias sdo um grupo de patégenos importantes

tanto nas infeccdes ocorridas na comunidade, quanto nas adquiridas em



hospitais e a resisténcia aos antibidticos tém se tornado intensamente
comum. O mais sério padrdo que emerge atualmente entre os
microrganismos Gram-negativos sdo os resistentes a cefalosporinas e
penicilinas de amplo-espectro (MOTTA et al.™®, 2003; ARPIN et al.’,
2005). A resisténcia pode aparecer em isolados clinicos, anteriormente
sensiveis, por meio da transferéncia de plasmideos. As bactérias
entéricas Gram-negativas possuem normalmente um Uunico e grande
plasmideo que codifica a resisténcia a varios antibiéticos. A produgéo das
R-lactamases, responsaveis pela resisténcia aos antibidticos -
lactamanicos, podem ser encontradas em diferentes espécies, como E.
coli, K. pneumoniae e E. cloacae (PITOUT et al."”®, 1997; KAYE et al.'®,
2004; WACHINO et al.**°, 2004; ARPIN et al.?, 2005; PITOUT et al."™,
2005; NAVEEN & MATHAI™**, 2005).

Numerosos fatores de viruléncia ja foram identificados nos
membros da familia Enterobacteriaceae, sendo alguns deles comuns a
todos os géneros, enquanto outros s&o exclusivos de cepas virulentas
especificas (MURRAY, et al."*’, 2000; DARWIN®', 2005). A maior ou
menor patogenicidade é determinada pela habilidade de inibir os
mecanismos de defesa locais e sistémicos do hospedeiro. Fatores como
adesinas, lipopolissacarideos, polissacarideos capsulares, bacteriocinas e
plasmideos, s&o determinantes na patogenicidade destes microrganismos
(MURRAY et al."*’, 2000).

2.5.2 Caracteristicas gerais e fatores de viruléncia da familia

Pseudomonadaceae

Os membros desta familia caracterizam-se como bacilos
Gram-negativos, retos ou ligeiramente curvos, com aproximadamente 0,5

a 1,0 um de largura por 1,5 a 5,0 ym de comprimento, aerdbios estritos; a



maioria das cepas apresenta motilidade por meio de um ou mais flagelos
polares, utiliza glicose e outros carboidratos oxidativamente e em geral
sdo citrocromo oxidade-positivas. Embora sejam classificados como
aerdbios obrigatérios, segundo Enoch et al.*® (2004) podem crescer em
condicbes anaerdbicas. A presenca da citrocromo-oxidase em
Pseudomonas spp. € utilizada para diferenciar estas bactérias das
Enterobacteriaceae (OBERHOFER'™®, 1981; MURRAY et al."*’, 2000;
KONEMAN, et al."™, 2001).

O género Pseudomonas € composto por numerosas
espécies, subdivididas de acordo com suas diferencas bioquimicas e
genéticas. Sao microrganismos ubiquos encontrados no solo, na matéria
organica em decomposi¢cdo, na vegetacdo e na agua. Sdo também
encontradas em todo ambiente hospitalar em reservatérios umidos, como
equipamentos de tratamento respiratério e didlise e até mesmo em
solugcdes desinfetantes. Esta ampla distribuicdo ambiental é assegurada
por suas exigéncias simples de crescimento. Muitos compostos organicos
podem ser utilizados como fonte de carbono e nitrogénio, e algumas
cepas podem até mesmo crescer em agua destilada ou soro fisioldgico,
utilizando diminutas quantidades de nutrientes (MURRAY et al.’*”, 2000;
UENO & JORGE?*°, 2006).

Algumas cepas apresentam colonias de aparéncia
mucoide, devido a abundancia de uma capsula de polissacarideos.
Algumas espécies produzem pigmentos passiveis de difusdo em meio de
cultura, como a piocianina (azul), fluoresceina (amarelo) e piorrubina
(vermelho-acastanhado) (OBERHOFER'™®, 1981; MURRAY et al.'",
2000, KIRISITS, et al.'® 2005). As espécies do género Pseudomas
podem ser divididas em trés grupos de acordo com suas caracteristicas
fenotipicas. O grupo Fluorescente abrange as espécies P. aeruginosa, P.
fluorescens e P. putida. Pseudomonas stutzeri e P. mendocina compdem

0 segundo grupo Stutzeri e o terceiro, Alcaligenes, é composto por P.



alcaligenes e P. pseudoalcaligenes (KONEMAN et al."*®, 2001; FUHRER
et al.?®, 2005).

Apesar de sua presenga ubiqua, capacidade de
crescimento em praticamente qualquer ambiente, propriedades de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana, estes microrganismos nao sao
patdbgenos comuns, sendo as infec¢gdes por Pseudomonas spp.,
consideradas basicamente oportunistas (MURRAY et al.'’, 2000;
KONEMAN et al.'"®, 2001; RUIMY et al.”®’, 2001, SMITH & IGLEWSKI,?"
2003; SECKO?™, 2005).

Pseudomonas aeruginosa € a espécie mais
freqientemente isolada de amostras clinicas. As infec¢gdes sdo em geral
observadas em sitios onde existe tendéncia ao acumulo de umidade,
como em traqueostomia, cateteres permanentes, queimaduras, ouvido
externo e feridas externas exsudativas, podendo também produzir
infeccdes no trato urinario e respiratério inferior. E um patdégeno
oportunista que pode causar morbidade ou mortalidade em pacientes
queimados, com fibrose cistica ou imunocomprometidos (HA & JIN”,
1999; KONEMAN et al."’®, 2001; RUIMY et al.'®, 2001; SMITH &
IGLEWSKI?"®, 2003; KIPNIS et al.'’, 2006). Este microrganismo dispde
tanto de fatores celulares quanto extracelulares associados a viruléncia,
que facilitam no estabelecimento da infecgdo (SMITH & IGLEWSKI?",
2003; KIPNIS et al.'’) 2006). P. aeruginosa secreta toxinas com agao
citotoxica para células eucaridticas, que proporcionam a invasao e
disseminagcdo, além de elastase, protease alcalina, exotoxina A e
fosfolipase C (KIPNIS et al."®”, 2006). Esta bactéria também apresenta um
mecanismo de comunicagéo, denominado “quorum sensing”, que permite
as bactérias agir como uma comunidade na regulagdo coordenada da
expressao de genes, como os da viruléncia, sendo, portanto, importante
na patogénese (SMITH & IGLEWSKI*"?, 2003; KIPNIS et al.'’, 2006;
WAGNER et al.**', 2006).



2.5.3 Enterobactérias e Pseudomonas spp. na cavidade bucal

As Dbactérias da familia Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae sao exaustivamente estudadas pela area médica,
sendo conhecida sua patogenicidade no organismo humano, porém, na
cavidade bucal, estas bactérias ndo eram consideradas patogénicas.
Entretanto, a presenca destas bactérias na cavidade bucal pode servir de
reservatorio, podendo comprometer gravemente a vida de individuos
debilitados (SLOTS et al.?®>", 1990; SLOTS et al.?®, 1991; SANTOS &
JORGE'®, 1998; SANTOS et al.’®”, 2002; SENPUKU et al**?. 2003).

Alguns trabalhos relataram a associacdo de
enterobactérias com ulceragdes bucais em pacientes HIV positivos, porém
esta associagao pode nao estar obrigatoriamente relacionada a causa da
ulceracdo, podendo ser as enterobactérias invasores secundarios
(TSANG & SAMARANAYAKE?#®, 2000; FIGUEIREDO et al.?°, 2001).

Fatores sistémicos e locais parecem estar relacionados
com o aumento da prevaléncia de enterobactérias e/ou pseudomonas na
cavidade bucal, porém este assunto permanece bastante controverso
(JOBBINS et al.*®, 1992; OHMAN et al.'®,1995; PANNUTI et al.'®’, 2001;
SENPUKU et al.??, 2003).

Alta prevaléncia de enterobactérias e/ou pseudomonas na
cavidade bucal de individuos brasileiros saudaveis (51%) foi observada
por Santos & Jorge'®® (1998).

Em pacientes HIV positivos, Schmidt-Westhausen et al."?®
(1991) obtiveram a prevaléncia de 22% de isolados, sendo E. coli, K.
pneumoniae e E. cloacae as espécies mais isoladas. Percentual préximo
(26,3%) ao encontrado por estes autores foi relatado por Tsang &
Samaranayake®?® (2000), em que a espécie prevalente de enterobactérias

|.60

foi E. cloacae. Em 2001, Figueirédo et al.” obtiveram maior prevaléncia

em pacientes HIV positivos (37,8%) do que o observado no grupo controle



(34,4%). As espécies mais isoladas foram E. coli e K. pneumoniae. Estes
autores afirmam que devido a possibilidade destas bactérias indicarem
um disturbio da ecologia local, a presenga destas na cavidade bucal
merece ser adequadamente esclarecida.

O efeito de aparelhos ortodénticos sobre a colonizacéo
por espécies destes microrganismos foi avaliado por Hagg et al.”® (2004)
a partir de amostras do biofilme dentario e enxague bucal. De acordo com
a analise estatistica, houve um aumento significativo da prevaléncia de
enterobactérias apds a insercdo do aparelho fixo, independente da
técnica utilizada para coleta.

Enterobactérias e pseudomonas tém sido encontrados na
microbiota subgengival de lesGes periodontais avancadas e tém sido
implicados como patdégenos importantes nos casos de periodontites
cronicas refratarias, sendo que a colonizagdo subgengival por estes
microrganismos representa superinfecgdo. Estes microrganismos
persistem apos a terapia periodontal mecanica ou cirurgica, sendo
necessaria a associagao de agentes antimicrobianos para o tratamento
das infecgbes periodontais envolvendo estes patdgenos. Além disso,
estas espécies apresentam fatores de viruléncia relacionados a invasao
tecidual, podendo a partir de um sitio periodontal atingir a corrente
sangiiinea e causar septicemia em pacientes debilitados (SLOTS et al.?®?,
1988; SLOTS et al.?®*”", 1990).

Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae e Acinetobacter
foram isolados a partir de 14% dos pacientes com doenga periodontal
analisados por Slots et al.?®” (1990). Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa foram encontrados em 43% dos
pacientes positivos para bacilos entéricos e pseudomonas no sitio
subgengival. Ainda em 1990, Slots et al.’® identificaram em 844
pacientes com periodontite crbnica a prevaléncia e a sensibilidade a
antimicrobianos destes microrganismos. E. cloacae, K. pneumoniae e P.

aeruginosa e K. oxytoca corresponderam a 60% das amostras isoladas.



A prevaléncia subgengival de bacilos entéricos e
pseudomonas em individuos com doenca periodontal também foi avaliada
por Barbosa et al.'" (2001). Foram isoladas trinta cepas desses
microrganismos em 31,2% dos individuos analisados. As espécies
frequentemente isoladas foram P. aeruginosa e S. marcescens. Os
autores relataram que a eliminagéo destes patégenos oportunistas pode
ser importante para a resolugdo dos processos infecciosos periodontais.
Além disso, a elevada porcentagem de individuos colonizados por
microrganismos resistentes aos agentes antimicrobianos mais utilizados,
como amoxicilina associada ao acido clavulanico e doxiciclina, indica a
importancia da detecgao microbioloégica dessas cepas e da realizagdo do
teste de susceptibilidade previamente ao emprego de antimicrobianos.

Santos et al.'”® (2002) relataram a presenca de
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na cavidade bucal de 43,18%
e 15,9% na bolsa periodontal dos individuos com periodontite crdnica
analisados, sendo mais prevalente em individuos do sexo masculino.
Enterobacter cloacae foi a espécie mais isolada, e os autores nao
observaram correlagdo entre a presenga destes microrganismos com
profundidade da bolsa periodontal, faixa etaria, habito de fumar e doencas

sistémicas.



3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo:

a)

b)

avaliar a presenca de microrganismos dos géneros
Candida e Staphylococcus e das familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na
cavidade bucal de pacientes portadores do HIV e
comparar este resultado com individuos controle;
verificar a associacdo da presenca e do numero
destes microrganismos, com a contagem de células
T CD4+ e com a carga viral apresentada pelos
individuos soropositivos para o HIV;

comparar as contagens dos microrganismos em

pacientes HIV positivos fumantes e ndao fumantes.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa seguiu as determinagdes das resolugdes
196/96 e 251/97 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL**, 1996 e
1997) que estabelece as diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa envolvendo seres humanos. O projeto de pesquisa foi
previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP, sob o
protocolo n° 012/2005-PH/CEP (Anexo A). Os individuos que
concordaram em participar do estudo assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

4.2 Célculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral inicialmente foi
realizado estudo piloto incluindo oito pacientes do grupo experimental e
oito do grupo controle. Foram realizadas contagens de Candida,
Staphylococcus e bactérias da familia Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae, e os resultados (UFC/mL) analisados quanto as
principais medidas de centralizagcdo e dispersao. A partir destes dados, a
normalidade de cada um dos grupos foi analisada pelo método Anderson-

Darling (nivel de significancia 5%). Observou-se que os resultados



encontrados foram de natureza ndo-normal, com exce¢do do grupo
“cavidade bucal — Staphylococcus — HIV”.

227 & \lieira®*® concluiu-se que

Desta forma, segundo Triola
o tamanho da amostra com 45 individuos em cada grupo € satisfatério
para permitir a comparagdo dos dados dos grupos controle e

experimental.

4.3 Grupo de estudo

Participaram do presente estudo 45 individuos (23 do
género feminino e 22 do masculino), com idades entre 22 e 66 anos,
soropositivos para HIV, previamente diagnosticados pelo teste ELISA e
confirmados por Western-blot, que estavam sob tratamento médico no
Hospital Dia do Hospital Escola de Taubaté ou no Ambulatorio Regional
de Especialidades (ARE) do Estado de Sao Paulo.

4.4 Grupo controle

Para o grupo controle foram selecionados 45 individuos,
com idades entre 23 e 66 anos, saudaveis com perfil semelhante, quanto
a idade, género, presenca de prétese, habito de fumar e condigdes bucais
aos individuos soropositivos, que estavam em tratamento nas clinicas da

Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos - UNESP.



4.5 Critérios de inclusao

Os individuos soropositivos para HIV incluidos faziam uso
da medicacao anti — retroviral por pelo menos um ano e ndo haviam sido
submetidos a antibioticoterapia, com antibacterianos ou antifungicos, por

pelo menos sessenta dias antes da coleta.

4.6 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo individuos diabéticos nao
metabolicamente controlados, gestantes, pacientes com protese total

(superior e inferior) ou lesdes sugestivas de candidose bucal.

4.7 Anamnese

Foram avaliados durante a realizagdo da anamnese no
grupo de estudo os dados pessoais, as condigdes de saude geral e bucal
de todos os individuos, a associacdo dos medicamentos utilizados
(“coquetel”’) e o tempo de tratamento. Utilizando-se do prontuario médico
do paciente foram anotados os dados sobre carga viral e contagem de
células T CD4+ (Apéndice B).

Os individuos do grupo controle foram submetidos a um

questionario sobre as condi¢des médicas e bucais (Apéndice C).



4.8 Exame clinico

Todos os individuos incluidos no estudo foram
submetidos ao exame clinico para avaliagdo das condi¢bes de saude
bucal. Foram avaliados a presenca de lesdes bucais, uso de proteses e
aparelhos ortodonticos. Para a realizacdo deste exame foi utilizado
espelho plano n°® 5, sonda exploradora e sonda periodontal milimetrada
tipo Williams devidamente esterilizados. Todos os individuos foram
examinados pelo mesmo operador e os dados referentes ao exame
clinico foram anotados nas fichas clinicas para posterior analise, assim
como os sitios periodontais escolhidos para a coleta (Apéndice B e C).

Os individuos foram encaminhados para tratamento
odontoloégico no Centro de Especialidades da Prefeitura Municipal de

Taubaté, conforme as necessidades bucais individuais.

4.9 Coleta das amostras

A coleta de material da cavidade bucal foi realizada por
meio de 10 mL de solugdo fisiologica esterilizada (NaCl a 0,85%)
tamponada com fosfato (PBS 0,1M e pH 7,2) contida em um recipiente
universal estéril descartavel. Os individuos realizaram bochecho com a
solugdo durante um minuto, devolvendo em seguida a solugdo para o
mesmo recipiente.

Para coleta de material subgengival foram selecionados
dois sitios em cada individuo. Apos a remocé&o de biofilme supragengival
com compressa de gaze esterilizada e isolamento relativo com roletes de
algodao, as amostras de material subgengival foram obtidas com cones

de papel absorvente esterilizados n°® 30. Foram inseridos trés cones na



porcdo mais apical de cada sitio selecionado. Os cones foram mantidos
no local por 30 segundos e, em seguida, acondicionados em tubos
plasticos (Eppendorf) esterilizados contendo 1 mL de solugao fisiolégica
(NaCl a 0,85%) tamponada com fosfato 0,1 M e pH 7,2 (PBS) esterilizada.

Os recipientes foram mantidos em uma bolsa térmica com
gelo até serem transportados para o laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP,
respeitando-se o0 periodo maximo de trés horas entre a coleta e o

processamento das amostras.

4.10 Processamento das amostras

As amostras de enxague bucal foram centrifugadas
por dez minutos (3850 xg) e o sobrenadante foi descartado. O depdsito foi
ressuspendido em 2,5 mL de PBS e misturado em agitador de tubos
(Vortex) por trinta segundos, produzindo assim a suspensdao de
concentracao final.

As amostras coletadas do sitio periodontal foram
homogeneizadas em agitador de tubos (Vortex) durante trinta segundos.
Os cones foram desprezados com auxilio de pingas esterilizadas. Cada
amostra foi entdo centrifugada por dez minutos (8000 xg) e o
sobrenadante descartado. Em seguida o depdsito foi ressuspendido em
0,6 mL de PBS e misturado em agitador de tubos (Vortex) por trinta
segundos, produzindo assim a suspensao de concentragao final.

De cada suspensdao de concentracdo final foi
semeado 0,1 mL em duplicata em placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose (Difco) acrescido de 0,1 mg/mL de cloranfenicol

(quemicetina succinato, Carlo Erba®), agar manitol (Difco) e &agar



MacConkey (Difco). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.
Quando nao houve crescimento nas placas de Sabouraud dextrose com
cloranfenicol, estas foram deixadas por mais cinco dias a temperatura
ambiente. A aliquota excedente de enxague bucal foi esterilizada e
descartada.

Apo6s o crescimento, as colbnias foram examinadas
quanto as caracteristicas morfolégicas (tamanho, forma, superficie, halos
e presenca de pigmentos), contadas e o numero de unidades formadoras
de colénias por mililitro (UFC/mL) foi calculado. A seguir, para cada
colénia com morfologia diferente foram realizados esfregagos em laminas
e corados pelo método de Gram. Apds confirmacdo microscopica, as
colonias sugestivas de leveduras foram semeadas em agar Sabourad
dextrose inclinado e as coldnias de cocos Gram-positivos e de bacilos
Gram-negativos foram semeadas em Tryptic Soy Agar (TSA, Difco). Em
seguida, os isolados foram incubados por 24 h a 37°C para obtencao de
culturas puras. Apos o crescimento, as amostras foram estocadas em

geladeira para posterior identificacao.

4.11 Identificacdo das amostras de Candida

As culturas obtidas foram identificadas baseando-se nas
provas descritas por Sandvén'® (1990), Wiliams & Lewis®*® (2000) e

Koneman et al.’™® (2001).

4.11.1 Produgéao de tubo germinativo

Cada cultura pura foi semeada em placa de Petri

contendo agar Sabouraud dextrose e incubada a 37°C por 24 horas. Para



a prova de produgao de tubo germinativo adicionou-se uma algada da
cultura de levedura, em tubo de ensaio (13 x 170 mm) contendo 0,5 mL
de soro estéril bovino. Os tubos de ensaio semeados foram colocados em
banho-maria a 37°C pelo periodo de 2 a 3 horas. Durante este periodo, a
formagao ou ndo de tubo germinativo foi observada em microscopia de luz
colocando-se uma gota da suspensao entre lamina e laminula. Observou-
se que tubos germinativos séo caracteristicos de C. albicans ou C.

dubliniensis. Foi utilizado como controle positivo C. albicans ATCC 18804.

4.11.2 Microcultivo

Para esta prova foi utilizado o meio Corn Meal Agar
(Difco) acrescido de Tween 80 a 1%. Apds preparo, o meio foi esterilizado
e armazenado em geladeira. Para a prova, o meio foi previamente fundido
e com auxilio de uma pipeta de 10 mL, foi distribuido em laminas
colocadas no interior de placas de Petri esterilizadas. Apos a solidificagao
do agar, cada amostra de levedura (cultura de 24 horas) a ser testada foi
semeada em estria Unica na superficie do meio e uma laminula foi
posicionada no centro da Iamina. Uma porc¢éo de algodao esterilizado foi
colocada no interior de cada placa de Petri e foi umedecida com agua
destilada esterilizada, para evitar uma possivel dessecacdao do meio de
cultura. Este conjunto foi incubado por 72 horas em temperatura
ambiente, quando entdo foi realizada a leitura em microscopia de luz
(aumento de 400 vezes). Observou-se presenga ou auséncia de
clamidoconideos, hifas, pseudohifas e leveduras. A presenca de
clamidoconideo é geralmente associada a C. albicans e C. dubliniensis
(KOGA-ITO et al.', 2006). Foi utilizado como controle positivo, C.
albicans ATCC 18804.



4.11.3 Fermentagao de carboidratos (Zimograma)

Para a realizacdo desta prova foi utilizado o caldo
vermelho de fenol (Difco) distribuido em tubos de ensaio contendo tubos
de Durhan invertidos em seu interior. Os tubos foram autoclavados a
120°C por 15 minutos. A seguir, foi adicionado cada carboidrato (glicose,
maltose, sacarose, galactose e lactose), previamente esterilizado por
filtracdo (Filtro Millipore, GSWP-02500), de forma a obter uma
concentracao de 1%. Posteriormente, os tubos foram semeados com 100
ML da suspensao, feita a partir de uma cultura pura de 24 horas da
levedura em agar Sabouraud dextrose, com turvagao equivalente a escala
0,5 de MacFarland. A leitura foi realizada apds 48 horas e 1 semana da
incubacdo a 37°C, observando-se se houve a mudanca de cor do
vermelho para o amarelo, indicando a produgao de acido e se houve
bolhas de ar aprisionadas nos tubos de Durhan, o que indica a produgao

de gas.

4.11.4 Assimilagao de carboidratos (Auxonograma)

Para a verificacdo da assimilagdo de carboidratos pelas
amostras de Candida foi utilizado meio minimo, com constituicdo de 5 g
de sulfato de aménia (Merck), 1 g de sulfato acido de potassio (Sigma),
0,5 g de sulfato de magnésio (Sigma), 15 g de agar (Difco) para 1000 mL
de agua destilada. O equivalente a 20 mL de meio foi distribuido em tubos
de ensaio (20 x 200 mm) e autoclavados a 120°C por 15 minutos. Para
cada amostra a ser testada, foi obtida uma suspensao da levedura com
turvacao equivalente a escala 0,5 de MacFarland, a qual foi semeada em

pour plate. Apds a solidificagao, foi colocado na superficie do meio, discos



de papel de filtro embebidos numa solucdo de 10% dos seguintes
agucares: glicose, galactose, lactose, maltose, sacarose e rafinose. As
placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. A leitura foi feita pela
observagao da formacao de um halo de crescimento da amostra ao redor
do disco de papel. Com os resultados obtidos das provas descritas acima,
as amostras foram caracterizadas fenotipicamente em espécies,
baseando-se em Sandvén'® (1990) e Willians & Lewis®** (2000),

conforme Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacao das espécies de Candida de acordo com a

formagao de tubo germinativo (TG), produgao de clamidoconideos (Clam)

e hifas, fermentac&o e assimilagdo de carboidratos'#*?+

Espécies de|TG|Cla|H Fermentacao Assimilacao

Candida G|S| M| L |GA|G|SIM|L|GA|R
C. albicans + | + |+ |A/IG| A-|AIG| -/- |AIG|+|+|+]|-]| + |-
C. stellatoidea VIV |+|AG|A-|AG| -I- |AIG|+|-|+|-| + |-
C. guilliermondii | - | - |+ |A/G|AIG| /- | -[- |[AIG|+|+|+]|-| + |+
C. glabrata R R VI C R R o Y S S I CR I I N I B
C. krusei N YV A A A A Y B D e i
C. lipolytica T
C. lusitaniae - - |+ |AGIAG]| /- | -I- [AIG|+|+|+|-] + |-
C. parapsilosis - [HAIG] - | - - |V -]+ |-
C. tropicalis - |V [+|AIGIAIGIAIG| -/- | V |+ |+|+|-| + |-
C. kefyr - | - |+|AIGIAIG| -- |AIG|AIG|+|+]| - |+]| + |-

TG: tubo germinativo; Cla: clamidoconideo; H = hifa

G: glicose; S: sacarose; M: maltose; L: lactose; GA: galactose; R: rafinose
A: produgao de acido; G: produgéo de gas

( +): prova positiva; ( - ): prova negativa; V: prova variavel




4.12 Identificagcédo das amostras de Staphylococcus

As culturas puras de Staphylococcus foram
identificadas baseando-se em Forbes et al.?® (1998), Oplustil et al.’®
(2000) e Koneman et al.'™ (2001), utilizando-se as provas descritas a

sequir.

4.12.1 Producéao de catalase

A verificagdo da producgao de catalase foi realizada para
diferenciar estafilococos (prova positiva) de estreptococos (prova
negativa). Culturas puras foram semeadas por esgotamento em agar
infuso cérebro-coragao (Brain Heart Infusion Agar, Difco) e incubadas a
37°C durante 24 horas. Apds esse periodo, parte de uma colbnia isolada
foi transferida para uma lamina. Adicionou—-se sobre o esfregago uma gota
de peréxido de hidrogénio a 3%. A prova foi considerada positiva quando
houve formacdo de bolhas de oxigénio (efervescéncia), indicando a
presenca da enzima catalase (KONEMAN et al.'™®, 2001). Foi utilizado
como controle positivo S. aureus ATCC 6538 e controle negativo S.
mutans ATCC 35688.

4.12.2 Produgéao de coagulase

A producdo de coagulase foi verificada por meio da
adicao de 0,25 mL de plasma humano em 0,5 mL da cultura a ser testada
(cultura de 24 horas), em caldo de infusdo cérebro-coracdo (Brain Heart

Infusion Agar, Difco). A prova foi considerada positiva quando da



verificagdo da formagao do coagulo de fibrina. As verificagdes foram feitas
apoés 1, 2, 3 e 4 horas de incubagdo em banho-maria a 37°C. Os
resultados positivos foram considerados para identificacdo das espécies
de estafilococos coagulase-positivas. Os estafilococos coagulase-
negativos foram separados para posterior identificagdo. Foi utilizado como

controle positivo S. aureus ATCC 6538.

4.12.3 Producéo de acido a partir da D-trealose

A fermentagcdo da D-trealose foi realizada em tubos de
ensaio (15 x 120 mm) contendo caldo vermelho de fenol (Difco) acrescido
de 1,5% de agar (Difco) e autoclavados a 121°C por 15 minutos. O agucar
foi adicionado de forma a obter concentracdo de 1%. As cepas
previamente cultivadas em agar Tryptic Soy Agar (TSA, Difco) a 37°C por
24 horas foram inoculadas em profundidade com agulha de platina e a
seguir foram incubadas a 37°C. A prova foi considerada positiva pela
viragem de pH, em que foi verificada a mudangca da cor vermelha

(negativo) para a amarela (positivo).

4.12.4 Voges-Proskauer

Foi utilizado o teste Voges-Proskauer (VP) para verificar
se a bactéria produz butilno glicol como produto final de fermentagéo da
glicose. Cada cultura pura foi semeada em agar Triplice Acucar Ferro
(TSI, Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo as
culturas foram inoculadas em tubos contendo 3 mL de caldo VP (caldo

MRVP, Oxoid). Desse caldo foram retirados 2,5 mL e adicionados 0,6 mL



de a-naftol a 5% em alcool absoluto e 0,2 mL de hidroxido de potassio a
40% (reagente de Barrit). Apds a mistura ter sido agitada para exposi¢ao
ao oxigénio atmosférico, foram consideradas positivas as reagbes que
ocorreram nos primeiros 5 minutos através da verificacdo de formacao do
halo de cor vermelha. Todos os tubos negativos foram colocados em
repouso e observados apos 1 hora.

Apoés a verificacdo dos resultados das provas
bioquimicas, as cepas de Staphylococcus coagulase-positivas foram
identificadas segundo Forbes et al.?® (1998) (Quadro 2).

Quadro 2 - Identificagdo dos Staphylococcus coagulase-positivos,
considerando-se as provas bioquimicas®®

Espécies Catalase Coagulase | VP | D trealose | ONPG
S. aureus + + + + _
S. intermedius + + - + +
S. hyicus + + - + -
S. schleiferi
(subsp. + + + - ind.
coagulans)

(+): prova positiva (-): prova negativa ind.: indeterminada
VP:Voges-Proskauer ONPG: ortonitrofenil B-galactosideo

4.12.5 Sistema API® Staph (Bio-Merieux, Franca)

Os isolados de estafilococos coagulase-negativos foram
semeadas em agar TSA (Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas. As
suspensdes foram feitas nas ampolas de API Staph Medium com turvagao

equivalente a escala 0,5 de MacFarland e foram inoculadas nas galerias



imediatamente apds a sua preparagao. A condicdo de anaerobiose,
necessaria em alguns testes, foi obtida preenchendo-se as cupulas com
Oleo de parafina. As galerias foram incubadas a 37°C por 24 horas. A
leitura de cada galeria foi feita consultando o quadro de leitura fornecido
no manual do sistema. Os resultados das reacdes espontaneas foram
anotados nas fichas, e em seguida foram revelados os testes que
necessitavam da adicdo de reagentes. Apos a interpretacdo dos
resultados, a identificagcao foi feita a partir do perfil numérico obtido por

meio do programa de identificagdo fornecido pela empresa.

4.13 Identificacdo das amostras de Enterobactérias e Pseudomonas

A identificagcdo dos bacilos Gram-negativos foi feita
através de testes bioquimicos contidos nas galerias do Sistema API® 20 E

(Bio-Merieux, Franga).

4.13.1 Sistema API® 20 E (Bio-Merieux, Franca)

As culturas puras de bacilos Gram-negativos foram
semeadas por esgotamento em agar MacConkey (Difco) e incubadas por
24 horas a 37°C. Uma colbnia isolada de cada meio foi coletada com alca
de platina e suspensdes de cada amostra foram feitas em tubos de ensaio
(13 x 100 mm) contendo 5 mL de agua destilada esterilizada. Com auxilio
de pipetas automaticas as suspensdes foram inoculadas nas cupulas das
galerias. Para criar uma condicdo de anaerobiose, em determinados

testes, a cupula destes foi preenchida com 6leo de parafina. Em seguida,



as galerias foram incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura foi realizada da

mesma maneira descrita para o API® Staph (Bio-Merieux, Franga).

4.14 Anélise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada
em trés etapas. A primeira comparou os dados referentes a contagem dos
microrganismos estudados, para cavidade bucal e para sitio periodontal,
no grupo HIV e no controle por meio da andlise de variancia ANOVA,
teste de Mann-Whitney, com nivel de significdncia 5% (p < 0,05%). A
segunda analise foi referente a contagem dos microrganismos de acordo
com a contagem de células CD4+ e carga viral apresentada pelos
individuos soropositivos para o HIV. Esta comparacao foi realizada por
analise de varidncia ANOVA, teste de Kruskal-Wallis e teste de
comparac¢ao multipla de Dunn (5%). A terceira etapa verificou se havia
diferenca estatisticamente significante entre a contagem de
microrganismos no grupo HIV entre pacientes fumantes e ndo fumantes,

utilizando-se analise de variancia ANOVA, teste de Mann-Whitney (5%).



5 RESULTADO

Foram coletadas amostras de 45 individuos HIV-positivos,
entre 22 e 66 anos, com média de 37,68 anos e desvio padrao de 10,12.
Destes, 48,8% (n=22) eram do género masculino e 51,1% (n=23) do
género feminino.

A idade dos individuos do grupo controle variou entre 23 e
66 anos (média de 37,51 anos e desvio padréo de 10,42).

Os dados individuais referentes aos pacientes do grupo
HIV e individuos controle estao apresentados no Apéndice D (Tabela 17 e
18).

5.1 Género Candida

No grupo HIV observou-se maior porcentagem de
individuos positivos para leveduras do género Candida (73,3%) quando
comparada com o grupo controle (46,6%). A Tabela 1 representa a
distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos para leveduras

do género Candida em ambos os grupos.



Tabela 1 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para leveduras do género Candida nos grupos HIV e controle

HIV Controle Total
n % n % n %
Positivos 33 73,3 21 46,6 54 60
Negativos 12 26,6 24 53,3 36 40
Total 45 100 45 100 90 100

Dentre os 45 individuos soropositivos para o HIV incluidos
no estudo, 33 (73,3%) foram positivos para leveduras na cavidade bucal e
16 (35,5%) apresentaram este microrganismo nos sitios periodontais
analisados. Em 21 individuos do grupo controle (46,6%) foi isolado
Candida spp. da cavidade bucal e em 5 (11,1%) dos sitios periodontais.
Os dados referentes as amostras de Candida e local de coleta estéo

demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Numero de individuos que apresentaram Candida na cavidade
bucal e nos sitios periodontais

Local de HIV Controle Total
coleta n % n % n %
Cavidade
73,3 21 46,6 54 60
bucal
Sitios
16 35,5 5 11,1 21 23,3

Periodontais




A comparagao entre as contagens de leveduras (UFC/mL)
na cavidade bucal e sitios periodontais do grupo HIV e do grupo controle
foi realizada pelo teste Mann-Whitney. Observou-se que a distribuicdo das
contagens de leveduras obtidas nos pacientes do grupo controle
(mediana = 0 UFC/mL e faixa interquartii = 480 UFC/mL) diferiu da
distribuicdo do grupo HIV (mediana = 860 UFC/mL e faixa interquartil =
3250 UFC/mL), sendo esta diferenga estatisticamente significante (p-valor
= 0,0008). Para os sitios periodontais, a distribuicdo dos valores do grupo
controle (mediana = 0 UFC/mL e faixa interquartil = 0 UFC/mL) também
diferiu da distribuicdo obtida para o grupo HIV (mediana = 0 UFC/mL e
faixa interquarti = 96 UFC/mL). Esta diferenca foi considerada
estatisticamente significante (p-valor = 0,0032). A distribuigdo dos valores

para cavidade bucal e sitios periodontais pode ser observada na Figura 1.
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FIGURA 1 — Gréficos de dispersao (dot plot) das contagens de leveduras do
género Candida (UFC/mL) ao redor da mediana: a) na cavidade
bucal; b) nos sitios periodontais, nos grupos HIV e controle.



Foram obtidos um total de 288 isolados de leveduras,
sendo que 180 das amostras foram coletadas do grupo HIV e 108 do
grupo controle. A Tabela 3 demonstra as espécies isoladas e identificadas
em cada grupo. Observa-se que em ambos os grupos C. albicans foi a
espécie mais frequentemente identificada, seguida por C. tropicalis, e que
o grupo HIV apresentou maior diversidade de espécies de Candida em

relagdo ao grupo controle.

Tabela 3 - Espécies de Candida isoladas e identificadas no grupo HIV e

controle
o HIV Controle Total
Espécies
n % n % n %
: 131 72,7 88 81,4 219 76
C. albicans
C. tropicalis 41 22,7 20 18,5 61 211
C. glabrata 3 1,6 0 0 3 1
C. lipolytica 2 1,1 0 0 2 0,7
C. krusei 1 0,5 0 0 1 0,3
C. guilliermondii 1 0,5 0 0 1 0,3
C. parapsilosis 1 0,5 0 0 1 0,3
Total 180 100 108 100 288 100

5.2 Género Staphylococcus

Estafilococos foram isolados a partir de 77 (85,5%)
individuos incluidos neste estudo. No grupo controle houve maior numero

de individuos positivos para Staphylococcus spp. (86,6%) quando



comparada ao grupo de estudo (84,4%). A Tabela 4 representa a
distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos para
Staphylococcus spp. em ambos os grupos. A partir de 38 individuos dos
45 HIV positivos (84,4%) foram isolados estafilococos na cavidade bucal e
18 (40%) apresentaram este microrganismo nos sitios periodontais
analisados. No grupo controle, em 39 individuos (86,6%) foi isolado
Staphylococcus spp. da cavidade bucal e em 14 (31,1%) nos sitios

periodontais.

Tabela 4 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para Staphylococcus spp. nos grupos HIV e controle

HIV Controle Total
n % n % n %
Positivos 38 84,4 39 86,6 77 85,5
Negativos 7 15,5 6 13,3 13 14,4
Total 45 100 45 100 90 100

Os dados relativos ao numero de individuos que
apresentaram estafilococos na cavidade bucal e sitios periodontais estao

na Tabela 5.



Tabela 5 - Numero de individuos que apresentaram espécies de
Staphylococcus de acordo com o local de coleta

Local de HIV Controle Total
coleta N % n % n %
Cavidade
84,4 39 86,6 77 85,5
bucal
Sitios
18 40 14 31,1 32 35,5

Periodontais

Nao foi observada diferenca estatisticamente entre a
contagem de estafilococos (UFC/mL) obtidos na cavidade bucal dos
individuos controle (mediana = 1300 UFC/mL e faixa interquartil = 2180
UFC/mL) e aquela observada para o grupo HIV (mediana = 1140 UFC/mL
e faixa interquartil = 3110 UFC/mL; p-valor = 0,9839). Para o sitio
periodontal também nao houve diferenca estatisticamente significante
(grupo controle com mediana = 0 UFC/mL e faixa interquartil = 12,53
UFC/mL; grupo HIV mediana = 0 UFC/mL e faixa interquartil = 91,9
UFC/mL; p-valor = 0,1008). A distribuigcdo dos valores para cavidade bucal

e sitio periodontal pode ser observada na Figura 2.
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FIGURA 2 — Graficos de dispersao (dot plot) das contagens de microrganismos
do género Staphylococcus (UFC/mL) ao redor da mediana: a) na
cavidade bucal; b) nos sitios periodontais, nos grupos HIV e
controle.



Foram obtidas um total de 424 amostras de estafilococos,
sendo que 226 das amostras foram coletadas do grupo HIV e 198 do
grupo controle. A Tabela 6 demonstra as espécies coagulase-negativas
isoladas e identificadas em cada grupo. As amostras isoladas de
estafilococos coagulase-positivos estdo representadas pela Tabela 7. No
grupo HIV, S. aureus foi a espécie prevalente seguida por S. epidermidis.
No grupo controle, observou-se o inverso, em que S. epidermidis foi a
espécie mais frequentemente isolada, seguida por S. aureus. O grupo HIV
apresentou maior diversidade de espécies, sendo encontrada S. simulans
e S. chromogenes, que nao foram observadas no grupo controle. Porém o

grupo de estudo nao apresentou isolados de S. lugdunensis.

Tabela 6 — Amostras de estafilococos coagulase-negativos identificadas
nos grupos HIV e controle

Espécies HIV Controle Total
n % n % n %
S. epidermidis 69 47 68 61,8 137 53,3
S. haemolyticus 14 9,5 4 3,6 18 7
S. capitis 10 6,8 7 6,4 17 6,6
S. warneri 12 8,1 3 2,7 15 5,8
S. saprophyticus 13 8,8 2 1,8 15 5,8
S. hominis 9 6,1 5 4,5 14 54
S. xylosus 7 4,7 4 3,6 11 4,2
S. lugdunensis 0 0 10 9 10 3,9
S. sciuri 2 1,3 7 6,4 9 3,5
S. chromogenes 6 4 0 0 6 2,3
S. simulans 5 3,4 0 0 5 2
Total 147 100 110 100 257 100




Tabela 7- Estafilococos coagulase-positivos identificados em ambos os

grupos
L . HIV Controle Total
Especies
n % n % n %
S. aureus 73 92,4 48 54 121 72,4
S. schleiferi 6 7,6 40 45,9 46 27,6
Total 79 100 88 100 167 100

5.3 Enterobacteriaceae e Pseudomonaceae

Em 56 dos noventa individuos incluidos no estudo, foram
isolados enterobactérias e pseudomonas, correspondendo a 62,2% do
total. No grupo HIV estes microrganismos foram isolados a partir de 36
individuos (80%) e no grupo controle em apenas 20 (44,4%). A Tabela 8
representa a distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos

para enterobactérias e pseudomonas em ambos os grupos.

Tabela 8 — Distribuicdo percentual de individuos positivos e negativos
para enterobactérias e pseudomonas nos grupos HIV e

controle
HIV Controle Total
n % n % n %
Positivos 36 80 20 44 4 56 85,5
Negativos 9 20 25 55,5 34 37,7

Total 45 100 45 100 90 100




No grupo HIV, 35 pacientes (77,7%) foram positivos para
enterobactérias e pseudomonas na cavidade bucal e 18 (40%)
apresentaram este microrganismo no sitio periodontal. No grupo controle
enterobactérias e pseudomonas foram isoladas da cavidade bucal de
vinte individuos (44,4%) e em 3 (6,6%) nos sitios periodontais. Os
numeros de individuos que apresentaram enterobactérias e pseudomonas

em relagao ao local de coleta podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9 - Numero de individuos que apresentaram bactérias da familia
Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae de acordo com
o local de coleta

Local de HIV Controle Total
coleta n % n % n %
Cavidade
35 77,7 20 44 4 55 61,1
bucal
Sitios
18 40 3 6,6 21 23.3

Periodontais

Houve diferenga estatisticamente significante entre a
distribuicdo dos valores obtidos nas contagens da cavidade bucal dos
pacientes do grupo controle (mediana = 0 UFC/mL e faixa interquartil = 90
UFC/mL) e do grupo HIV (mediana = 620 UFC/mL e faixa interquartil =
1850 UFC/mL; p-valor = 0,0001). O mesmo ocorreu para os dados do sitio
periodontal (grupo controle com mediana = 0 UFC/mL e faixa interquartil =
0 UFC/mL; grupo HIV com mediana = 0 UFC/mL e faixa interquartil = 58,5
UFC/mL; p-valor = 0,0003). A distribuigdo dos valores para cavidade bucal
e sitio periodontal pode ser observada na Figura 3.
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As espécies de enterobactérias e pseudomonas que
foram isoladas e identificadas estao representadas na Tabela 10 a seguir.
Num total de 176 isolados identificados, foram encontradas 26 espécies
diferentes, sendo que o grupo HIV apresentou maior diversidade de
especies. A espécie prevalente da familia Enterobacteriaceae foi E.
cloacae. Considerando-se os isolados da familia Pseudomonadaceae
foram obtidos 21 amostras, sendo que Chryseomonas luteola foi a

espécie prevalente em ambos os grupos.

Tabela 10 - Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae isoladas e
identificadas de acordo com os grupos (continua)

HIV Controle Total
Espécies

n % n % n %

Enterobacter cloacae 27 223 10 18,1 37 21
Klebsiella oxytoca 13 10,7 5 9 18 10,2

Klebsiella pneumoniae 7 57 9 16,4 16 9
Enterobacter sakazakii 8 6,6 4 7,2 12 6,8
Escherichia coli 9 7.4 1 1,8 10 57
Serratia marcescens 8 6,6 0 0 8 4,5

Pantoea spp. 3 24 4 7,2 7 4
Citrobacter freundii 6 5 0 0 6 3,4
Serratia liquefaciens 2 1,6 4 7,2 6 3,4

Klebsiella ornithinolytica 2 1,6 4 7,2 6 3,4



Tabela 10 - Enterobacterieceae e Pseudomonadaceae isoladas e
identificadas de acordo com os grupos (conclusao)

Espécies HIV Controle Total

n % n % n %

Enterobacter asburiae 4 33 1 1.8 S 2,8

Enterobacter aerogenes 2 1,6 2 3,6 4 2,3
Serratia odorifera 3 24 0 0 3 1,7
Kluyvera spp. 3 24 0 0 3 1,7
Serratia ficaria 2 1,6 1 1,8 3 1,7
Salmonella spp. 2 1,6 0 0 2 1,1
Klebsiella terrigena 1 0,8 1 1,8 2 1,1
Citrobacter koseri 1 0,8 1 1,8 2 1,1
Enterobacter amnigenus 1 0,8 1 1,8 2 1,1
Shigella spp. 0 0 1 1,8 1 0,5
Serratia fonticola 1 0,8 0 0 1 0,5
Enterobacter intermedius 1 0,8 0 0 1 0,5

Chryseomonas luteola 10 8,2 5 9 15 8,5

Pseudomonas aeruginosa 2 1,6 1 1,8 3 1,7
Pseudomonas fluorescens 2 1,6 0 0 2 1,1
Burkholderia cepacia 1 0,8 0 0 1 0,5

Total 121 100 55 100 176 100




5.4 Contagens dos microrganismos em relacdo as variaveis clinicas
(grupo HIV)

As contagens de cada microrganismo foram avaliadas de
acordo com a contagem de células T CD4+ e carga viral apresentada
pelos individuos soropositivos para o HIV.

Os subgrupos referentes a contagem de células T CD4+
(células/mm?3) foram divididos em menor que 200, de 200 a 500 e maior
que 500, baseando-se no guia de uso da terapia anti-retroviral para
adultos e adolescentes infectados pelo HIV (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVETION - CDC¥, 1998; PATTON & HILL'"!, 2000;
CDC?®, 2002; CDC*, 2005).

Na Tabela 11 estdo representados os valores obtidos pela
analise descritiva dos dados para as contagens de microrganismos
(UFC/mL) na cavidade bucal de acordo com os subgrupos. A analise
estatistica demonstrou que as contagens de estafilococos e leveduras do
género Candida na cavidade bucal se distribuiram igualmente entre os
subgrupos, porém as contagens de enterobactérias e pseudomonas no
subgrupo menor que 200 foram significativamente menores em relagao as
contagens apresentadas nos subgrupos 200 a 500 e maior que 500,

sendo que estas nao apresentaram diferenca estatistica entre si.



Tabela 11 — Analise descritiva dos dados para as contagens de
microrganismos (UFC/mL) da cavidade bucal de acordo
com a contagem de células T CD4+ (células/mm?)

Teste

Mediana Faixa interquartil KW p
200- 200-
<200 500 >500 <200 500 >500

C 1060 920 710 5692 2639 3795 10,5648 0,754
E 1240 670 1110 2360 5400 1890 0,1463 0,929

EP 20 1340 1200 620 6060 2750 9,064 0,011

C = Candida spp. E = estafilococos EP = enterobactérias e pseudomonas Teste KW - Kruskal-
Wallis

Nos sitios periodontais verificou-se que as contagens de

todos microrganismos analisados distribuiram-se igualmente (Tabela 12).

Tabela 12 — Tabela descritiva dos dados obtidos pela analise estatistica
para os sitios periodontais de acordo com a contagem de
células T CD4+ (células/mm?)

. o . Teste
Mediana Faixa interquartil KW p
200- 200-
<200 500 >500 <200 500 >500
C 0 0 0 209 85,60 79,30 1,6822 0,431
E 8,35 0 0 209 66,80 91,90 2,0592 0,357
EP 0 0 0 835 58,5 71,00 0,9432 0,624

C = Candida spp. E = estafilococos EP = enterobactérias e pseudomonas Teste KW - Kruskal-
Wallis



A Figura 4 demonstra as dispersées dos valores de
UFC/mL de cada microrganismo na cavidade bucal ao redor da mediana,

em relagdo a cada subgrupo de células T CD4+ (células/mm?3)

correspondente.
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FIGURA 4 — Grafico de dispersdo numa coluna (dot plot) dos valores de UFC/mL
dos microrganismos da cavidade bucal ao redor da mediana, nos
subgrupos de células T CD4+ (células/mm?)

A Figura 5 demonstra as dispersdes dos valores de
UFC/mL de cada microrganismo nos sitios periodontais ao redor da
mediana, em relacdo a cada subgrupo de células T CD4+ (células/mm?)

correspondente.
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FIGURA 5 — Grafico de dispersdo numa coluna (dot plot) dos valores de UFC/mL
dos microrganismos nos sitios periodontais ao redor da mediana,
nos subgrupos de células T CD4+ (células/mm?3)

Os pacientes soropositivos foram divididos de acordo com
a carga viral em trés subgrupos, sendo eles: menor 400, 400 a 20.000 e
maior que 20.000 cépias/mL de soro (CDC, 1998; CDC, 2002). A Tabela
a seguir, demonstra os valores obtidos pela analise descritiva dos dados
para as contagens de microrganismos na cavidade bucal de acordo com
0Ss subgrupos.

Verificou-se que as contagens para estafilococos, assim
como para leveduras do género Candida na cavidade bucal nédo se
distribuiram igualmente entre os subgrupos da carga viral, apresentando
contagens significativamente menores nos pacientes com carga viral
menor que 400 copias/mL. As contagens de enterobactérias e
pseudomonas na cavidade bucal distribuiram-se igualmente entre os

subgrupos (Tabela 13).



Tabela 13 — Analise descritiva dos dados para as contagens de
microrganismos (UFC/mL) da cavidade bucal de acordo
com os subgrupos referentes a carga viral (copias/mL)

. . . . Teste
Mediana Faixa interquartil KW
400- 400-
<400 20.000 >20.000 <400 20.000 >20.000

c 34,000 1490,0 2340,0 1770,0 5130 5160  7,5425 0,0230
g 200,00 1420,0 1840,0 1135 3685 6850 12,2846 0,021

gp 170,00 1030,0 1540,0 1140,0 1740 4790  2,1471 10,3418

C = Candida spp. E = estafilococos EP = enterobactérias e pseudomonas Teste KW = Kruskal-
Wallis

N&o houve diferenga estatisticamente significativa nas
contagens de microrganismos (UFC/mL) nos sitios periodontais entre os
subgrupos referentes a carga viral (cépias/mL), como pode ser observado
na Tabela 14.



Tabela 14 — Tabela descritiva dos dados para as contagens de
microrganismos (UFC/mL) dos sitios periodontais de
acordo com os subgrupos referentes a carga viral
(copias/mL)

. . . Teste
Mediana Faixa interquartil KW p
400- 400-
<400 20.000 >20.000 <400 20.000 >20.000
c 0 0 41,750 0 181,61 638,78 4,4744 10,1068
E 0 0 75,150 50,100 87,675 638,78 4,8060 0,0904
Ep 0 0 0 54,275 45,925 66,800 0,3646 0,8334

C = Candida spp. E = estafilococos EP = enterobactérias e pseudomonas Teste KW = Kruskal-
Wallis

A Figura 6 a seguir, demonstra a dispersao dos valores
das contagens de cada microrganismo (UFC/mL) na cavidade bucal e
sitios periodontais ao redor da mediana, em relagdo a cada subgrupo da

carga viral.
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FIGURA 6 — Graficos de dispersdao numa coluna (dot plot) dos valores de
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carga viral (copias/mL)



5.5 Contagens dos microrganismos em relagdo aos pacientes nao

fumantes e fumantes do grupo HIV

As contagens dos microrganismos do género Candida,
Staphylococcus e as enterobactérias e pseudomonas foram analisadas
entre os pacientes soropositivos para o HIV nao fumantes e fumantes.
Dos 45 pacientes HIV positivos incluidos neste estudo, 25 eram n&o
fumantes e vinte fumantes.

Na Tabela 15 estdo representados os valores obtidos pela
analise descritiva dos dados para as contagens de microrganismos na

cavidade bucal nos pacientes nao fumantes e fumantes.

Tabela 15 — Analise descritiva dos dados para as contagens de
microrganismos (UFC/mL) de pacientes ndo fumantes e
fumantes na cavidade bucal

Mediana Faixa Interquantil p
NF F NF F
C 500 1140 3240 3345 0,1966
E 1300 1240 1830 5090 0,4365
EP 1140 240 2040 1700 0,4147
C = Candida spp. E = estafilococos EP = enterobactérias e pseudomonas

NF = pacientes ndo fumantes F = pacientes fumantes

O teste estatistico demonstrou que nao houve diferenca
estatisticamente significante para nenhum dos microrganismos analisados
entre o grupo fumante e ndo fumante, para a cavidade bucal. A Figura 7
representa a dispersdo dos valores de UFC/mL dos microrganismos
referente aos 25 pacientes ndo fumantes e aos vinte fumantes, para

cavidade bucal.
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FIGURA 7 — Grafico de dispersdo (dot plot) dos valores de UFC/mL de cada
microrganismo ao redor da mediana, na cavidade bucal dos
pacientes nao fumantes e fumantes HIV positivos

Nos sitios periodontais nao houve diferenca na
distribuicdo dos microrganismos entre pacientes nao fumantes e
fumantes, como pode ser observado pelos valores na Tabela 16 e Figura

8 apresentados.



Tabela 16 — Analise descritiva dos dados para as contagens de
microrganismos (UFC/mL) de pacientes ndao fumantes e
fumantes nos sitios periodontais

Mediana Faixa Interquantil p
NF F NF F
C 0 0 109 91,9 0,8518
E 0 0 96 91,9 0,6798
EP 0 0 58,5 45,9 0,6331

C = Candida spp. E = estafilococos EP = enterobactérias e pseudomonas
NF = pacientes ndo fumantes F = pacientes fumantes
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6 DISCUSSAO

A cavidade bucal € o primeiro segmento do trato digestivo
e € composta por inumeras estruturas diferentes, como os dentes, sulcos
gengivais, mucosas e a lingua, que apresentam caracteristicas fisicas,
quimicas e nutricionais diferentes, que podem predispor a eliminagao ou
colonizagdo de tipos especificos microrganismos (AAS et al.!, 2005;
HAGG et al.”®, 2004; PRIETO-PRIETO & CALVO'"®, 2004). Além disso,
muitos fatores, intrinsecos e extrinsecos, tém efeito sobre a composicgao,
atividade metabdlica e patogenicidade da diversificada microbiota bucal.
Portanto, a cavidade bucal representa um ecossistema complexo e
heterogéneo, sendo habitada por mais de setecentas espécies de
microrganismos, aerdébios e anaerdbios, que colonizam os diferentes
nichos bucais (AAS et al.", 2005; SMITH et al.?'°, 2001; SENPUKU et
al.?%2; 2003; HAGG et al.”®, 2004; PRIETO-PRIETO & CALVO'"®, 2004).
Dentre os fatores que podem alterar a microbiota bucal residente, a
imunossupressao é relatada na literatura. Esta alteragcdo na microbiota
comensal pode causar um aumento do numero de microrganismos
residentes potencialmente patogénicos ou patdégenos oportunistas,
ocasionando uma superinfeccdo (JOBBINS et al.®, 1992; DAHLEN &
WIKSTROM*, 1995; VAN WINKELHOFF et al.?*2, 1996). Enterobactérias,
pseudomonas, estaflococos e leveduras s&o  considerados
microrganismos potencialmente superinfectantes e apresentam fatores de
viruléncia  importantes, portanto, reservatérios bucais destes
microrganismos podem causar patologias e infecgdes sistémicas,
especialmente em pacientes debilitados ou imunossuprimidos (JOBBINS
et al.®®, 1992; DAHLEN*®, 1993).



O grupo de estudo do presente estudo incluiu 45
pacientes HIV positivos, sendo 48,8% do género masculino e 51,1% do
género feminino. Embora alguns estudos ndo demonstrem associagao da
presenca dos microrganismos estudados em relagédo ao género (SANTOS
& JORGE™®, 1998; NITTAYANANTA et al.”®, 2001; CAMPISI et al.®,
2002), procurou-se formar um grupo equilibrado, a fim de evitar possiveis
variaveis a este respeito. Com este mesmo propésito, objetivou-se
selecionar individuos controle pareados aos pacientes HIV positivos, ou
seja, com perfil semelhante quanto a idade, género e condi¢cdes bucais
(presenca ou nao de protese ou aparelho ortodontico e que néao
apresentavam lesdes sugestivas de candidose).

A padronizagao da terapia anti-retroviral nos critérios de
inclusao/exclusao nao foi possivel, considerando que a terapia indicada
para os pacientes HIV é constituida por uma combinacido variavel de
medicamentos (“coquetel’). Esta combinagcao é estabelecida de acordo
com o caso clinico e é modificada conforme a evolugdo do quadro geral
do paciente. Portanto, a terapia anti-retroviral baseia-se na manutencao
do nivel de células T CD4+ e controle da carga viral, além de outras
variaveis clinicas, como a manifestagcao de doencas oportunistas e efeitos
colaterais dos farmacos, como descreve as Recomendagdes para terapia
anti-retroviral em adultos e adoloscentes infectados pelo HIV 2004
(BRASIL?, 2003).

Muitos estudos relataram a presenca de Candida spp.,
Staphylococcus spp. e algumas enterobactérias na microbiota
subgengival de pacientes HIV positivos com periodontite crénica e
pesquisaram o papel destes microrganismos nas lesdes periodontais
destes pacientes (RAMS et al.’®, 1991; MOORE et al.™?, 1993; CHATTIN
et al.*!, 1999; ZAMBON et al.?*®, 1990; VILLACA & MACHADO?*, 2004;
GONCALVES et al.”", 2004; GONCALVES®®, 2005; GONCALVES et al.”%,
2005). Inicialmente, era objetivo do estudo avaliar a condi¢gdo periodontal

dos pacientes HIV positivos para verificar a existéncia de correlacdo da



presenga destes microrganismos com a condi¢cédo periodontal, no entanto
nao foi possivel obter condicdes apropriadas para o exame periodontal.

A prevaléncia de candidose bucal em pacientes HIV
positivos parece estar relacionada com a severidade da disfungao
imunoldgica; segundo a literatura, a candidose bucal ocorre em mais de
95% dos pacientes com AIDS durante a evolucdo da doenca (LIN et al.’®®,
2001; NITTAYANANTA et al.™®, 2001; AL-ABEID et al.’, 2004). De acordo
com os relatos dos pacientes avaliados, 20% apresentaram histéria prévia
de candidose bucal e 15,5% relataram ardéncia bucal, porém nao
apresentavam lesdes sugestivas de candidose no momento da coleta.

Inimeros estudos reportaram a maior frequéncia de
isolamento de leveduras do género Candida na cavidade bucal de
pacientes HIV positivos em relagdo a individuos controle (CAPOLUONGO
et al.**, 2000; FIGUEIREDO et al.®°, 2001; NITTAYANANTA et al."®,
2001; BARCHIESI et al.’?, 2002; CAMPISI et al.**, 2002; SANCHEZ-
VARGAS et al.’2 2005). Os resultados deste estudo confirmam estes
relatos, uma vez que houve maior isolamento de leveduras deste género
no grupo de estudo. A comparagao entre a frequéncia de isolamento de
Candida spp. do presente estudo e estudos anteriores torna-se bastante
complicada ja que os dados da literatura sdo bastante variaveis. Esta
grande variabilidade é relacionada a diversos fatores, como localizagao
geografica, critérios de inclusdo e exclusdo dos individuos do grupo de
estudo e, principalmente, pelos métodos de coleta das amostras
empregados  (NITTAYANANTA et al.™, 2001; TSANG &
SAMARANAYAKE??%, 2000).

Em nosso estudo, os pacientes soropositivos para o HIV
nao utilizaram antifungicos (tépico ou sistémico) nos dois meses que
antecederam a coleta. As amostras da cavidade bucal foram obtidas
através de enxagiie bucal, técnica descrita por Samaranayake et al.'®
(1986) como sendo a mais sensivel para se detectar a presenca de

leveduras, Staphylococcus aureus e coliformes.



Campisi et al.®

(2002), com grupo de estudo e método de
coleta semelhantes aos utilizados no presente estudo, relataram 61,9%
de isolamento de espécies de Candida em pacientes adultos HIV
positivos, valor menor ao encontrado neste estudo (73,3%). Sanchez-
Vargas et al."®® (2005), encontraram um valor de isolamento mais préximo
(74,5%), porém a coleta foi realizada com auxilio de swabs.

Para as amostras dos sitios periodontais, foi utilizada a
técnica do cone de papel de acordo com o proposto por Hartroth et al®.
(1999) para diagndstico microbiologico periodontal. Jabra-Rizk et al®.
(2001) obtiveram maior prevaléncia de isolados nos sitios subgengivais de
pacientes HIV positivos que apresentavam leveduras do género Candida
na cavidade bucal (66%) em relagdo ao observado no presente estudo
(35,5%). Esta maior frequéncia pode estar relacionada ao fato de que
todos os pacientes HIV positivos incluidos no referido estudo
apresentavam no minimo um sitio com doencga periodontal. Patel et al."®®
(2003) relataram que alteragbes na imunidade celular e a producédo de
uma variedade de metabdlitos podem influenciar o estabelecimento e
proliferacdo de patdégenos ndo relacionados a doenga periodontal no
biofiime de bolsas periodontais de pacientes HIV positivos. Gongalves et
al.”’ (2004) sugeriram que a severa imunossupressdo parece contribuir
para a colonizagdo por periodontopatdgenos, assim como por espécies
nao frequentemente encontradas na microbiota subgengival. Portela et
al.'® (2004) relataram 42,3% de isolamento de espécies do género
Candida no sulco gengival, porém o grupo de estudo foi composto por
criangas HIV positivas.

O grupo controle apresentou 46,6% de frequéncia de
isolamento de leveduras na cavidade bucal, que corresponde aos valores
citados na literatura para individuos saudaveis (25 a 75%) (MARTINS et
al."™, 2002; SANCHEZ-VARGAS et al."®*®, 2005; KOGA-ITO et al."",
2006). Considerando-se os sitios periodontais, observou-se também um

porcentual menor de isolamento (11,1%) neste grupo. A



imunossupressdo, citada na literatura como fator predisponente do
hospedeiro a ocorréncia de infec¢des fungicas por leveduras (JOBBINS et
al.®, 1992; LIN et al.'®® 2001; NITTAYANANTA et al.'® 2001;
RIBEIRO'®, 2003; AL-ABEID et al.’, 2004), pode estar associada com 0
aumento na prevaléncia deste microrganismo na cavidade bucal dos
pacientes HIV positivos, e até mesmo possibilitar a sobrevivéncia deste no
ambiente subgengival (GONCALVES’®, 2005).

A associagao entre as variaveis clinicas apresentadas
pelos pacientes HIV e a presenca de leveduras do género Candida na
cavidade bucal dos mesmos, também tem sido abordada, sendo que os
resultados relatados sao bastante controversos. Este fato deve-se em
parte pelos fatores citados anteriormente e também pela auséncia de
padronizacao referente as contagens de CD4+ e a carga viral. Em nosso
estudo, ndo houve associagdo entre as contagens de leveduras do
género Candida com as contagens de células CD4+ dos pacientes
avaliados, o que estd de acordo com os estudos de Campisi et al.*®
(2002), Barchiesi et al.' (2002) e Sanchez-Vargas'®?? (2005). Quanto a
carga viral, observamos contagens significativamente menores na
cavidade bucal nos pacientes com menor carga viral (< 400 cépias/mL).

Todos os pacientes incluidos neste estudo estavam sob
tratamento, sendo 43% estavam sob terapia anti-retroviral altamente ativo
(HAART). Na literatura, relata-se que com o emprego desta forma de
terapia, as manifestagcdes bucais tém diminuido, uma vez que esta
promove inibicdo da replicagdo viral, redistribuicdo e restauracdo da
imunidade, resultando em um aumento no numero de células CD4+. Além
disso, farmacos inibidores de protease parecem apresentar atividade anti-
Candida, pois podem inibir as proteinases destes fungos (TAPPUNI &
FLEMING®*, 2001; RYDER'®, 2002; SAMARANAYAKE et al."', 2002;
GONGCALVES et al.”?, 2005; PEREZOUS et al.'2, 2005). Em nosso grupo
de estudo, 42,2% dos pacientes utilizavam farmacos inibidores de
protease. Contudo, Campisi et al*>. (2002), Barchiesi et al'®. (2002), e



Sanchez-Vargas et al."®%® (2005) ndo encontraram associacdo entre as
contagens de leveduras e a terapia anti-retroviral empregada.

O fumo é citado na literatura com um dos fatores
predisponentes locais para colonizagdo por Candida na cavidade bucal
(PALACIO et al.’® 1997; SOYSA & ELLEPOLA?'®, 2005), portanto,
julgou-se necessario avaliar se havia diferenga quanto as contagens de
leveduras entre pacientes ndo fumantes e fumantes do nosso grupo de
estudo. No presente estudo, ndo foram observadas diferengas na
distribuicdo dos microrganismos entre pacientes nao fumantes e
fumantes. Estes resultados estdo de acordo com relatos de Nittayananta
et al.”™® (2001) e Campisi et al.*® (2002).

A identificagdo dos isolados de Candida spp. foi realizada
através de provas fenotipicas segundo Sandvén'®* (1990) e Willians &
Lewis?*?
dos isolados no grupo HIV (CAPOLUONGO et al.*®, 2000; FIGUEIREDO
et al.’®, 2000; BARCHIESI et al.'?, 2002; CAMPISI et al.®, 2002
BLIGNAUT et al.”®, 2002; SANT'ANA et al.'®®, 2002; COSTA et al.*’, 2003;

LI et al.'®, 2006), o que estd em concordancia com nossos achados

(2000). A literatura cita C. albicans como a espécie prevalente

(72,7%). Porém, em nosso estudo, como foram realizadas apenas provas
fenotipicas, devemos relatar a prevaléncia de amostras sugestivas de C.
albicans, pois para correta diferenciacdo entre os isolados de C. albicans
e C. dubliniensis seria necessaria a identificagdo genotipica destas
amostras (SUDBERY et al.?'® 2004, CAMPANHA et al.*), 2005;
SULLIVAN et al.?°, 2005). Como existem relatos sobre o isolamento de
C. dubliniensis em pacientes HIV positivos no Brasil (PORTELA et al.'”®,
2004; CHAVASCO et al.*?, 2006), sera de grande importancia dar
continuidade a identificagdo destas amostras, para verificar a
porcentagem de C. dubliniensis dentre os isolados sugestivos de C.
albicans.

As espécies nao-albicans mais isoladas foram C.

tropicalis e C. glabrata, como também observado por Sant’ Ana et al.'®



(2002). Embora a prevaléncia de espécies nao-albicans tenham
representado apenas 27,3% das espécies de Candida isoladas no grupo
HIV, este percentual mostrou-se maior do que o obtido no grupo controle
(18,5% nao-albicans), além de apresentar maior diversidade das espécies
isoladas. Dado importante, uma vez que as candidemias provocadas por
C. albicans de modo geral possuem melhor prognostico em relagéo as
espécies nado-albicans (BODEY et al.”, 2002). Blignaut et al.’® (2002)
obtiveram resultado oposto, no qual através da coleta por swabs do dorso
da lingua de pacientes HIV positivos e individuos saudaveis, verificou
maior diversidade de espécies no grupo controle.

O isolamento de espécies nao-albicans em pacientes HIV
pode estar relacionado a terapia antifungica prévia, ja que antifungicos
utilizados para suprimir candidoses em pacientes HIV positivos podem
selecionar estes microrganismos, uma vez que S&0 menos sensiveis aos
antifingicos (azdis) (COLEMAN et al.**, 1997; MEEUS et al."®®, 2002;
SANT’ANA et al.”®®, 2002). Estes resultados s&o importantes, visto que os
relatos sobre infecgcbes ocasionadas por espécies nao-albicans tém
aumentado significativamente nos Ultimos anos (HAZEN®*, 1995;
GILFILLAN et al.*’, 1998; KONEMAN et al."™, 2001; EGGIMANN et al.*®
2003; AL-ABEID et al.®, 2004; LAUPLAND et al.’®, 2005).

Eggimann et al.®® (

2003) correlacionam as principais
espécies do género Candida com as patologias humanas ocasionadas e
verificaram: a) C. albicans mais correlacionada com infecgdes
orofaringeas, vaginites, esofagites, pielonefrites, peritonites, candidemia e
meningites; b) C. parapsilosis mais frequentemente em infecgdes
profundas relacionadas a objetos implantados ou a solugdes
contaminadas; c) C. tropicalis relacionada a candidoses sistémicas em
pacientes imunossuprimidos; d) C. dubliniensis com infec¢des
orofaringeas em pacientes HIV positivos e, e) C. lipolytica com

candidemia associada a cateteres implantados.



Poucos estudos descreveram a cavidade bucal como
possivel reservatorio de Staphylococcus aureus e estafilococos
coagulase-negativos. Um dos maiores problemas envolvendo estes
microrganismos, coagulase-positivos e coagulase-negativos, tem sido o
crescente aumento de cepas resistentes a meticilina, vancomicina e a
outros antibidticos, em infeccébes na comunidade e em ambiente
hospitalar (MARSOU et al.’®, 1999; PADOVEZE et al.'®, 2001; EADY &
COVE™, 2003; GOTZ®, 2004; NUNES et al.™ 2006). Portanto,
reservatorios  bucais  destes  microrganismos em  pacientes
imunossuprimidos sdo focos potenciais para infecgdes. O enfoque dos
trabalhos sobre estafilococos tem sido a presenga destes microrganismos
na cavidade bucal de criancas, idosos, adultos sistemicamente saudaveis
ou com periodontite crbnica e em alguns grupos com patologias
sistémicas em fase terminal (JOBBINS et al.?®, 1992; JACOBSON et al.*®,
1997; SUZUKI et al.?® 1997; JACKSON et al.”*, 1999; MARTINS et al.™*,
2002; JACKSON et al.*®, 2000; SENPUKU et al.*®*, 2003; LOBERTO et
al.'®, 2004; MONROY et al.™ 2005). Alguns estudos entretanto,
relacionando pacientes HIV e estafilococos no biofilme subgengival
existem na literatura (MOORE et al."*, 1993; CHATTIN et al.*!, 1999;
ZAMBON et al.>*®, 1990; VILLACA & MACHADO?®*®, 2004; GONCALVES
etal.”’, 2004; GONCALVES®, 2005; GONCALVES et al.”?, 2005).

No presente estudo, estafilococos foram isolados a partir
de 86,6% dos individuos do grupo controle e em 84,4% do pacientes
soropositivos para o HIV. Jobbins et al.*® (1992) isolaram estafilococos em
28% dos pacientes com neoplasias malignas avaliados. Jackson et al.®
(1999) isolaram Staphylococcus spp. em 94% dos individuos controle e
96% dos pacientes com artrite reumatdide. Jackson et al.®** (2000)
também observaram maior freqiéncia de isolamento na cavidade bucal
de criangas saudaveis (92%) em relagdo as criangas com neoplasia
(42%). Martins et al.”>* (2002) descreveram alta freqiiéncia de isolamento

na cavidade bucal de adultos saudaveis (95,6%). Estes resultados



relatados na literatura e os obtidos neste estudo confirmam a concluséo
de Smith et al.?"° (2001) que concluiram que as espécies de estafilococos
podem ser frequentemente isoladas da cavidade bucal de criangcas ou
adultos, saudaveis ou com patologias. Devido aos altos valores de
isolamento relatados, Jacksons et al.>* (1999) e Jacksons et al.*® (2000)
tém considerado que os estafilococos fazem parte da microbiota bucal
normal. Porém o isolamento de Staphylococcus spp. deve ser
considerado importante, principalmente nos pacientes imunossuprimidos,
pois a literatura relata que espécies de Staphylococcus presentes na
cavidade bucal apresentam potencial de disseminacdo, podendo
ocasionar infeccdo local ou sistémica (SLOTS et al.?®® 1988; SLOTS et
al.?*®> 1990, JACKSON et al.*, 2000; SMITH et al.?'°, 2001).

Nos sitios periodontais observou-se isolamento similar de
estafilococos no grupo HIV (40%) e grupo controle (31,1%). O estudo de
Zambon et al.>*® (1990) sobre a microbiota subgengival de pacientes HIV
positivos descreveu o isolamento de estafilococos em 8,7% dos pacientes
avaliados. Os autores relataram que a perda de inser¢ao periodontal pode
apresentar correlagao positiva com o aumento do numero de estafilococos
no biofilme supragengival em pacientes imunossuprimidos.

A partir dos isolados de cocos Gram-positivos obtidos, a
identificagéo foi realizada de acordo com Forbes et al.?® (1998), Oplustil et
al.® (2000) e Koneman et al.'"® (2001), sendo que a primeira prova
efetuada foi a prova da catalase, para diferenciar estafilococos, que
produzem a enzima catalase, de estreptococos que n&do a produzem
(KONEMAN et al."*®, 2001). A seguir, através da prova da coagulase, os
estafilococos foram divididos em coagulase-positivos e coagulase-
negativos, para que fosse possivel prosseguir com as demais provas de
identificacdo. Os estafilococos coagulase-positivos foram identificados por
meio das provas de D-trealose e Voges-Proskauer e os estafilococos

coagulase-negativos através do sistema API Staph (Bio-Merieux, Franga)



(FORBES et al.®® 1998; OPLUSTIL et al."® 2000; KONEMAN et al.'"®,
2001).

Em relacdo as espécies identificadas, os grupos
apresentaram espécies e porcentagens de isolamento variadas. S.
epidermidis foi a espécie prevalente dentre as amostras coagulase-
negativas e S. aureus foi a espécie coagulase-positiva mais
freqientemente isolada, em ambos os grupos. O isolamento destas
espécies na cavidade bucal e em sitios periodontais tem sido relatados na
literatura (ZAMBON et al.?*®, 1990; JACKSONS et al.**, 1999; JACKSONS
et al.*®, 2000, MARTINS et al.’*, 2002; SMITH et al.*'', 2003; LOBERTO
et al."”®®, 2004). O grupo HIV apresentou maior diversidade de espécies
coagulase-negativas, como S. warneri, S. capitis, S. haemolyticus, S.
xylosus, S. saprophyticus e S. hominis, também descritas em outros
estudos (RAMS et al.’® 1990; DAHLEN & WIKSTROM®, 1995;
JACKSONS et al.**, 1999; JACKSONS et al.”*, 2000; SMITH et al.*""?,
2003; LOBERTO et al."®, 2004; MURDOCH et al.’®, 2005). Nos dados do
presente estudo, encontrou-se as espécies S. sciuri, S. simulans e S.
chromogenes, n&o encontradas nos isolados bucais da literatura
pesquisada. Algumas destas espécies, embora tenham apresentado
baixa frequéncia de isolamento, podem ocasionar infecgcbes em humanos,
como infecgdes urinarias, bacteriemia, endocardite, osteomielite, celulite,
empiema cerebral, etc. (MARSOU et al.’™, 1999; KONEMAN et al.'®,
2001; CONE et al.**, 2005;). As espécies S. simulans e S. chromogenes
estdo relacionadas a infecgdes em equinos e bovinos (KONEMAN et
al.’®, 2001; BJORLAND et al.”®, 2003). S. lugdunensis, espécie isolada
somente no grupo controle, tem sido relacionada com infecgbes cardiacas
humanas (SEIFERT et al.?°!, 2005; ANGUERA et al.®, 2006).

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas
estatisticas entre os pacientes ndo fumantes e fumantes quanto as
contagens (UFC/mL) obtidas para estafilococos na cavidade bucal e nos

sitios periodontais, apesar de relatos anteriores sobre a associagao entre



o fumo e varias modificacbes na cavidade bucal, como alteracbes na
saliva, bactérias e fungos comensais da microbiota bucal, células
epiteliais bucais e na resposta sistémica e local do hospedeiro (KAMMA et
al."®, 1999; EDWARDSON et al.>®, 1999; SOYSA & ELLEPOLA*®, 2005;
ARREDONDO et al.'®, 2005). Também ndo houve associacdo com a
contagem de células CD4+. Quanto a carga viral, observou-se contagens
menores destes microrganismos no subgrupo que apresentava menor
carga viral (< 400 copias/mL). Nao foram observados na literatura estudos
anteriores que permitam confrontar estes resultados.

Enterobactérias e/ou pseudomonas foram identificadas na
cavidade bucal de 77,7% do grupo HIV e em 40% nos sitios periodontais.
O grupo controle apresentou menor frequéncia de isolamento em ambos
os locais de coleta (44,4% na cavidade bucal e 6,6% nos sitios
periodontais). O aumento na prevaléncia destes microrganismos na
cavidade bucal parece estar associado a fatores sistémicos e locais,
porém as porcentagens de isolamento relatadas na literatura em
diferentes grupos, fazem com que este assunto permanega controverso.

Jobbins et al.®

(1992) relataram isolamento de coliformes em 49% dos
pacientes com neoplasia maligna. Ohman et al.’®® (1995) e Pannuti et
al.’®" (2001), relataram pequena prevaléncia destes microrganismos em
pacientes idosos e deficientes mentais, respectivamente. Senpuku et
al.?® (2003) encontraram enterobactérias em 16% dos idosos avaliados e
em 6% dos individuos controle e pseudomonas em 14% no grupo de
estudo e 6% nos individuos saudaveis. Prevaléncia maior de
enterobactérias e/ou pseudomonas na cavidade bucal foi observada por

Santos & Jorge'®

|.79

(1998) em individuos brasileiros saudaveis (51%).
Hagg et al.”” (2004) relataram aumento significativo da prevaléncia de
enterobactérias apds a insergcédo do aparelho fixo nos pacientes avaliados.

Apos a identificagdo das amostras, considerando
separadamente as espécies de cada familia, observou-se que do total de

amostras do grupo HIV, 86,8% corresponderam a espécies da familia



Enterobacteriaceae e no grupo controle, 88,5%. Portanto, em ambos os
grupos, observou-se baixa prevaléncia de espécies da familia
Pseudomonadaceae. Outros estudos com pacientes HIV positivos
encontraram baixa prevaléncia de enterobactérias e/ou pseudomonas na
cavidade bucal. Schmidt-Westhausen et al.'® (1991) obtiveram a
prevaléncia de 22% de isolamento de enterobactérias. Figueirédo et al.®®
(2001) encontrou 96,4% de espécies da familia Enterobacteriaceae em
seus isolados, sendo P. aeruginosa (3,6%) a unica pseudomonas

identificada. Tsang & Samaranayake?®

relataram 26,3% de isolamento de
enterobactérias e 15,1% de P. aeruginosa. Os isolados destes
microrganismos em bolsas periodontais de pacientes HIV tém sido
descritos como patégenos atipicos, que normalmente ndo estao
relacionados a doencga periodontal, mas que podem contribuir com a
severidade da doenga apresentada, em alguns pacientes soropostivos
(MOORE et al."3, 1993; CHATTIN et al.*!, 1999; ZAMBON et al.**®, 1990;
VILLACA & MACHADO?®*, 2004; GONCALVES et al.”', 2004;
GONGCALVES®, 2005; GONCALVES et al.”%, 2005).

O agar MacConkey foi utilizado para o isolamento das
bactérias Gram-negativas por se tratar de um meio de isolamento seletivo
de moderada inibicdo, que evita o crescimento de bactérias Gram-
positivas a partir de cultivos mistos (OHKUSU'®?, 200; KONEMAN et
al."’®, 2001; FILLIUS et al.®', 2003). A caracterizacdo fenotipica das
espécies das familias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae
necessitam de uma bateria de provas bioquimicas. O sistema de
identificacdo APl 20E (Bio-Merieux, Franga) fornece 21 caracteristicas
que podem ser determinadas com o sistema que estdo entre os grupos de
provas mais amplos dos sistemas compactos. O sistema é um dos mais
utilizados nos laboratodrios clinicos e possui muitos dados de base que
incluem cepas comuns e atipicas. O API 20E tem sido comparado, nos
ultimos vinte anos, com varios outros sistemas e, devido a sua grande

aceitagdo no mercado dos laboratérios clinicos e microbioldgicos, tornou-



se o padrao-ouro entre os sistemas comerciais (KONEMAN et al.®, 2001;
O’ HARA'™', 2005).

Em nosso estudo, Enterobacter cloacae foi a espécie
prevalente dentre os isolados da familia Enterobacteriaceae e
Chryseomonas luteola foi a espécie da familia Pseudomonaceae mais
frequentemente isolada em ambos os grupos. O isolamento clinico de E.
cloacae € comum, sendo descrito na cavidade bucal e em bolsas
periodontais por varios autores (SLOTS et al.?**’, 1990; MOORE et al.'*,
1993; DAHLEN & WIKSTROM*, 1995; SANTOS & JORGE'®, 1998). Por
outro lado, C. luteola é raramente isolada, sendo que as infeccbes
causadas por este microrganismo incluem septicemia, meningite,
endocardite, osteomielites e peritonites (KONEMAN et al.'’®, 2001;
CHIHAB et al.**, 2004). O grupo HIV apresentou maior diversidade de
espécies de enterobactérias e de pseudomonas, muitas das quais podem
ocasionar infeccbes oportunistas, como Enterobacter sakazakii e
infeccbes de neonatos, Escherichia coli e infecgdes gastro-intestinais e
endocardites, Kluyvera ascobarta em infecgbes urinarias, entre outras
(ARPIN et al.’, 2005; BRANGER et al.?, 2005; CAPRIOLI et al.*®, 2005;
GURTLER et al.”®, 2005; NARCHI'®®, 2005).

Nao foi observada relagdo estatisticamente significativa
entre o habito de fumar e a presencga destes microrganismos na cavidade
bucal ou nos sitios periodontais. Estes dados estdo em concordancia com
os achados de Santos et al." (2002) que pesquisaram individuos adultos
com doencga periodontal.

Em relacdo a contagem de células CD4+, observou-se
menores contagens de enterobactérias e pseudomonas na cavidade
bucal de pacientes do subgrupo com menos de duzentas células CD4+
por milimetro cubico. Quanto a carga viral, os valores distribuiram-se
igualmente entre os subgrupos avaliados. Considerando-se que n&o
foram encontrados estudos anteriores que relacionam a prevaléncia de

enterobactérias e pseudomonas na cavidade bucal de pacientes HIV



positivos as variaveis clinicas consideradas, nao foi possivel confrontar
estes resultados com a literatura pesquisada.

O desenvolvimento de mais estudos sobre a presenca de
microrganismos superinfectantes além de leveduras do género Candida,
na cavidade bucal de pacientes HIV positivos, nos parece de extrema
importancia, considerando-se que poucos sao os relatos na literatura.
Estes novos achados podem ser de grande importancia clinica,
contribuindo sobremaneira para o estabelecimento de estratégias
terapéuticas no tratamento e prevencdo de superinfeccoes nestes

pacientes.



7 CONCLUSAO

a)

b)

d)

o grupo HIV apresentou maior prevaléncia de
microrganismos do género Candida e das familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae em relacao
ao controle, tanto na cavidade bucal quanto nos sitios
periodontais;

a prevaléncia de Staphylococcus spp. na cavidade
bucal e sitios periodontais foi similar nos grupos
estudados;

maior diversidade de espécies dos géneros Candida e
Staphylococcus e das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae foi observada no grupo HIV;

a presengca de leveduras do género Candida e
Staphylococcus spp. na cavidade bucal e sitios
periodontais ndo foram associadas as contagens de
células CD4+ e apresentaram contagens
significativamente menores na cavidade bucal nos
pacientes com menor carga viral;

as contagens de bactérias das familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae foram
significativamente menores na cavidade bucal dos
pacientes do subgrupo menor que duzentas células T
CD4+ por milimetros cubicos em relagao aos demais
subgrupos e distribuiram-se igualmente quanto aos

subgrupos da carga viral;



f) ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre as contagens obtidas para estes
microrganismos em pacientes HIV positivos fumantes
e nao fumantes tanto na cavidade bucal quanto nos

sitios periodontais.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Graziella Nuernberg Back, cirurgia - dentista, sob a orientacdo da
Prof. Dr2. Cristiane Yumi Koga Ito, portadora do CPF 279 285 778 - 10,
RG 28 976 210 - 8, CRO 83 558; estabelecida na Rua Benedito lunes,
223, CEP 12 280-021, na cidade de Cacapava, cujo telefone de contato
(12) 3653 4693, irei desenvolver uma pesquisa cujo titulo é “Presenca de
Candida, Staphylococcus, Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na
cavidade bucal de pacientes HIV positivos”.

O objetivo deste estudo €é avaliar a presenca de alguns
microrganismos na boca (leveduras, estafilococos, enterobactérias e
pseudomonas) através da coleta ndo invasiva de enxagie bucal e de
amostras do sulco gengival em pacientes HIV positivos e soronegativos.

O Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo,
sobre qualquer esclarecimento de eventuais duvidas e sobre o
andamento do trabalho. Se tiver alguma considerac¢édo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Odontologia de Séo José dos Campos — UNESP,
situada na Av. Eng. Francisco José Longo, 777, CEP 12 245-000, em Séo
José dos Campos, Fone: 3947 9033 e comunique-se com o coordenador
Profa, Dr2, Sueli Carvalho Mutti Naressi. Informo que serd garantida a
liberdade de retirada do consentimento a qualquer momento e assim
deixar de participar do estudo. Também ndo haver4d custo nem
pagamento pela colaboracéo.

Termo de consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido esclarecido a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Presenca de Candida,
Staphylococcus, Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na cavidade
bucal de pacientes HIV positivos”, e concordo em participar sabendo
guais os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que
a minha participacdo ndo implicard em nenhuma despesa. Concordo em
participar voluntariamente deste estudo e com a publicacdo anénima dos
dados gerados por ele. Poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade, prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: / /

Nome do paciente: RG:

Enderego completo:

Assinatura do paciente
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APENDICE B - Ficha clinica do grupo de estudo

Nome: N° prontuério:
Idade: Sexo: Cddigo de identificacéo:
Local da Coleta: Data: Hora:

PRONTUARIO MEDICO
Teste Elisa:

Contagem de LinfocitoT CD4+: Carga Viral:

Terapia anti-retroviral:

ANAMNESE- HISTORIA MEDICA

01. Quando foi feito o diagnostico de HIV?

02. Esta tomando algum remédio? ( ) Sim ( ) Ndo Qual?
03. Tomou antibiético ou antifangico nos ultimos 60 dias? ( ) Sim ( ) Nao

04. Esta gravida? ( ) Sim () Nao

07. E diabético? ( ) Sim ( ) Nao

14. Precisou alguma vez de transfusdo de sangue ( ) Sim ( ) Nao

16. Algum destes habitos?

( ) Fumo () Dependéncia quimica

17. H& alguma outra informacao importante sobre sua salde que ndo foi perguntado e

que deseje comentar?

ANAMNESE - HISTORIA DENTAL
01.Tem dor, inchago ou sangramento na gengiva? ( ) Sim ( ) N&o
02.Tem dentes “abalados” ? ( ) Sim ( ) Nao
03. Ja fez tratamento de gengiva? ( ) Sim () Nao

04. J4 teve herpes ou “sapinho” na boca? ( ) Sim ( ) Nao

05. Tem ou ja teve feridas na boca que demoram para cicatrizar? ( ) Sim () Nao
06. Sente a boca seca? ( ) Sim ( ) Nao
07. Sente ardéncia na boca? ( ) Sim ( ) Nao

08. Escova os dentes? ( ) Sim () Nao Quantas vezes ao dia?

EXAME CLINICO

Lesdes presentes:

Protese: Aparelho ortoddntico:

Local da amostra:
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APENDICE C - Ficha clinica do grupo controle

Nome: N° prontuério:
Idade: Sexo Cddigo de Identificagéo;
Local da Coleta: Data: Hora:

ANAMNESE- HISTORIA MEDICA

01. Esta tomando algum remédio? ( ) Sim ( ) Ndao Qual?

02. Tomou antibiodtico nos ultimos 60 dias? ( ) Sim () Nao

03. Esta gravida? ( ) Sim ( ) Nao

04. E diabético? ( ) Sim ( ) Nao

05. Precisou alguma vez de transfuséo de sangue ( ) Sim ( ) Néo

06. Algum destes habitos?

( ) Fumo ( ) Dependéncia quimica

07. Ha alguma outra informagéo importante sobre sua sadde que nao foi perguntado e

que deseje comentar?

ANAMNESE - HISTORIA DENTAL
01.Tem dor, inchago ou sangramento na gengiva? ( ) Sim () Nao
02.Tem dentes “abalados” ? ( ) Sim ( ) Nao
03. Ja fez tratamento de gengiva? ( ) Sim ( ) Nao

04. Ja teve herpes ou “sapinho” na boca? ( ) Sim ( ) Néo

05. Tem ou ja teve feridas na boca que demoram para cicatrizar? ( ) Sim ( ) Nao
06. Sente a boca seca? ( ) Sim ( ) Néo
07. Sente ardéncia na boca? ( ) Sim ( ) Nao

08. Escova os dentes? ( ) Sim () Nao Quantas vezes ao dia?

EXAME CLINICO

Lesdes presentes:

Protese: Aparelho ortodéntico:

Local da amostra:
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BRITO, G.N.B. Presence of Candida, Staphylococcus,
Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae in the oral cavity of HIV
positive patients. 2006. 159f. Dissertacdo (Mestrado em Biopatologia
Bucal, Area de Concentracdo em Biopatologia Bucal) — Faculdade de
Odontologia de Sdo José dos campos, Universidade Estadual Paulista.
Sao José dos Campos.

ABSTRACT

Changes in the oral microflora may occur during the occurrence of systemic
diseases and during their treatment leading to superinfections. Oral reservoirs of
potential pathogens, such as enteric bacteria, staphylococci and Candida, may
cause oral or systemic diseases and threaten the life of immunocompromised
patients. In this way, the aim of this study was to evaluate the presence of
microorganisms of Candida and Staphylococcus genus and Enterobacteriaceae
and Pseudomonadaceae families in the oral cavity and periodontal sites of HIV
positive patients. Forty-five HIV positive patients and 45 systemically healthy
individuals with similar profile in relation to HIV positive ones were included. Oral
rinses and samples from the periodontal sites were collected and the evaluation
of microorganisms prevalence and phenotypic identification of the isolates were
performed. Counts of microorganisms of HIV and control groups were compared
statistically by Mann-Whitney (5%). Candida genus yeasts and enteric bacteria
and/or pseudomonas were detected in significantly higher number in the oral
cavity and periodontal sites of HIV positive patients in relation to the controls, and
C. albicans and Enterobacter cloacae were the prevalent species in both the
groups. No statistically significant difference between the staphylococci counts of
the studied groups was observed. The presence of microorganisms in the oral
cavity and periodontal sites of HIV patients were evaluated in relation to CD4+
cells counts and viral load by ANOVA Kruskal-Wallis test (5%). Counts of enteric
bacteria and pseudomonas were significantly lower in the oral cavity of patients
with low counts of CD4+ cells. Candida spp. and Staphylococcus spp. counts
were lower in the oral cavity of patients with low viral load.Counts of
microorganisms between HIV-positive smokers and not-smokers patients were
compared (Mann-Whitney, 5%) and no statistically significant differences were
observed. It could be concluded that HIV group presented higher prevalence of
Candida spp. and Enterobacteriaceae/Pseudomonadaceae and higher diversity
of species in relation to the control group.

Key Words: HIV; Acquired immunodeficiency Syndrome; infection;
bacteria; yeasts.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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