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Apresentacao

No inicio da década de 80, a eclosdo de uma nova doenga que posteriormente, foi
identificada como uma sindrome, conhecida mundialmente pela sigla AIDS/SIDA
(Acquired Imunodeficiency Syndrome / Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) foi
responsavel por mudancgas significativas em outros campos que ndo somente a saude,
principalmente por combinar comportamento sexual e doenca. O desafio de combate a
doenga se instalou em diferentes areas do conhecimento além das ciéncias biomédicas, tais
como: economia, antropologia, politica, direitos humanos, dentre outras.

A aids foi identificada pela primeira vez no Brasil em 1980. Inicialmente restrita as
nossas grandes metropoles, como Rio de Janeiro e Sdo Paulo, iniciou a sua expansio para
outras capitais e o para interior do Pais a partir da segunda metade dessa mesma década.

Em 2000, cerca de 60% dos municipios brasileiros registravam pelo menos um caso
da doenga.

O panorama geografico atual da aids no Brasil ¢ bastante heterogéneo, com
coeficientes de incidéncia expressando ampla magnitude de variacdo, ao longo do seu
territorio. Hoje, o que denominamos de "epidemia de aids" no Brasil ¢, de fato, o somatorio
de subepidemias microrregionais em interacdo permanente, devido aos movimentos
migratorios, aos fluxos comerciais e de transportes, aos deslocamentos de mao-de-obra, ao
turismo, ou seja, de maneira mais geral, a mobilidade da populagdo. Sendo assim, a aids
nao esta distribuida entre a populagdo de maneira uniforme, o que coloca diante dos
técnicos a necessidade de identificar os individuos mais expostos ao risco da infec¢do pelo
virus da imunodeficiéncia humana, assim como de outras doencas sexualmente
transmissiveis, as chamadas Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST), para um melhor

direcionamento das ag¢des de prevencado e controle.

Nesse contexto, se destacam os grupos de apoio e/ou discussdo, atividades de
orientagdo promovidas pelas numerosas ONGs (Organizacdes Nao Governamentais) que
atuam na area. Meu interesse pelos doentes de aids surgiu a partir do meu primeiro
emprego: atendimento odontologico aos portadores do HIV no Condominio Solidariedade,

institui¢ao administrada pela OVG (Organizagao das Voluntarias de Goias).



Em termos técnicos, para a odontologia, o soropositivo ¢ atendido com os mesmos
procedimentos que qualquer outro paciente, seguindo todos os protocolos de biosseguranca.
Estar preparado para o atendimento de qualquer individuo depende, principalmente do
relacionamento entre cirurgido-dentista e o paciente, relacionamento este que deve ser
pautado pelo respeito, pela moralidade e pela confiangca. Durante esse periodo, fiz
especializacdo em Saude Publica com o objetivo de promover saude, proporcionando ao
paciente e por conseqiiéncia a comunidade meios necessarios como conhecimento e

atitudes, visando melhorar sua satde, exercendo um maior controle sobre ela.

Na microbiologia encontrei as ferramentas necessarias para melhor compreender e
obter uma concepg¢ao ampla de saude ao incorporar aos determinantes sociais, econdmicos e
ambientais da satde publica os aspectos bioldgicos € mais precisamente microbioldgicos

com interferéncia no processo saude-doenga.

Caracterizar a microbiota bucal de portadores do HIV, contribuindo para o
restabelecimento e manutengdo da saude bucal pela avaliagio de substancias
antimicrobianas quanto a habilidade de controlar microrganismos bucais foi o propdsito

deste estudo.

Inicialmente, apresentaremos na introdu¢do um breve resumo do boletim
epidemioldgico da aids Brasil e no mundo, bem como da patogenia do virus da
imunodeficiéncia humana e das pesquisas realizadas na area de microbiologia bucal em
portador do HIV para, em seqiiéncia, detalharmos os objetivos deste trabalho.
Posteriormente, apresentaremos o material e métodos de forma geral empregado no estudo

e encerraremos com as referéncias bibliograficas consultadas.

A parte experimental da dissertagdo se encontra na forma de trés artigos redigidos
em portugués por seguirem normas das revistas nacionais. Um artigo sera submetido a
apreciacdo pelos revisores da revista de Patologia Tropical e os outros dois para o corpo

editorial da revista Panamericana de Salud Publica.



Por fim, faremos as ultimas consideragdes, afirmando da necessidade de cada vez
mais intervir com conhecimento frente as condigdes bucais desses pacientes, bem como
empregar substancias que estdo ao nosso alcance como os anti-sépticos, para melhorar as

condi¢cdes de saude e vida desses pacientes, lembrando que “a saide comega pela boca”.



Resumo

A boca alberga uma grande variedade de microrganismos, ¢ a coexisténcia dessa
microbiota com a saude bucal decorre das condi¢des imunoldgicas e de processos de
adaptagdo e readaptacdo continuos entre o hospedeiro e os microrganismos. Com a
imunossupressdo causada pelo HIV, o equilibrio da microbiota bucal pode ser alterado e
infecgdes oportunistas podem ocorrer. Em vista disso, objetivou-se isolar, identificar e
determinar a suscetibilidade de microrganismos isolados da saliva de adultos portadores do
virus da imunodeficiéncia humana. Foram coletadas, em tubos esterilizados, duas amostras
de saliva ndo estimulada (2,0mL) de cada paciente. A primeira coleta de saliva foi realizada
antes de qualquer intervengdo do profissional. A segunda foi realizada apods instrugdes de
higiene bucal, realizacdo de escovacao supervisionada, uso de fio dental e bochecho por um
minuto com Periogard® ou Cepacol®. A saliva foi diluida e gotejada em agar SB20 para
isolamento de estreptococos do grupo mutans (EGM), em agar manitol para estafilococos,
em agar MacConkey para bastonetes Gram negativos (BGN) e em agar Sabouraud para
isolamento de leveduras. Apds periodos de incubagdao especificos, as coldnias
caracteristicas foram contadas e submetidas a identificagdo bioquimica e testes de
suscetibilidade (Periogard®, Cepacol®, amoxicilina, azitromicina e sulfametoxazol-
trimetoprim). Foram isolados 168 microrganismos da saliva de 56 pacientes, sendo 54
leveduras (42 Candida albicans; 10 C. parapsilosis e 2 C. glabrata); 42 bastonetes Gram
negativos (34 Enterobacter cloacae ¢ 9 Pseudomonas aeruginosa); 42 estafilococos (34
Staphylococcus aureus; 8 Estafilococos coagulase negativos); 29 Estreptococos do grupo
mutans (21 Streptococcus mutans e 8 Streptococcus sobrinus). Quanto as contagens antes e

apds o bochecho de anti-sépticos, tanto o Periogard”® quanto o Cepacol® foram eficazes na



redugdo microbiana. Para o Periogard®, observou-se uma redugio de 5 logs para EGM; uma
reducdo de 4 logs para estafilococos e BGN; e para as leveduras de 2 logs. Quanto ao
Cepacol®a redugio foi de 5 logs para EGM; 4 logs para os estafilococos; 3 logs para BGN e
de 1 log para as leveduras. A concentracdo inibitéria minima (CIM) para os EGM variou de
0,06-0,48ug/mL para o Periogard® e 0,05-0,2ug/mL para o Cepacol®™; estafilococos de
0,0002344-0,0009375ug/mL para o Periogard® e 0,003125-0,1pg/mL para o Cepacol®;
bastonetes Gram negativos de 0,001875-0,12pg/mL para o Periogard® e 0,0125-0,2ug/mL
para o Cepacol® e para as leveduras de 0,0075-0,06pg/mL para o Periogard® e 0,003125-
0,025pg/mL para o Cepacol®. In vitro, os anti-sépticos testados também foram eficazes
contra os microrganismos isolados. A CIM para os estafilococos variou de 6-96pug/mL para
a amoxicilina; 8-64pg/mL para azitromicina e 40-1280pg/mL para o sulfametoxazol-
trimetoprim; bastonetes Gram negativos variou de 12-768ug/mL para a amoxicilina; 3-
96ug/mL para azitromicina e 10-1280pug/mL para o sulfametoxazol-trimetoprim. O uso de
antimicrobianos para a profilaxia de infec¢des oportunistas em pacientes HIV positivos €
largamente empregado, todavia a emergéncia da resisténcia microbiana € preocupante,
principalmente com relacdo ao sulfametoxazol-trimetoprim. Concluindo, a deteccdo de
altas contagens microbianas na saliva e a emergéncia de cepas resistentes ¢ um dado
importante, uma vez que esses microrganismos sdao fontes potenciais de infecgdo e,
portanto, o uso de anti-sépticos deve ser indicado como coadjuvante ao procedimento

mecanico de higienizagao.

Palavras chave: saliva, microrganismos, antimicrobianos, resisténcia microbiana,

portadores do HIV.



Abstract

The mouth harbored a great variety of microorganisms and the coexistence of this
microbiota with the buccal health depends on the conditions of imunologic system,
processes of adaptation and continuous readaptation between host and microorganisms.
With immunosuppression by HIV, the balance of the buccal microbiota may be altered, and
opportunistic infections can occur. This study aimed to isolate, to identify and to determine
the susceptibility of microorganisms isolated from saliva of human immunodeficiency virus
infected patients. Two saliva samples not stimulated (2,0mL) were collected, in sterilized
tubes, of each patient. The first saliva sample was collected before any intervention of the
professional. The second was done after instructions of buccal hygiene, supervised hygiene
and mouthwashed for one minute with Periogard® or Cepacol®. The saliva was diluted and
dropped onto SB20 agar for MS isolation, on manitol agar for staphylococci, on
MacConkey agar for Gram negative rods and on Sabouraud agar for yeasts isolation. After
the incubation period, the characteristic colonies were counted and submitted to the
biochemical identification and susceptibility tests (Periogard®, Cepacol®, amoxicilin,
azitromicin and trimethoprim-sulfamethoxazole). It was isolated 168 microorganisms from
saliva of 56 pacients and the strains identified as 54 yeasts (42 Candida albicans, 10 C.
parapsilosis and 2 C. glabrata); 43 Gram negative rods (34 Enterobacter cloacae and 9
Pseudomonas aeruginosa); 42 staphylococci (34 Staphylococcus aureus and 8 negative
coagulase); 29 Mutans streptococcci (21 Streptococcus mutans and 8 Streptococcus
sobrinus). Periogard® and Cepacol® were efficients for reduction of microorganisms. For the
Periogard® was observed a reduction of 5 logs for MS, 4 logs for staphylococci and Gram
negative rods and 2 logs for yeasts. About the Cepacol® the reduction was 5 logs for MS, 4
logs for staphylococci, 3 logs for Gram negative rods and 1 log for yeasts. The MICs of MS
ranged from 0.06-0.48ug/mL for Periogard® and 0.05-0.2ug/mL for Cepacol®;
staphylococci from 0.0002344-0.0009375ug/mL for Periogard® and 0.003125-0.1ug/mL for
Cepacol®; Gram negative rods from 0.001875-0.12pg/mL for Periogard® and 0.0125-
0.2ug/mL for Cepacol® and yeasts from 0.0075-0.06ug/mL for Periogard® and 0.003125-
0.025pug/mL for Cepacol®. The staphylococci MICs ranged from 6-96ug/mL for amoxicilin,



8-64ug/mL for azitromicin and 40-1280pg/mL for trimethoprim-sulfamethoxazole; Gram
negative rods ranged from 12-768pg/mL for amoxicilin, 3-96pug/mL for azitromicin and 10-
1280pg/mL for trimethoprim-sulfamethoxazole. In vitro, the antiseptics tested were also
efficients against the microorganisms. The antimicrobial prophylactic administration for
opportunistics processes in HIV infected patient is widely used, however it is preoccupying
the emergency of microbial resistance mainly in relationship to the trimethoprim-
sulfamethoxazole. Concluding, the detection of high microbial counts in saliva and the
emergency of resistant strains are relevant informations, once these microorganisms are
potential sources of infection and therefore buccal antiseptic should be used as acessory of

mechanical hygiene.

Key words: saliva — microorganisms — antimicrobial — microbial resistance - human

immunodeficiency virus infected patients.



1. Introducio

Em 1981 o servigo de epidemiologia do CDC (Center for Diseases Control and
Prevention), Atlanta, Georgia (USA) detectava, com a colaboracdo de laboratorios
especializados, a ocorréncia de uma nova sindrome (AIDS- Acquired Imunodeficiency
Syndrome), com caracteristicas clinicas e imunoldgicas, associadas a processos
infecciosos diversos e, eventualmente uma neoplasia, denominada de angiossarcoma de
Kaposi (Lacaz 1985).

Estima-se que existam mais de quarenta milhdes de pessoas infectadas pelo HIV
(virus da imunodeficiéncia humana) em todo o mundo, de acordo com a Organizagao
Mundial de Saude (2004). No Brasil, desde o inicio da década de 80 até¢ 30/06/2004
foram notificados, pelo Ministério da Saude, 362.364 casos de AIDS. Desses 251.050
sdo do género masculino e 111.314 sdo do género feminino. Na distribuigdo dos casos
por local de residéncia, de 1980-2004, a regido Centro-Oeste totalizou 20.252 casos,
sendo que no estado de Goias, o numero de casos ¢ de 7.217, e no municipio de
Goiania, esses numeros correspondem a 2.767 casos.

A caracteristica da infeccdo pelo HIV ¢ a deplec¢ao dos linfocitos T auxiliares-
indutores que expressa o marcador fenotipico CD4 em sua superficie. As alteragdes nas
células T4 causadas pela infeccdo sdo devastadoras, pois o linfocito T4 tem um papel
critico na resposta imune humana (Jawetz et al. 2000).

A microbiota bucal inclui, dentre outros microrganismos, bactérias, que
provocam desmineralizacdo do esmalte e da superficie da raiz, portanto promovendo
lesdes cariosas. Os principais microrganismos associados as lesdes de cérie sdo:
Streptococcus mutans e Lactobacillus (Crossner 1981; Murray 1996). Os estreptococos

do grupo mutans predominam no biofilme dentdrio (placa dentaria), devido a sua



capacidade de produzir polissacarideos soluveis e insoliveis e altas concentracdes de
acidos. Sao amplamente influenciados pelo conteudo de carboidratos da dieta alimentar
e pela freqiliéncia de ingestdo. Criangas infectadas pelo HIV possuem os mesmos fatores
de suscetibilidade a carie que criangas ndo infectadas, excetuando o fator hospedeiro
(Thylstrup & Fejerskov 1995). Madigan et al. (1996) mostraram que criangcas HIV
positivas apresentavam niveis de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos mais
elevados que seus irmaos nao infectados, e que apesar desses dois grupos terem
freqliéncia de ingestdo de acucar similar, as criancas infectadas eram mais suscetiveis
aos efeitos da exposicdo freqiiente aos carboidratos que as outras.

A saliva tem func¢do importante na manutencao de um equilibrio apropriado no
ecossistema associado as superficies dos dentes. A xerostomia somada ao sistema imune
debilitado, caracteristicas dos pacientes infectados pelo HIV, resultam em altos indices
de S. mutans e conseqiientemente maior incidéncia de carie (Bretz et al. 2000).

Estafilococos sd3o membros da microbiota humana da pele, das vias respiratorias
e do trato gastrointestinal, causando algumas vezes infec¢des quase sempre associadas a
dispositivos e aparelhos implantados, sobretudo em pacientes muito jovens, idosos e
imunocomprometidos (Jawetz et al. 2000).

Senthilkimar et al. (2001) estudaram 53 homens portadores do HIV que tiveram
57 episodios de bacteremia por S. aureus. A incidéncia dessa bacteremia (por 1000
pacientes hospitalizados) foi de 13,2 entre homens HIV positivos e 0,8 entre homens
HIV negativos.

Tanner & Stillman (1993) relataram que a microbiota bucal dos pacientes HIV
negativos ¢ similar a dos HIV positivos. Entretanto, as espécies de Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus sanguis ¢ Candida albicans que usualmente ndo sao

associadas com sitios de periodontite progressiva aparecem nos sitios periodontais



comprometidos dos pacientes HIV positivos. Algumas espécies entéricas extrabucais
também foram detectadas como Enterococcus sp, Clostridium sp, Klebsiella sp,
Bacteroides fragilis e Fusobacterium sp.

As bactérias Gram negativas estdo associadas a infec¢des humanas, incluindo 30
a 35% de todos os casos de sepse, mais de 70% das infec¢des das vias urinarias e muitas
infecgdes intestinais. Alguns géneros como Salmonella e Shigella, além de Yersinia
pestis estdo sempre associadas a infec¢des, enquanto outras como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis sdo membros da microbiota indigena do
intestino e podem causar infec¢des oportunisticas (Murray et al. 2000; Kovacs et al.
1997).

Schimd-Westhausen et al. (1990) observaram a presenga de enterobactérias em
raspados bucais de 5% de pacientes HIV positivos. Apesar desses estarem colonizados
pelas bactérias Gram negativas e apresentarem candidiase hiperplasica ou eritematosa e
GUNA (gengivite ulcerativa necrosante aguda), nao foi possivel fazer uma correlagao
causal entre a presenca desses microrganismos € 0s processos mencionados.

Candida albicans ¢ o principal patogeno humano do género Candida associado
as infec¢des fungicas invasivas. E comumente encontrada em individuos sadios,
fazendo parte da microbiota autdctone. Espécies como C. tropicalis, C. parapisilosis, C.
glabrata, C. krusei e C. lusitaniae também tém sido relacionadas a infec¢des fungicas
(Pichova et al. 2001). As espécies ndo albicans sdo responsaveis por 10% das
candidemias nosocomiais e por 10% da candidiase orofaringeana que ¢ a infec¢do mais
comum na mucosa dos pacientes infectados pelo HIV (Beck-Sagué¢ & Jarwis 1993).
Segundo Penzack & Gubbins (1998), 80 a 95% desses pacientes irdo apresentar um

episodio de candidiase orofaringeana durante o curso da sua doenga e dois tercos terdo

este sinal clinico como inicio da doenga sintomatica.



Sant’ana et al. (2002) investigaram a presenca, distribuicdo, sorotipo e
suscetibilidade a antiflingicos de Candida spp isolada da boca de 130 pacientes com
AIDS de seis centros universitarios brasileiros, concluindo que os portadores estavam
infectados principalmente por C. albicans sorotipo A, a maioria suscetiveis aos agentes
antifungicos utilizados (derivados azolicos).

Silva et al. (1998) coletaram 86 amostras da mucosa oral de pacientes com AIDS
observando 59 (68,6%) amostras positivas para o género Candida; identificando 52
(88,13%) C. albicans, 4 (6,77%) C. tropicalis e 3 (5,08%) C. krusei. Foram detectadas
cepas resistentes aos derivados azolicos, sendo 25,42% ao itraconazol, 45,76% ao
cetoconazol e 66,10% ao fluconazol.

O uso de antimicrobianos ¢ freqiiente na odontologia, seja na profilaxia, evitando
a ocorréncia de um desequilibrio da microbiota quando os métodos mecanicos sao
ineficientes, ou na terapia, visando eliminar os microrganismos predominantes
relacionados com infec¢des bucais, objetivando a manutengdo do biofilme ecoldgico
existente no hospedeiro (Dajani et al.1997).

As principais classes de agentes antimicrobianos sdo: antibidticos, agentes
cationicos, enzimas, ions metalicos, halogénios, agentes fenolicos e extratos de plantas.
Os agentes catidnicos sdo em geral mais potentes, pois ligam-se imediatamente a
superficie bacteriana, carregada negativamente (Emilson 1994).

A clorexidina é um dos agentes mais estudados e o mais potente. E classificada
quimicamente como uma bis-guanidina, apresentando propriedades hidrofilicas e
hidrofébicas (Thylstrup & Fejerskov 1995). Possui largo espectro bacteriano, alta
substantividade, ¢ segura e efetiva (Corréa 1998). A clorexidina atua na desorganizacao
geral da membrana celular e inibi¢do especifica de proteinas da membrana; interfere na

incorporagdo de glicose pelos S. mutans e reduz a atividade proteolitica de



Porphyromonas gingivalis (Cury 1997). Pode ser veiculada em dentifricios, géis,
vernizes ou solugdes, entretanto, seu uso em dentifricios pode ser indevido, pois estes
geralmente contém detergentes que sdo incompativeis com a clorexidina, reduzindo sua
acdo. Na forma de solucdo, a concentracdo preferida ¢ de 0,12%, utilizadas duas vezes
ao dia (Adams et al. 1994). A clorexidina ¢ em geral mais efetiva contra estreptococos
do grupo mutans que as outras classes, menos eficaz contra leveduras e bactérias Gram
negativas (Emilson 1994).

O cloreto de cetilpiridinio ¢ um composto de amonia quaternaria amplamente
utilizado em bochechos devido a suas propriedades antimicrobianas. Sua acdo ocorre
por ligacdes cationicas muito semelhantes a que ocorre com a clorexidina. O mecanismo
de acdo estd relacionado com o aumento da permeabilidade da parede celular,
favorecendo a lise, diminuindo o metabolismo celular e a habilidade do microrganismo
em se aderir a superficie dentaria (Bonesvol et al.1978).

Segundo Gjermo (1989), a atividade antimicrobiana do cloreto de cetilpiridinio ¢
igual ou melhor que a da clorexidina, mas a sua propriedade de inibi¢cdo do biofilme
dentario ¢ inferior. Esta diferenca na atividade antibiofilme pode estar relacionada ao
fato de perder parte de suas propriedades antimicrobianas com sua adsor¢do nas
superficies. Estes agentes estao disponiveis em um veiculo alcoolico de 14 a 18%, com
um pH entre 5,5 e 6,5 e sao recomendados para o uso duas vezes ao dia.

Minquio et al. (1999) realizaram um estudo para avaliar in vitro a agado
antimicrobiana de colutdérios disponiveis no mercado nacional sobre 22 cepas
indicadoras, sendo seis cepas padrdo e 16 cepas-teste, isoladas da saliva de individuos
sadios e concluiram que os produtos a base de triclosan sdo os mais eficazes para
inibicdo da microbiota bucal, enquanto que os produtos a base de cloreto de

cetilpiridinio sdo eficazes para a inibi¢cdo de S. aureus (cepas-teste).



A terapia sistémica coadjuvante com antimicrobianos como penicilinas,
cefalosporinas, eritromicina, clindamicina, ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina,
metronidazol tem demonstrado eficiéncia na diminui¢ao de certas infeccdes bucais,
levando a uma melhoria nos pardmetros clinicos e microbioldgicos, objetivando a
supressao ou erradicagdo do biofilme patogénico (Fonseca 1984).

O uso de agentes antimicrobianos para profilaxia de doencas oportunisticas
nestes pacientes ¢ bastante difundido. Algumas das manifestagdes oportunistas mais
freqiientes sao: candidiase oral, pneumonia por P. carinii (PCP), toxoplasmose cerebral,
criptococose, histoplasmose, citomegalovirose, isosporiase e criptosporidiase. Para o
tratamento da candidiase, criptococose e histoplasmose utilizam-se agentes antifungicos
como os derivados azolicos e anfotericina B. Para prevenir e tratar a PCP e a isosporiase
administra-se o sulfametoxazol-trimetoprim. As doses profilaticas sdo baixas e por
tempo indeterminado. O uso da azitromicina esta relacionado ao tratamento e profilaxia
da toxoplasmose cerebral e pneumocistose (Andrade & Pereira 2003).

A higiene bucal inadequada bem como a existéncia de biofilmes patogénicos
pode produzir bacteremias transitorias mesmo na auséncia de procedimentos
odontologicos. A incidéncia e a magnitude das bacteremias de origem bucal sdo
diretamente proporcionais ao grau de inflamag¢do ou infecgdo em um hospedeiro
susceptivel (Pallasch 1996).

O restabelecimento da saide bucal em individuos portadores do HIV ¢ um
desafio, pois a higiene bucal deve ser realizada com motivagdo, dedicacdo e esmero.
Contudo, tais individuos estdo sujeitos a inimeras intempéries que acabam por influir
até mesmo nos habitos mais simples e de facil execugao.

O principal procedimento no tratamento das infec¢des € a remocao da causa. Em

vista disso, tém sido utilizados agentes antimicrobianos como auxiliares importantes na



terapéutica das infecgdes, criando condi¢des para que o hospedeiro possa eliminar os
agentes causais de maneira mais rapida e eficaz.

Tendo em vista a falta de dados sobre a microbiota bucal de adultos portadores
do HIV e objetivando diminuir o risco de cérie, doenga periodontal e outras infec¢des
bucais que esses individuos possuem, este estudo utiliza testes microbiologicos in vivo e
in vitro com o intuito de caracterizar a microbiota bucal e observar o efeito de
substancias antimicrobianas mais comumente utilizadas no consultério odontologico,

para entdo atuar com conhecimento frente as manifestagcdes bucais apresentadas.



2. Objetivos
Geral

Contar, isolar, identificar e determinar o perfil de suscetibilidade de
microrganismos isolados da saliva de adultos portadores do virus da imunodeficiéncia

humana antes e ap6s o bochecho com anti-sépticos.

Especificos

2.1 - Isolar e identificar estreptococos do grupo mutans, estafilococos, bastonetes Gram
negativos e leveduras da saliva dos portadores do HIV;

2.2 - Verificar as unidades formadoras de colonias (ufc/mL de estreptococos do grupo
mutans, estafilococos, bastonetes Gram negativos e leveduras antes e apos bochecho
com Periogard® e Cepacol®.

2.3 - Determinar in vivo a eficicia do Periogard® e Cepacol® na redugdo da microbiota
bucal dos portadores do HIV.

2.4 - Determinar a suscetibilidade in vitro dos microrganismos isolados da saliva de
adultos portadores do HIV a dois anti-sépticos bucais (Periogard® Cepacol®) por meio
da concentragdo inibitoria minima (CIM).

2.5 - Determinar a suscetibilidade in vifro dos estafilococos e bastonetes Gram
negativos isolados da saliva de adultos portadores do HIV a trés antimicrobianos:
amoxicilina, azitromicina e sulfametoxazol-trimetoprim por meio da determinagdo da

concentragdo inibitéria minima (CIM).



3. Material e Método

3.1 - Selecido dos pacientes

Foram estudados cinquenta e seis (56) individuos portadores do HIV, atendidos
no Consultério Odontolégico do Hospital de Doencgas Tropicais (HDT)- Anuar Auad em
Goiania, Goias, no periodo de agosto a dezembro de 2003. O projeto foi aprovado pelo
comité de ética do HDT (Anexo A) e os pacientes orientados sobre a pesquisa assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido, conforme Anexo B.

Todos os pacientes convidados aceitaram participar do estudo. Antes da coleta
foi preenchida uma ficha de Anamnese pela pesquisadora. A ficha foi proposta pela
mesma e se encontra no Anexo C. As caracteristicas dos individuos estudados serdo
abordadas nos resultados.

Foram coletadas, em tubos esterilizados, duas amostras de saliva ndo estimulada
(2,0mL) de cada paciente. A primeira coleta de saliva foi realizada antes de qualquer
intervencdo do profissional. A segunda foi realizada apds instru¢des de higiene bucal,
realizacdo de escovacdo supervisionada, uso de fio dental e bochecho por um minuto
com Periogard” ou Cepacol® por serem os anti-sépticos mais utilizados na odontologia.

As coletas foram realizadas no periodo da manha, entre 10:00 e 12:00horas. As
amostras foram transportadas em caixa de isopor sem gelo, com prazo maximo de trinta
minutos, para o Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Satde
Publica, limitando o tempo decorrido do inicio ao final dos procedimentos para a
semeadura ao maximo de duas horas e meia.

3.2 - Isolamento dos estreptococos do grupo mutans

Amostras de saliva (2,0mL) ndo estimulada foram coletadas, homogeneizadas e
apos a diluicao decimal seriada, semeadas de acordo com Westergren & Krasse (1978)

em placas de Petri contendo agar SB20 (Davey & Rogers 1984; Torres 1991). As placas
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foram incubadas em microaerofilia em jarra de anaerobiose durante 72 horas a 37°C. A
identificacio e a contagem das col6nias com caracteristicas dos estreptococos
pertencentes ao grupo mutans foram realizadas sob luz refletida com o auxilio de um
microscopio estereoscopio. As coldnias com caracteristicas tipicas de SGM tais como:
colonias convexas, opacas e com aparéncia de vidro esmerilhado, foram contadas e
repicadas em caldo tioglicolato de sddio e incubadas a 37°C por 24 horas para a
identificacao bioquimica.

As provas bioquimicas para identificacdo das cepas de SGM foram: fermentagao
do manitol, sorbitol, rafinose, melibiose e lactose, resisténcia a bacitracina, producdo de
peroxido de hidrogénio, esculina e arginina (Ito, Albuquerque & Alonso-Verri 1993).

3.3 - Isolamento de estafilococos

As amostras de saliva foram semeadas também em placas de Petri contendo agar
manitol e incubadas em microaerofilia a 37°C por 48 horas para isolamento de
estafilococos. A identifica¢do e a contagem das coldnias caracteristicas foram realizadas
sob luz refletida com o auxilio de um microscopio estereoscopio e confirmagdo pelas
caracteristicas microscopicas apds a coloragdo de Gram. Posteriormente foram
realizadas outras provas bioquimicas como:

a) Producao de catalase

As colonias caracteristicas de estafilococos foram submetidas ao teste da catalase
em lamina. Células retiradas do centro da colonia foram colocadas na superficie de uma
lamina de vidro, adicionando-se em seguida 1 gota de peroxido de hidrogénio. A reagdo
positiva de catalase se observou pelo rapido aparecimento e producdo sustentada de
bolhas de gas ou efervescéncia (Koneman et al. 2001).

b) Producdo de coagulase
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A produgdo de coagulase pelas cepas foi verificada através da leitura de dois
testes: coagulase aderida e coagulase livre.

Para a verificacdo da coagulase aderida, foi utilizado o método em lamina, onde
uma gota de plasma citratado de coelho foi misturada com uma suspensdo homogénea
densa em uma gota de salina esterilizada sobre uma lamina histologica. As leituras da
aglutinase (coagulase aderida) foram realizadas pela observagdo de aglutinagdao em 1-3
minutos.

Para a verificacdo da coagulase livre foi utilizado o método em tubo. As cepas
foram repicadas em é4gar infusdo de cérebro e coragdao (BHI) e incubadas a 37°C por 24
horas. Um pequeno in6culo da colonia foi emulsionado com alca de platina em 0,5 mL
de plasma de coelho citratado, diluido a 1:5 em salina esterilizada. Os tubos foram
incubados a 37°C e as leituras realizadas apds 2, 8 e 24 horas. As provas foram
consideradas positivas quando da formagao de coagulo no tubo e em lamina (Koneman
etal. 2001).

¢) Produgdo de Penicilinase

Este teste foi realizado de acordo com a técnica proposta por Haight & Finland
(1952). A produgdo de penicilinase foi observada em placas de Petri contendo agar BHI
suplementado com 0,003U/mL de penicilina. A este preparado foi adicionado 2% de um
caldo de cultura pura de 24 horas de Micrococcus luteus. Os isolados a serem testados
foram inoculados na superficie do dgar com o auxilio do replicador de Steers, e as
placas incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, o teste foi considerado
positivo quando se observou ao redor da colénia produtora de penicilinase a formagao
de um halo de crescimento de Micrococcus luteus. Esse microrganismo funciona como
marcador bioldgico, uma vez que esse ¢ inibido por concentragdes minimas do

antibiotico.
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d) Prova da sensibilidade a oxacilina

Este teste foi realizado em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton
suplementado com 4% de NaCl e 6 pug de oxacilina por mL, no intuito de detectar cepas
de estafilococos resistentes a meticilina (MRS). Os estafilococos foram repicados em
caldo BHI e incubados a 37°C por 24 horas. Apos esse periodo, foram inoculados nas
placas com o auxilio do replicador de Steers e incubados a 37°C com realizagdo da
leitura apds 24 e 48 horas (Steers et al. 1959).

O crescimento de uma coldnia foi indicativo de resisténcia a meticilina e a prova
considerada positiva (Chambers 1997).

3.4 -Isolamento bastonetes Gram negativos fermentadores (enterobactérias)

Para o isolamento de enterobactérias, aliquotas de saliva foram semeadas em
placas de Petri contendo 4gar MacConkey e incubadas a 37°C por 24 horas. As colonias
desenvolvidas foram observadas quanto as caracteristicas macroscopicas e fermentagao
da lactose. As demais provas bioquimicas realizadas foram: uso do 4gar triplice agucar
ferro (TAF), produgdo de gés, producdo de sulfeto de hidrogénio, utilizacdo do citrato,
producdo de uréase, producao de fenilalanina desaminase, prova do vermelho de metila,
produgdo de indol, motilidade, fermentacdo da glicose, lactose, sacarose € manitol
(Koneman et al. 2001).

3.5 — Isolamento de bastonetes Gram negativos nio fermentadores

Para o isolamento de bastonetes Gram negativos ndo fermentadores, aliquotas de
saliva foram semeadas em placas de Petri contendo 4gar MacConkey e incubadas a 37°C
por 24 horas. As colonias desenvolvidas foram observadas também quanto as
caracteristicas macroscopicas em agar eosina-azul-de-metileno. As provas bioquimicas

realizadas foram: oxidase, motilidade, hemolise em agar sangue de carneiro, utilizagao
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de aminodcidos (ornitina, lisina e arginina), produ¢do de indol, utilizacdo do citrato e
crescimento a 42°C em caldo BHI (Koneman et al. 2001)

3.6 - Isolamento de leveduras

Para o isolamento de leveduras, amostras de saliva foram cultivadas em agar
Sabouraud dextrose, incubadas a temperatura ambiente. As colonias foram submetidas a
testes de identificagdo classicos como formagdo de tubo germinativo, producdo de
clamidoconidio e assimilagdo de hidratos de carbono com os seguintes agucares:
glicose, maltose, galactose, lactose, sacarose, rafinose, celobiose, xilose e trealose
(Kurtzman et al. 1998).

3.7- Determinacao in vitro da suscetibilidade dos estreptococos do grupo
mutans, estafilococos, bastonetes Gram negativos e leveduras a dois anti-sépticos
bucais.

Os microrganismos isolados também foram submetidos ao teste de
suscetibilidade in vifro aos anti-sépticos: Periogard® (Colgate-Palmolive Ltda, Sdo
Paulo) com gluconato de clorexidina a 0,12% e Cepacol® (Merrel Lepetit Farmacéutica
e Industrial Ltda, Sdo Paulo) contendo 0,5mg de cloreto de cetilpiridinio. A
determinagdo da concentrag@o inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo método de
diluicdo em dagar, recomendado pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards — NCCLS (2004), em virtude das condigdes técnicas, considerando que para
leveduras o teste padrdo ouro ¢ o de microdiluigdo em caldo padronizado pelo
documento M27-A2 (NCCLS 2002).

Os resultados da suscetibilidade dos microrganismos aos anti-sépticos estao
expressos em fungdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) em pg/mL, calculada em
fun¢do da concentragdo do principio ativo descrito no rétulo da forma farmacéutica do

produto comercial. Foram preparadas diferentes dilui¢des seriadas dos anti-sépticos € o
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Periogard® foi avaliado nas concentragdes que variaram de 0,06 a 0,48ug/mL para
estreptococos do grupo mutans (EGM), de 0,00023344 a 0,0009375pg/mL para
estafilococos, de 0,001875 a 0,12ug/mL para bastonetes Gram negativos (BGN) e de
0,0075 a 0,06ug/mL para leveduras. O Cepacol® foi avaliado nas concentragdes que
variaram de 0,05 a 0,2pg/mL para EGM, de 0,003125 a 0,1ug/mL para estafilococos,
de 0,0125 a 0,2pg/mL  para BGN e de 0,003125 a 0,025pg/mL para leveduras. Foi
considerada a CIM a maior diluicdlo em que nao se observou desenvolvimento
microbiano.

3.8- Determinacio in vitro da suscetibilidade dos estafilococos e bastonetes
Gram negativos a trés antimicrobianos

Os estafilococos e bastonetes Gram negativos isolados também foram

submetidos ao teste de suscetibilidade a trés antimicrobianos: amoxicilina, azitromicina
e sulfametozaxol-trimetoprim. A determinacdo da concentracdo inibitdria minima
(CIM) foi realizada pelo método de diluicdo em agar, recomendado pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS (2004).

Foram preparadas diferentes dilui¢cdes seriadas dos antimicrobianos a partir da
concentragdo da droga no soro (ponto critico). Para a amoxicilina o ponto critico ¢ de

6ug/mL, a azitromicina de 8ug/mL e para o sulfametoxazol-trimetoprim ¢ de 40pg/mL.



4. Resultados

Os resultados estdo apresentados na forma de trés artigos cientificos.

15
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4.1 Artigos Cientificos

4.1.1 — Contagem e identificagdo de microrganismos na saliva de portadores

do virus da imunodeficiéncia humana antes e apds o bochecho com anti-sépticos

Artigo sera submetido ao periddico Revista de Patologia Tropical.
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Resumo

Infeccdes da mucosa bucal estdo provavelmente relacionadas com a
soropositividade para o HIV, bem como alteragdes no numero e nas espécies
microbianas. Objetivou-se identificar e quantificar os microrganismos na saliva de 56
adultos portadores do HIV antes e apds o bochecho com os anti-sépticos Periogard® e
Cepacol® e determinar CIM dos isolados para estes. Foram coletadas duas amostras de
saliva ndo estimulada de cada paciente. A primeira coleta foi realizada antes de qualquer
intervengdo e, a segunda, apds instrugdes e praticas de higiene bucal e bochecho com
Periogard” ou Cepacol®. A determinagdo da CIM foi realizada pelo método de diluigdo
em agar. Foram isolados 54 leveduras, 43 BGN, 42 estafilococos ¢ 29 EGM. As
contagens microbianas antes ¢ apos o bochecho sofreram uma redugdo significante para
ambos anti-sépticos, considerando o Periogard® a redugéo foi de 5 logs para EGM; para

estafilococos € BGN a redugio foi de 4 logs e para as leveduras de 2 logs. O Cepacol®
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promoveu uma redugdo de 5 logs para EGM, 4 logs para os estafilococos, 3 logs para
BGN e um log para as leveduras. A CIM para os EGM variou de 0,06-0,48ug/mL para o
Periogard®; 0,05-0,2ug/mL para o Cepacol®; estafilococos de 0,0002344-
0,0009375ug/mL para o Periogard™; 0,003125-0,1pg/mL para o Cepacol®™; bastonetes
Gram negativos de 0,001875-0,12ug/mL para o Periogard®; 0,0125-0,2ug/mL para o
Cepacol® e leveduras de 0,0075-0,06ug/mL para o Periogard® e de 0,003125-
0,025ug/mL para o Cepacol®. Os individuos portadores do HIV apresentaram uma
prevaléncia na saliva de C. albicans. E preocupante a presenga de estafilococos e
enterobactérias na saliva destes pacientes imunodeprimidos, uma vez que sdo patdégenos
virulentos, com capacidade de disseminagdo. O uso de anti-sépticos associados a uma
higienizacdo supervisionada reduz significativamente a carga microbiana destes
individuos, devendo ser empregado.

Descritores: microrganismos, saliva, anti-sépticos, portadores do HIV.

Introducio

Desde a descricao do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o numero de
individuos infectados continua aumentando de forma preocupante. As infecgdes
oportunisticas nesses hospedeiros tém se tornado um sério problema (Pfaller et al.
1998). As infecgdes bucais ocorrem como os primeiros sinais de manifestacao pelo HIV
ou até¢ mesmo da AIDS (Brasil 1996), e normalmente essas infec¢des sdo causadas por
membros da propria microbiota do hospedeiro. A microbiota bucal de individuos
imunocompetentes ¢ diferente da microbiota de pacientes HIV positivos observando-se
alteragdes no numero e nas espécies microbianas (Coleman et al. 1993). A
persisténcia ou recorréncia de infecgdes na boca pode refletir resisténcia a terapéutica ou

progressao de doenga generalizada (Magalhaes 1996).
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A carie dentaria ¢ a doenga infecciosa bucal mais comum que acomete o
homem. Os principais agentes causais sdo os estreptococos do grupo mutans dos quais
Streptococcus mutans e S. sobrinus sdo os agentes microbianos mais importantes na
etiologia da cérie dentdria devido a sua capacidade de aderéncia e colonizacdo dos
dentes. Pessoas infectadas pelo HIV apresentam o sistema imunologico suprimido e
xerostomia, fatores estes que aumentam consideravelmente o risco a carie (Madigan et
al. 1996).

Staphylococcus aureus é uma causa comum de infecgdes em pacientes
infectados pelo HIV. Senthilkumar et al. (2001) estudaram 53 homens do sexo
masculino que apresentaram 57 episodios de bacteremia por S. aureus. A incidéncia por
1000 pacientes hospitalizados foi de 13,2 entre os HIV positivos e 0,8 entre HIV
negativos.

Tanner & Stillman (1993) relataram que algumas espécies entéricas extra bucais
estavam associadas com sitios de periodontite progressiva em pacientes HIV positivos
(Enterococcus sp, Clostridium sp, Klebsiella sp, Fusobacterium sp). Schimd-
Westhausen et al. (1990) detectaram a presenca de enterobactérias em raspados bucais
de 5% dos pacientes HIV positivos. Manfredi et al. (2001), em um estudo retrospectivo
com dados clinicos e laboratoriais de 2517 pacientes HIV positivos hospitalizados,
observaram episodios de infecgdes por Enterobacter spp apresentando uma elevada
viruléncia, complicando o curso da doenga.

Candida albicans ¢ um microrganismo oportunista que infecta primariamente
0 hospedeiro imunocomprometido. Espécies de Candida sdao os principais agentes de
infecgdes fingicas nosocomiais, sendo a C. albicans a espécie mais comumente isolada
(Fridkin et al.1996). Em recentes estudos tém sido descritas mudangas na populacdo de

Candida na microbiota em pacientes infectados pelo HIV, como a emergéncia de C. ndo
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albicans (Nguyen et al. 1996). Estas mudancas tém sido particularmente associadas com
o uso de agentes antifungicos como o fluconazol (Ghannoum & Rice 1999).

A candidiase bucal ¢ uma das mais importantes infeccdes oportunisticas e
acomete mais de 90% dos pacientes infectados pelo HIV (Korting et al. 1999). Uma

outra complicacdo importante nesses pacientes ¢ o comprometimento dos tecidos

periodontais (Yeung 2000).

O desenvolvimento dessa gengivite estd diretamente relacionado com o actimulo de
biofilme dentario (placa bacteriana) e alteragdo da imunidade celular (Nittayananta et al.
2001).

De acordo com Holmstrup & Westergaard (1998) e Lamster et al. (1998), a
doenca periodontal se apresenta de trés formas principais nos pacientes HIV: eritema
gengival linear (EGL), gengivite ulcerativa necrosante (GUN) e periodontite ulcerativa
necrosante (PUN). Pacientes com EGL albergavam bactérias normalmente associadas a
gengivite convencional, além da associagdo com Candida. Na microbiota associada a
GUN encontram-se Borrelia sp e cocos Gram positivos. A periodontite ulcerativa
necrosante (PUN) ¢ caracterizada por uma rapida e severa perda do tecido periodontal
(Holmstrup & Westergaard 1998). Individuos com essa periodontite geralmente
apresentam os mesmos periodontopatogenos associados com a periodontite nos nao
infectados; embora tenham um aumento de espécies entéricas e Candida sp.

Os recursos mecanicos como escovagao ¢ uso do fio dental devem ser utilizados
diariamente, porém muitas vezes ndo sdo executados adequadamente. Desse modo,
diversas substancias t€ém sido utilizadas para o controle quimico do biofilme dentério,

como adjuvantes aos procedimentos mecanicos (Devore 1994).
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A clorexidina, principio ativo do Periogard”, tem se mostrado eficiente no controle
quimico do biofilme dentirio. E uma bisguanidina catidnica com atividade
antimicrobiana sobre bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras, reduzindo a
formagdo do biofilme (Ouhayoun 2003). O cloreto de cetilpiridinio presente no
Cepacol® causa danos & membrana celular bacteriana, levando a uma perda da
organizagdo estrutural (Sreenivasan et al. 2002).

Em face do exposto este trabalho objetivou isolar, quantificar e identificar os

microrganismos na saliva de adultos portadores do HIV antes e apds bochecho com os

anti-sépticos Periogard” e Cepacol®, bem como determinar a concentra¢do inibitdria
minima de ambos. A escolha desses anti-sépticos deve-se ao fato de serem agentes

indicados e utilizados na pratica Odontologica (Anderson, Calder & Thomas 2000).

Material e Métodos

Foram estudados cinqiienta e seis (56) individuos portadores do HIV, atendidos
no consultorio odontolégico do Hospital de Doencas Tropicais (HDT) Anuar Auad em
Goiania, Goias, no periodo de agosto a dezembro de 2003. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica (HDT) e os pacientes orientados sobre a pesquisa e, aqueles que

concordaram em participar, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
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Foram coletadas, em tubos esterilizados, duas amostras de saliva ndo estimulada
(2,0 mL) de cada paciente. A primeira coleta de saliva foi realizada antes de qualquer
intervencdo do profissional. A segunda foi realizada apos instru¢des de higiene bucal,
realizacdo de escovacdo supervisionada, uso de fio dental e bochecho por um minuto
com Periogard® ou Cepacol®.

As amostras foram transportadas em caixas de isopor sem gelo para o
Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica. A

saliva foi homogeneizada, em vortex, por um minuto e submetida a uma diluicdo

decimal seriada em tampao fosfato de sodio (PBS) e S0UL semeados, pela técnica de
gota (Westergren & Krasse 1978) em agar SB20 (Davey & Rogers 1984; Torres 1991);
para isolamento de EGM; em agar manitol (estafilococos); agar MacConkey (bastonetes
Gram negativos) e dgar Sabouraud para a deteccdo de leveduras (Koneman et al. 2001).

A caracterizagdo macroscopica e contagem das unidades formadoras de colonias
(ufc) foram realizadas sob luz refletida com o auxilio de um microscopio
estereoscopico. Posteriormente foram realizadas provas bioquimicas para identificagao
das espécies isoladas (Koneman et al. 2001).

Os microrganismos isolados também foram submetidos ao teste de
suscetibilidade in vitro ao Periogard® (Colgate-Palmolive Ltda, Sdo Paulo) com
gluconato de clorexidina a 0,12% e ao Cepacol® (Merrel Lepetit Farmacéutica e
Industrial Ltda, Sao Paulo) contendo 0,5mg de cloreto de cetilpiridinio. A determinacdo
da concentragdo inibitoria minima (CIM) foi realizada pelo método de diluicdo em agar,
recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS
(2004). Foram preparadas diferentes diluigdes seriadas dos anti-sépticos € o Periogard®

foi avaliado nas concentracdes que variaram de 0,06 a 0,48ug/mL para estreptococos do



27

grupo mutans (EGM), de 0,00023344 a 0,0009375ug/mL para estafilococos, de
0,001875 a 0,12pg/mL para bastonetes Gram negativos (BGN) e de 0,0075 a 0,06pug/mL
para leveduras. O Cepacol® foi avaliado nas concentragdes que variaram de 0,05 a
0,2pug/mL para EGM, de 0,003125 a 0,1pg/mL para estafilococos, de 0,0125 a
0,2png/mL para BGN e de 0,003125 a 0,025pg/mL para leveduras.
Resultados

Os cinqiienta e seis adultos apresentavam idades entre 19 a 57 (37,3 +/- 8,2)
anos, sendo 17 género feminino (30,4%) e 39 (69,6%) masculino; 49 (87,5%) estavam
fazendo acompanhamento ambulatorial com médicos infectologistas do HDT e sete
(12,5%) pacientes do leito dia e apresentavam doenca oportunistica. Trinta e um
(55,4%) nao estavam usando medicamentos e 25 (44,6%) estavam fazendo terapia com
anti-retrovirais e utilizando algum antimicrobiano. Os antimicrobianos mais usados
eram: amoxicilina, azitromicina e sulfametoxazol + trimetoprim O tempo de diagnostico
da doenga variou de 2 meses a 14 anos (média de 4 anos e 3 meses).

Foram isolados 168 microrganismos da saliva dos 56 adultos portadores do HIV.
Esses isolados foram identificados, sendo 54 leveduras (42 Candida albicans, 10 C.
parapsilosis e 2 C. glabrata), 43 bastonetes Gram negativos (34 Enterobacter cloacae ¢
9 Pseudomonas aeruginosa); 42 estafilococos (34 Staphylococcus aureus, 8
estafilococos coagulase negativos); 29 Estreptococos do grupo mutans (21
Streptococcus mutans e 8 Streptococcus sobrinus).

Foi observada uma reducdo significativa dos microrganismos no pés-bochecho.
Os EGM foram os mais suscetiveis a ambos anti-sépticos, ndo sendo detectados apo6s o

bochecho. Os estafilococos e BGN apresentaram altas médias de contagens na ordem de
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10° ufc antes de qualquer procedimento de higienizagdo e bochecho, porém no pos
bochecho, a contagem foi reduzida para 10'.

A tabela 1 apresenta a distribuicdo dos microrganismos isolados, bem como as
médias das contagens realizadas antes e ap6s o bochecho com anti-sépticos.

Com relacdo ao perfil de suscetibilidade dos isolados aos anti-sépticos, a
concentragdo de clorexidina presente em 1mL de Periogard® (0,06ug) foi capaz de inibir
as leveduras e estafilococos. O Cepacol® inibiu as leveduras, a maioria dos estafilococos
e 63,7% dos BGN quando a sua concentragao foi multiplicada em quatro vezes.

A tabela 2 apresenta o perfil de suscetibilidade dos microrganismos isolados

frente aos anti-sépticos mostrando a faixa de atividade antimicrobiana para cada isolado.

Discussiao

A manutengdo ou o restabelecimento da satide bucal em individuos portadores
do HIV ¢ um desafio, pois a higiene bucal deve ser feita com motivagdo e esmero.
Assim, o controle quimico, visando evitar o desequilibrio da microbiota seria
coadjuvante ao procedimento mecanico, considerando as dificuldades de manter os
individuos motivados para uma limpeza adequada dos dentes (Cury 1997).

As infec¢Oes oportunisticas sdo relevantes nos pacientes HIV positivos. Nos
individuos com AIDS e candidiase orofaringeana, a C. albicans ¢ seguida em freqiiéncia
por C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e outras espécies ndo albicans
(Hazen 1995, Coleman et al. 1998). Em pacientes infectados pelo HIV as espécies nao
albicans tem sido isoladas de 15 a 20 % dos pacientes e t€ém sido representadas em
maior numero por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata (Barchiesi et

al.1993; Milan et al. 1998). Nesse trabalho, observou-se 22,2% de espécies nado
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albicans, representado principalmente pela C. parapsilosis, o que difere dos dois
estudos relatados.

Neste estudo observou-se a presenca de enterobactérias representadas por
Enterobacter cloacae em 34 (60,71%) dos individuos infectados pelo HIV. Um achado
preocupante € a deteccdo de Pseudomonas aeruginosa em 9 individuos, pelo fato de se
tratar de um microrganismo virulento que carrega genes de resisténcia antimicrobiana,
associado a iniimeras infecg¢des, inclusive hospitalares podendo ocasionar grave risco a
saude dos portadores, sobretudo dos imunodeprimidos. Tsang et al. (2000)
determinaram o perfil de coliformes e leveduras isolados da boca de 32 pacientes
infectados por HIV em Hong Kong. Enterobacter cloacae e C. albicans foram os mais
comumente isolados, mostrando indices de 28,8% e 54,8% , respectivamente.

Infecgdes por bactérias ndo oportunistas s3o uma importante causa de morbidade
e mortalidade para adultos e criancas infectados pelo HIV. Dentre os patogenos
encontrados com mais freqiiéncia estd S. aureus, comumente associado ao uso de
cateteres vasculares, uso de antibidticos ¢ outros fatores de risco como a
imunodepressdo (Kovacs et al. 1997). Nesse estudo detectou-se a presenca de (42)
75,0% de isolados de estafilococos na saliva, sendo 34 S. aureus ¢ 8 ECN.

Estudos tém mostrado que a cdarie estd associada a um aumento das proporgdes
de bactérias aciduricas e acidogénicas, especialmente os estreptococos do grupo mutans
e Lactobacillus (Marsh 1999). Nos individuos estudados os EGM foram isolados em
apenas 29 pacientes. Isto se deve a baixa freqiiéncia de cérie observada nestes pacientes
em consequéncia do acompanhamento e tratamento odontologico realizado no
Consultoério do HDT.

O Periogard® e o Cepacol® mostraram-se eficientes agentes anti-sépticos,

reduzindo a carga microbiana no pos bochecho, principalmente a dos estreptococos do
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grupo mutans. Jenkins et al. (1994) compararam trés anti-sépticos utilizados na higiene
bucal para inibir a formag@o do biofilme dentario e observaram uma maior efetividade
dos bochechos contendo clorexidina e cloreto de cetilpiridinio que com triclosan.

Pimenta (2001) em um estudo sobre a prevaléncia de EGM da saliva de 136
membros de sete familias verificou que os anti-sépticos testados (Plax®, Cepacol® e
Periogard®) foram efetivos contra SGM nas concentragdes encontradas nas formulagdes
comercialmente disponiveis (0,937 a 15,0ug/mL para o Periogard®, 1,56 a 6,25ug/mL
para o Cepacol® e de 1,87 a 7,5ug/mL para o Plax ®). Os valores de CIM encontrados
no trabalho citado diferem dos valores apresentados neste estudo. Na analise da ficha de
anamnese, 46 (82,1%) dos pacientes relataram a ndo utilizagdo de qualquer
enxaguatorio bucal, fato que poderia explicar a baixa resisténcia das cepas frente aos
anti-sépticos.

A clorexidina apresentou uma melhor atividade contra os bastonetes Gram
negativos quando comparada ao cloreto de cetilpiridinio (Tabela 2). A faixa de atividade
variou de 0,01875 a 0,12 pg/mL para inibi¢do de todos os bastonetes Gram negativos. O
Cepacol® néo foi capaz de inibir todos os BGN, mesmo quadruplicando a concentra¢io
da substancia contida em ImL da apresentagdo comercial.

Nas contagens de ufc/mL no pos-bochecho, tanto o Periogard® quanto o
Cepacol® mostraram resultados significantes. In vitro, os dois anti-sépticos utilizados
foram eficazes na reducdo da microbiota da saliva, com uma atividade menor do
Cepacol® frente aos bastonetes Gram negativos.

E importante considerar ao avaliar a suscetibilidade de microrganismos bucais
que a maioria destes se encontram consorciados em biofilme e, portanto, muito mais
resistentes aos antimicrobianos. Contudo, os métodos utilizados para determinar a

suscetibilidade se baseiam na CIM de culturas na forma planctonica. Desta forma, a
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CIM ¢ apenas um indicativo do perfil de suscetibilidade destes microrganismos no
biofilme (Pratten, Barnett & Wilson 1998).

Conclusio

Os individuos portadores do HIV apresentaram uma prevaléncia na saliva de C.
albicans, apesar da emergéncia de cepas ndo albicans. E preocupante a presenga de
microrganismos como os estafilococos e enterobactérias na saliva destes pacientes
imunodeprimidos, uma vez que sao patdogenos virulentos, com capacidade de
disseminag¢do, associados a casos de infeccdes graves com alta morbidade. Os dois anti-
sépticos testados sdo eficazes contra os microrganismos bucais isolados nas
concentragdes encontradas nas formulagdes comercialmente disponiveis. Assim, a
maneira ideal de proporcionar boa higiene bucal é por meio de profilaxia mecanica,
envolvendo escovacdo e uso de fio dental, e em vista das condigdes microbiologicas
(alteragdes do niimero e espécies microbianas) apresentadas faz-se necessario o uso de

substancias quimicas complementares como os anti-sépticos utilizados nesse trabalho.

Abstract

Buccal manifestations seem to be related with the soropositive for HIV, as well
as alterations in the number and in the microbial species. It was aimed to identify and to
quantify the microorganisms before and after the mouthwashes with antiseptic and to
determine MICs of the isolated ones for Periogard® and Cepacol®. Two samples of
saliva not stimulated of each patient one were collected. The first collection was
accomplished before any intervention and the second were after instructions and
practices of buccal hygiene and mouthwash with Periogard® or Cepacol®. The
determination of MICs was accomplished by the dilution method in &gar. It was isolated

54 yeasts; 43 gram negative rods; 42 staphylococci and 29 mutans streptococci (MS).
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The counts before and after mouthwash for Periogard® resulted in a reduction of 5 logs
for MS, of 4 logs for staphylococci and Gram negative rods and of 2 logs for yeasts;
Cepacol® resulted in a reduction of 5 logs for MS, 4 logs for staphylococci, 3 logs for
Gram negative rods and 1 log for yeasts. The MICs of MS ranged from 0.06-0.48pug/mL
for Periogard®; 0.05-0.2ug/mL for Cepacol®; staphylococci from 0.0002344-
0.0009375ug/mL for Periogard®™; 0.003125-0.1ug/mL for Cepacol®; Gram negative rods
from 0.001875-0.12pg/mL for Periogard®; 0.0125-0.2ug/mL for Cepacol® and yeasts
from 0.0075-0.06ug/mL for Periogard®; 0.003125-0.025ug/mL for Cepacol®. C.
Albicans was the main isolated in saliva of HIV infected patients. The presence of
staphylococci and enterobacteriacea in the saliva have been reported as potencial
opportunistic pathogens. The use of antiseptic associated a supervised higyene reduces
these microbial load significantly.
Key words: microorganisms, saliva, human immunodeficiency virus, antiseptic.
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Tabela 1: Média da contagem das colonias (ufc/mL) na saliva de 56 portadores do HIV

antes e ap6s o uso de Periogard® e Cepacol®.

Microrganismo PERIOGARD® CEPACOL®
Contagens — ufc/mL (média) Contagens — ufc/mL (média)
ANTES DEPOIS ANTES DEPOIS
EGM 9,0x10° 0,0 20,0x10° 0,0
ESTAFILOCOCOS 7,0x 103 1,3x10! 11,7x10° 4,6x10"
BGN 57x10° 3,9x10" 42x10° 1,1x10?
LEVEDURAS 2,3x10° 6,8x10" 35x10? 3,4x10"

Legenda: ufc — unidades formadoras de colonias, EGM — estreptococos do grupo mutans,

BGN - bastonetes Gram negativos

Tabela 2: Variacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos microrganismos

isolados da saliva de 56 portadores do HIV frente ao Periogard® e Cepacol® .

Microrganismos n PERIOGARD® CEPACOL®

(0,06 ng/mLCHX - (0,05 pg/mLCCP -

ponto critico) ponto critico)
EGM 29  0,06-0,48 0,05-0,2
ESTAFILOCOCOS 42 0,0002344-0,0009375 0,003125-0,1
BGN 43 0,001875-0,12 0,0125 - 0,2%*
LEVEDURAS 54 0,0075 -0,06 0,003125-0,025

Legenda: EGM - estreptococos do grupo mutans, BGN — bastonetes Gram negativos, ¥*63,7%

das cepas foram inibidas, CHX- clorexidina, CCP — cloreto de cetilpiridinio.
4.1.2 Efeito do uso de anti-sépticos na reducdo de leveduras na saliva de adultos

portadores do HIV

Artigo a ser submetido a revista Panamericana de Salud Publica.
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Efeito do uso de anti-sépticos na reducio de leveduras na saliva de portadores do

virus da imunodeficiéncia humana

Cristyane Gongalves Benicio Bastos Rocha*, Cledmenes Reis**, Maria do Rosario
Rodrigues Silva**, Karla Carvalho Miranda *, Fabiana Cristina Pimenta**
Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica/Universidade Federal de Goiés

Rua Delenda Rezende Melo, S/N CEP74605-050 Goiania, Goias, Brasil

Resumo

Candida albicans ¢ membro da microbiota autdctone humana de pele e mucosas
e esta associada a infecgdes fungicas invasivas, sendo o principal agente da candidiase
bucal em aproximadamente 90% dos pacientes infectados pelo HIV. O objetivo deste
estudo foi verificar a acdo de anti-sépticos bucais na quantidade de leveduras obtidas da
saliva de 56 individuos infectados pelo HIV, atendidos no HDT, Goidnia-Goids. Foram
coletadas em duas ocasides amostras de saliva ndo estimulada de cada paciente. A
primeira coleta foi realizada antes de qualquer intervencao e a segunda apos instrugdes e
praticas de higiene bucal e bochecho com Periogard® ou Cepacol®. Aliquotas de 50uL
de cada suspensdo de saliva foram semeadas em &gar Sabouraud e incubadas a
temperatura ambiente por 48 horas. Apds o periodo de incubagdo, as leveduras foram
identificadas através de testes bioquimicos. Leveduras do género Candida foram
isoladas de 54 (96,4%) individuos e as contagens variaram de 40 a 1080 ufc/mL de
saliva e a identificacdo destas leveduras mostrou Candida albicans (77,8%) como a
mais comum, seguida da Candida parapsilosis (18,5%) e Candida glabrata (3,7%). A

1®

suscetibilidade dos isolados ao Periogard® e Cepacol® foi determinada pelo método de

diluicdo em agar. As leveduras mostraram-se sensiveis aos dois anti-sépticos. A
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concentracdo inibitoria minima (CIM) variou de 0,00375 a 0,06pg/mL para o
Periogard® e de 0,003125 a 0,025ug/mL para o Cepacol® , mostrando que houve
atividade positiva das duas substancias utilzadas.

Palavras-chave: leveduras, saliva, anti-sépticos, portadores do HIV

Parte do trabalho de dissertacdo de Mestrado realizado no HDT/ IPTSP/UFG — Departamento
de Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e Patologia.

* Mestrandas em Microbiologia, Programa de Mestrado em Medicina Tropical

** Professores Doutores do DMIPP/IPTSP/UFG.

Introducao

O namero de infec¢des fungicas tem aumentado nos Ultimos anos, em fun¢do do
aumento do uso de antibidticos que desequilibra a microbiota residente, de drogas
imunossupressoras ¢ de procedimentos médico-cirargicos invasivos. O aumento do
tempo de sobrevivéncia dos pacientes com doengas imunodebilitantes resulta no
aumento da populagdo de pacientes com predisposicao significativa para desenvolver
candidiase disseminada. A partir do evento da AIDS, surgiu uma nova populagdo de

pacientes que tém sido mais frequentemente colonizado ou infectado por Candida spp

(1).

A Candida albicans ¢ considerada o principal agente da candidiase bucal, que
ocorre em mais de 90,0% dos individuos HIV positivos (21). Recentemente varios
estudos tém relatado mudangas na microbiota bucal de Candida em HIV positivos, em
particular um aumento da emergéncia de Candida nao albicans, associada a terapia para

infeccdo flingica (20). Esta mudanca tem sido particularmente associada a agentes
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antifingicos como o fluconazol. A eficicia deste triazol na prevencao e tratamento da
candidose orofaringea, assim como a sua menor toxicidade, tornaram-no antifingico de
eleicdo nessas infecgdes (11). Nas recidivas pode se verificar o aparecimento de isolados
de C. albicans com suscetibilidade diminuida ao fluconazol, in vivo € in vitro; a
substitui¢do de uma cepa de C. albicans sensivel por outra resistente; e, ainda, a

substituicdo de C. albicans por espécies nao-albicans (2, 6, 28).

O equilibrio da microbiota bucal pode ser alterado na imunossupressao pelo
HIV, resultando na emergéncia de microrganismos autdctones oportunistas, entre eles
destaca-se C. albicans e outras espécies como a C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. krusei e C. lusitaniae que também tém sido associadas a infec¢des fingicas
(2). Assim, este fungo deixa a sua condi¢do de saprofita e passa, ocasionalmente, a

desencadear uma infecgao (3).

O objetivo deste estudo foi detectar e avaliar in vivo a quantidade de leveduras
na saliva de adultos portadores do HIV apds o uso de dois anti-sépticos contendo 0,12%
de clorexidina (Periogard®) e 0,05% cloreto de cetilpiridinio (Cepacol®). Além disso, foi
determinada a concentracao inibitoéria minima das leveduras isoladas, frente aos anti-
sépticos contendo 0,12% de clorexidina (Periogard®) e 0,05% de cloreto de

cetilpiridinio (Cepacol®).

Materiais e métodos
Foram estudados cingiienta e seis individuos portadores do HIV, atendidos no
Consultorio Odontologico do Hospital de Doenga Tropical (HDT) Goiania, Goids, no

periodo de agosto a dezembro de 2003. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
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(HDT) e os pacientes orientados sobre a pesquisa e, aqueles que concordaram em
participar, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Uma ficha de
anamnese foi preenchida pela pesquisadora a fim de se caracterizar melhor os
individuos.

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas em tubos esterilizados em
duas ocasides diferentes. A primeira coleta de saliva foi realizada antes de qualquer
intervencdo do profissional e a segunda foi realizada ap6s instrugdes de higiene bucal,
realizacdo de escovacdo supervisionada, uso de fio dental e bochecho por um minuto
com Periogard® ou Cepacol®. A escolha dos anti-sépticos para cada paciente foi ao
acaso.

As amostras foram transportadas em caixas de isopor sem gelo para o
Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica. A

saliva foi homogeneizada, em vortex, por um minuto ¢ submetida a uma diluigdo

decimal seriada em tampdo fosfato de so6dio (PBS) e S0UL semeados, pela técnica de
gota (4) em agar Sabouraud para a detec¢ao de leveduras (35).

A caracterizacdo macroscopica e contagem das unidades formadoras de colonias
(ufc) foram realizadas sob luz refletida com o auxilio de um microscopio
estereoscopico. As leveduras isoladas foram identificadas segundo Kurtzman & Fell
(1998) através da formagao de tubo germinativo em soro fetal bovino, produgdao de
clamidoconidio em agar Corn meal e provas bioquimicas como assimilagdo de hidratos
de carbono (9).

Os microrganismos isolados também foram submetidos ao teste de
suscetibilidade in vitro aos anti-sépticos: Periogard® (Colgate-Palmolive Ltda, Sio

Paulo) com gluconato de clorexidina a 0,12% e Cepacol® (Merrel Lepetit Farmacéutica
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e Industrial Ltda, S3ao Paulo) contendo 0,5mg de cloreto de cetilpiridinio. A
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo método de
dilui¢do em d4gar, recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory

Standards (6).

Foi aplicado o teste ¢ de Student para comparagdes pareadas ao nivel de
significancia (o) de 5,0% para comparar a contagem de ufc antes e depois do bochecho
com Periogard® e Cepacol®. A escolha do anti-séptico para cada individuo foi ao acaso.
A contagem antes do bochecho para os dois grupos, utilizando o teste ¢ para observacdes

independentes foi realizada com o intuito de se diminuir os possiveis vieses do estudo.

Resultados

Os cinqlienta e seis adultos apresentavam idades entre 19 a 57 (37,3 +/- 8,2)
anos, sendo 17 género feminino (30,4%) e 39 (69,6%) masculino, 49 (87,5%) estavam
fazendo acompanhamento ambulatorial com médicos infectologistas do HDT e 07
(12,5%) eram pacientes do leito dia e apresentavam doenga oportunistica. Trinta e um
(55,4%) ndo estavam usando medicamentos e 25 (44,6%) estavam fazendo terapia com
anti-retrovirais e utilizando algum antimicrobiano. Os antimicrobianos mais usados
eram: amoxicilina, azitromicina e sulfametoxazol e trimetoprim. O tempo de
diagnostico da doenga variou de 2 meses a 14 anos (média de 4 anos e 3 meses).

Os individuos apresentavam baixa freqiiéncia de escovagdo, higienizacao
precéria; a maioria ndo usava fio dental 35 (62,5%) e 46 (82,1%) ndo utilizavam
enxaguatorios bucais; e apenas 4 (7,1%) eram portadores de protese total.

Um total de 54 leveduras foram isoladas dos 56 adultos portadores do HIV.

Dessas 54 leveduras, 42 (77,8%) foram identificadas como C. albicans, 10 (18,5%)
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como C. parapsilosis e 2 (3,7%) como C. glabrata. Cinqlienta e quatro foram isoladas
antes e oito depois do bochecho (Tabela 1).

A tabela 1 apresenta a distribui¢do das espécies de leveduras na saliva de adultos
portadores do HIV antes e apds o bochecho com anti-sépticos.

As contagens das leveduras antes da realizagdo dos bochechos variaram de 40 a
1080 ufc/mL. Apds a realizacdo da higiene bucal supervisionada com escovagao, uso de
fio dental e bochechos as contagens variaram de 0 a 80 ufc/mL para o Periogard® e de 0
a 380 ufc/mL para o Cepacol®.

Com a aplicagdo do teste ¢ de Student * pareado para o grupo do Periogard®
verificou-se a redugdo significativa (p<0,05) da carga microbiana. O Cepacol® reduziu o
numero de leveduras, pois houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre
as contagens antes e apds o bochecho com a substancia. Através da analise utilizando o
teste ¢ para observagoes independentes, as contagens de ufc/mL do pré-bochecho para os
dois grupos foram similares. Na andlise das contagens de ufc/mL do pds bochecho
pdde-se verificar que ndo houve diferenca significativa entre as contagens, pois ambos
se mostraram eficazes reduzindo a carga microbiana.

As 54 leveduras identificadas foram submetidas ao teste de suscetibilidade “in
vitro” ao Periogard® e Cepacol®. Com relagdo ao perfil de suscetibilidade ao Periogard®
(tabela 2), 30 (55,6%) apresentaram uma concentracdo inibitdria minima de
0,015ug/mL. O Cepacol® foi capaz de inibir 34 (63,0%) isolados de leveduras a uma
CIM de 0,003125pg/mL, mas para a inibigdo de 100,0% das leveduras, necessitou-se de
0,025pg/mL (tabela 3).

Discussao
Virias espécies de Candida estio implicadas na candidiase. A candidiase

representa um problema importante no hospedeiro imunocomprometido. A prevaléncia
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da colonizacdo orofaringea e infeccao pela C. albicans tem sido avaliada mundialmente
(7,8,9). Em concordancia com os dados destes autores, neste estudo, C. albicans
continua sendo o principal microrganismo isolado.

A observacdao de espécies de Candida nao albicans, como observada neste
estudo, em que se verificou o isolamento das espécies C. parapsilosis e C. glabrata tem
sido também observada por diferentes pesquisadores que relataram a emergéncia de C.
nao albicans (10,11,12).

Em um estudo realizado por Silva e colaboradores (/3), foram coletadas 86
amostras da mucosa oral de pacientes com aids em que observaram 59 (68,6%)
positivas para o género Candida; 52 (88,1%) de C. albicans, 4 (6,7%) de C. tropicalis e
3 (5,1%) de C. krusei. Sullivan e colaboradores (1997) investigaram a presenca,
distribuicao, sorotipo e suscetibilidade a antifingicos de Candida spp isolada da boca de
130 pacientes com AIDS (/4). Os individuos pertenciam a seis centros universitarios
brasileiros. Os autores concluiram que os portadores estavam infectados principalmente
por C. albicans, sorotipo A, com a maioria suscetivel a todas os antifingicos utilizados
(derivados azodlicos). Os dados deste estudo mostram um aumento do numero de
isolados nao albicans (22,2%).

O uso de varios medicamentos como agentes anti-retrovirais, antibidticos e
agentes antifingicos tém sido apontado como razdes para a emergéncia de C. ndo
albicans (15). Candida ndo albicans tem sido associada com sintomas graves de
candidiase oral e tem tido um importante impacto na clinica médica (/6).

A aderéncia as células epiteliais € um passo critico para o sucesso da colonizagao
e infecgdo pela C. albicans (17). O propdsito do emprego de substancias
antimicrobianas consiste na prevencao ou reducdo da aderéncia primdria e/ou

subseqiiente coadesdo de colonizadores tardios (/8). As substancias quimicas
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antimicrobianas estdo indicadas para aqueles que tem dificuldade em manter uma
adequada higiene bucal através do controle mecanico.

Neste estudo, o percentual de reducdo das contagens das unidades formadoras de
colonia por mL de saliva das leveduras antes de apds o bochecho com Periogard® e
Cepacol® foi maior que 90% para ambos enxaguatorios usados, com uma redugio de

97,1% e 90,3% respectivamente.

Leveduras do género Candida sdo a quarta causa mais comum de infec¢des da
corrente sanguinea em hospitalizados (/9). A Candida parapsilosis ¢ uma importante
ndo albicans que particularmente afeta criticamente neonatos e pacientes de cuidados
intensivos, devido a sua associagdo com nutrigdo parenteral e acesso venoso central
(20). C. parapsilosis ¢ altamente responsavel por surtos em hospitais, € a sua presenca
nas maos dos profissionais de saude pode ser a fonte predominante do ambiente (217).
Esse estudo observou a predominincia da C. parapsilosis. Anélises futuras dos
mecanismos de viruléncia sdo necessarios para se compreender os surtos por este germe,

assim como a sua inter-relagdo com o organismo, hospedeiro e ambiente.

Concluindo, apesar de que C. albicans continua sendo o principal isolado no
hospedeiro imunocomprometido, nesse estudo verificou-se uma a emergéncia de
Candida nao albicans nos isolados de saliva de pacientes infectados por HIV. Os
enxaguatorios bucais testados sdo ativos nas formulagdes disponiveis comercialmente
contras as leveduras do género Candida, podendo ser empregados no controle da
colonizagdo e infecgao por estes microrganismos. Portanto esses resultados sugerem que

os enxaguatdrios contendo agentes antimicrobianos podem representar uma alternativa
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apropriada para o manejo do controle dos niveis de Candida, contribuindo para a

manutencao da saude bucal.
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Tabela 1- Distribui¢do de 54 leveduras na saliva de portadores do HIV antes e apos o

bochecho com Periogard® e com Cepacol®

Espécies Antes do Apobs o bochecho Apbs o bochecho
bochecho com Periogard® com Cepacol®
(n) (n) (n)
Candida albicans 42 (77,8%) 3 5
Candida parapsilosis 10 (18,5%) 0 0
Candida glabrata 2 (3,7%) 0 0

Tabela 2- Concentragdo inibitdria minima capaz de inibir o crescimento de 54 isolados

de leveduras do género Candida obtidas da saliva de portadores de HIV frente ao

Periogard® usando a técnica de dilui¢do em agar.

CIM
pg/mL

0,0075
0,015
0,03
0,06

NO

30

10

Cepas inibidas
% N°
16,7 9
55,6 39
9,2 44
18,5 54

Cumulativo

%

16,7
72,3
81,5
100,0
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Tabela 3- Concentragdo inibitdria minima capaz de inibir o crescimento de 54 isolados

de leveduras do género Candida obtidas da saliva de portadores de HIV frente ao

Cepacol®

CIM Cepas inibidas Cumulativo

pg/mL N° % N° %
0,003125 34 63,0 34 63,0
0,00625 5 9,2 39 72,2
0,0125 8 14,8 47 87,0
0,025 7 13,0 54 100,0
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4.1.3 Emergéncia de estafilococos e bastonetes Gram negativos resistentes a
antimicrobianos isolados da saliva de adultos portadores do virus da imunodeficiéncia

humana.

Este artigo sera submetido a Revista Panamericana de Salud Publica.
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Emergéncia de estafilococos e bastonetes Gram negativos resistentes a

antimicrobianos isolados da saliva de adultos portadores do virus da

imunodeficiéncia humana.
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Resumo

Estafilococos e os BGN fazem parte da microbiota autdctone de inimeros sitios
de animais e seres humanos, estando presentes na boca e saliva e, em situagdes de
imunossupressdo podem causar infecgdes bucais ou sistémicas. Este estudo objetivou
detectar o perfil de suscetibilidade de estafilococos ¢ BGN da saliva de 56 individuos
HIV positivos. Foram coletadas duas amostras de saliva ndo estimulada de cada
paciente. A primeira foi realizada antes de qualquer intervengdo e a segunda apos
instrugdes e praticas de higiene bucal e bochecho com Periogard® ou Cepacol®.
Aliquotas de 50uLl. de cada suspensdo foram semeadas em &dgar manitol e &gar
MacConkey. Staphylococcus spp foram isolados de 75,0% dos pacientes e 80,9% desses
eram S. aureus e 19,0% estafilococos coagulase negativos. Enterobacter cloacae foram
isolados de 60,7% dos pacientes e 20,9% apresentaram Pseudomonas aeruginosa. A
CIM para os estafilococos variou de 0,0002344-0,0009375ug/mL para o Periogard®,
0,003125-0,1ug/mL para o Cepacol®; BGN de 0,001875-0,12ug/mL para o Periogard®,

0,0125-0,2pug/mL para o Cepacol®. A CIM para os estafilococos variou de 6-96pug/mL
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para a amoxicilina; 8-64pug/mL para azitromicina e 40-1280pug/mL para o
sulfametoxazol-trimetoprim; BGN variou de 12-768ug/mL para a amoxicilina; 3-
96ug/mL para azitromicina e 10-1280ug/mL para o sulfametoxazol-trimetoprim. Das 42
cepas de Staphylococcus sp, 14 apresentaram resisténcia a oxacilina. Quanto a
penicilinase, 30 produziram a enzima. Observou-se a emergéncia de microrganismos
resistentes as drogas de uso profilatico em uma proporcao elevada, o que merece uma
atencao dos clinicos responsaveis, bem como do cirurgido-dentista que podera utilizar o

controle quimico por meio de anti-sépticos para reduzir estes potenciais patogénicos.

Palavras-chave: estafilococos, bastonetes Gram negativos, anti-sépticos, saliva,
portadores do HIV, resisténcia microbiana.

Trabalho de dissertagdo de Mestrado realizado no HDT/ IPTSP/UFG — Departamento de
Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e Patologia.
* Mestrandas em Microbiologia, Programa de Mestrado em Medicina Tropical.

** Professores Doutores do DMIPP/IPTSP/UFG.

Introducao

Dentre os varios microrganismos que causam infec¢des em pacientes infectados
pelo HIV, Staphylococcus aureus € responsavel por uma consideravel morbidade e
mortalidade e representa o agente mais comumente isolado dos casos de bacteremias
desses pacientes (/). Varias alteragdes imunologicas relacionadas ao HIV e fatores de
risco epidemiologicos predispdem os pacientes com AIDS a bacteremia. Foi relatado
um efeito favordvel da terapia anti-retroviral (ARV) na redugdo da incidéncia de

bacteremia e outras doengas oportunistas em individuos infectados pelo HIV (2).
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Um estudo de vigilancia de infecgdes da corrente sanguinea foi conduzido em
um hospital no nordeste da Taildndia entre 1989 e 1998. A incidéncia de bacteremias
causadas por S. aureus, E. coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp e Pseudomonas
aeruginosa foi constante (3). Observou-se pacientes com AIDS albergando S. aureus em
suas narinas e, ainda, verificou-se a emergéncia desse germe associada ao uso de
antibiotico, particularmente ao sulfametoxazol-trimetoprim (4).

Individuos infectados pelo HIV, especialmente aqueles com histéria de uso de
drogas injetaveis, estdo sob alto risco de infecgdo por S. aureus. O uso de agentes
antimicrobianos para infec¢des oportunistas pode aumentar a colonizag¢do nasal por S.
aureus multi-resistentes nessa populacio e, conseqiientemente, a sua dissemina¢ao para

a comunidade (35).

Espécies de Enterobacter estdo emergindo como importantes patdgenos
humanos, particularmente entre os pacientes hospitalizados (6). E. cloacae e E.
agglomerans sdo os mais frequentemente isolados dos pacientes com infeccgdes

nosocomiais (7).

Moreira et al. (8) detectaram a presenca de enterobactérias na saliva de
académicos de medicina. Foram identificadas na saliva de 109 académicos, 60
enterobactérias com a predominancia 34 (75,5%) de Enterobacter agglomerans. As
contagens variaram de 97,1 a 383,3 ufc/mL, o que representa um achado incomum, pois
as enterobactérias sdo causa comum de infec¢do hospitalar em imunocomprometidos,

além do fato de serem quase sempre resistentes a multiplos antibiodticos.
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Pesquisadores em Hong Kong (9) determinaram o perfil e a presenga de
leveduras e coliformes isolados da cavidade bucal de pacientes HIV positivos. Os
isolados mais comuns foram C. albicans e Enterobacter cloacae.

Em estudo prospectivo das infecgdes nosocomiais em pacientes com HIV (10),
observaram que os agentes etioldégicos mais comuns foram: S. aureus (27,6%), P.
aeruginosa (13,8%), e E. cloacae (13,8%).

Diante do exposto este estudo objetivou determinar o perfil de suscetibilidade
dos estafilococos e bactérias Gram negativas isoladas da saliva de adultos portadores do

HIV.

Material e Métodos
Foram estudados cinqlienta e seis individuos portadores do HIV atendidos no

Consultorio Odontologico do Hospital de Doengas Tropicais/Anuar Auad Goiania,

Goias, no periodo de agosto a dezembro de 2003. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica (HDT) e os pacientes orientados sobre a pesquisa e, aqueles que concordaram
em participar, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram coletadas, em tubos esterilizados, duas amostras de saliva ndo estimulada
(2,0mL) de cada paciente. A primeira coleta de saliva foi realizada antes de qualquer
intervencdo do profissional. A segunda foi realizada apds instru¢des de higiene bucal,
realizagdo de escovacao supervisionada, uso de fio dental e bochecho por um minuto
com Periogard” ou Cepacol®.

As amostras foram transportadas em caixas de isopor sem gelo para o
Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica. A

saliva foi homogeneizada, em vortex, por um minuto ¢ submetida a uma diluigao
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decimal seriada em tampao fosfato de sdédio (PBS) e 50pL semeadas, pela técnica de
gota (/1) em 4gar manitol (estafilococos); agar MacConkey (bactérias Gram negativas)
(12).

A caracterizagdo macroscopica e contagem das unidades formadoras de colonias
(ufc) foram realizadas sob luz refletida com o auxilio de um microscopio
estereoscopico. Posteriormente foram realizadas provas bioquimicas para identificagao
das espécies isoladas. Para a identificagdo de estafilococos as provas realizadas foram:
catalase e coagulase, enquanto que para a identificacdo das enterobactérias realizou-se:
inoculacdo em agar triplice actcar ferro (TAF), producdo de gés, producdo de sulfeto de
hidrogénio, utilizacdo do citrato, producdo de urease, producdo de fenilalanina
desaminase, prova do vermelho de metila, producdo de indol, motilidade, fermentacao
da glicose, lactose, sacarose e manitol (/7).

Staphylococcus sp foram submetidos ao teste de suscetibilidade ao
antimicrobiano oxacilina, segundo Chambers (/3) e quanto a produgdo de penicilinase,
segundo Haight e Finland (/4).

Os microrganismos isolados também foram submetidos ao teste de
suscetibilidade ao Cepacol® e Periogard® e a trés antibidticos: amoxicilina, azitromicina
e sulfametozaxol-trimetoprim. A determinacdo da concentracdo inibitdria minima
(CIM) foi realizada pelo método de diluigdo em agar, recomendada pelo National

Committee for Clinical Laboratory Standards (15).

Resultados
Os cinqlienta e seis adultos apresentavam idades entre 19 a 57 (37,3 +/- 8,2)

anos, sendo 17 género feminino (30,4%) e 39 (69,6%) masculino, 49 (87,5%) estavam
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fazendo acompanhamento ambulatorial com médicos infectologistas do HDT e 07
(12,5%) eram pacientes do leito dia e apresentavam doenga oportunistica. Trinta € um
(55,4%) nao estavam usando medicamentos e 25 (44,6%) estavam fazendo terapia com
anti-retrovirais e utilizando antimicrobiano. Os antimicrobianos mais usados eram:
amoxicilina, azitromicina e sulfametoxazol e trimetoprim. O tempo de diagndstico da
doenca variou de 2 meses a 14 anos (média de 4 anos e 3 meses).

Os individuos apresentavam baixa freqiiéncia de escovagdo, higienizagao
precéria; a maioria ndo usava fio dental 35 (62,5%) e 46 (82,1%) ndo utilizavam
enxaguatorios bucais; e apenas 4 (7,1%) eram portadores de protese total.

Foram isolados em 42 (75,0%) dos 56 pacientes, estafilococos, sendo 80,9% (34)
S. aureus e 19,0% (8) estafilocos coagulase negativos. Os bastonetes Gram negativos
foram isolados em 43 pacientes (76,8%), sendo que 34 (79,1%) foram identificadas
como Enterobacter cloacae e 9 (20,9%) como Pseudomonas aeruginosa.

A tabela 1 representa a distribui¢do dos microrganismos isolados da saliva dos
portadores do HIV antes e apds o uso de anti-sépticos.

Das 42 amostras de estafilococos, 34 de S. aureus foram isoladas antes, sendo
que uma continuou sendo isolada apds bochecho com Periogard® e quatro com o
Cepacol®. Apenas uma das oito amostras de estafilococo coagulase negativo foi isolada
apds o bochecho com Cepacol®. Quanto as bactérias Gram negativas, 34 Enterobacter
cloacae foram isolados antes e destas 14 continuaram viaveis apds o bochecho com
Cepacol® e sete com o Periogard®. Dentre as nove amostras de P. aeruginosa isoladas,

sete continuaram sendo observadas no cultivo apos o bochecho com Cepacol®.
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Foram analisadas 42 Staphylococcus spp, destas, 14 (33,3%) apresentaram
resisténcia a oxacilina e 28 (66,7%) sensibilidade a essa droga. Com relacdo a
penicilinase, 30 (74,4%) produziram a enzima e 12 (28,6%) nao a produziram.

A tabela 2 apresenta o perfil de suscetibilidade (CIM) dos estafilococos e
bastonetes Gram negativos isolados frente aos anti-sépticos.

Com relacdo ao perfil de suscetibilidade dos isolados aos anti-sépticos, a
concentra¢do de clorexidina presente em 1mL de Periogard® (0,06pug) foi capaz de inibir
os estafilococos. O Cepacol® inibiu a maioria dos estafilococos, apesar de ter inibido
63,7% dos BGN quando a sua concentra¢dao de 0,05mg contida em 1 mL da solucdo foi
multiplicada em quatro vezes.

A tabela 3 mostra a CIM dos antibidticos para os estafilococos e bastonetes
Gram negativos. A faixa de atividade antimicrobiana da amoxicilina variou de 6 a
96ug/mL para os estafilococos e de 12-768ug/mL para os bastonetes Gram negativos. A
azitromicina inibiu isolados de estafilococos desde a concentragdo de 8ug/mL até
64pg/mL, enquanto os isolados de bastonetes Gram negativos foram inibidas de
3ug/mL a 96pug/mL. O SMT-TM apresenta a concentragdo sérica de 40pug/mL-80pg/mL
de acordo com as especificagdes do medicamento. O SMT-TM apresentou uma faixa
ampla de inibi¢do que variou de 40-1280ug/mL para os estafilococos e 10-1280pug/mL

para BGN.

Discussao
A elevada colonizacao dos estafilococos e bastonetes Gram negativos observada
nesse estudo, ¢ fonte potencial para desencadear infecgdes sistémicas e oportunistas em

individuos imunocomprometidos. Tal resultado sustenta a observacao de episodios de
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bacteremia por 1000 pacientes hospitalizados onde se detectou que a incidéncia era
maior (13,2) entre os HIV positivos quando comparado com (0,8) os HIV negativos (/)

Estafilococos coagulase negativos sdo encontrados em 63% nas narinas e boca.
Embora, tenham sido considerados como microrganismos de pouca importancia clinica
por muitos anos, atualmente estdo associados a varias infec¢des, como as infecgdes
urinarias, endocardites, infecgdes de valvulas cardiacas, osteomielites, endoftalmites e
infec¢des nosocomiais (16).

Foi observado em um estudo que espécies de Enterobacter podem constituir
patdgenos potenciais em pacientes com HIV, especialmente aqueles com baixa
contagem de linfocito T CD4, leucopenia-neutropenia e que estejam hospitalizados. Um
outro dado interessante desse trabalho ¢ que a infecgdo por Enterobacter spp adquirida
no hospital ¢ mais freqiiente que a adquirida na comunidade (/7). Nossos resultados
apontam uma alta colonizagdo de Enterobacter cloacae nos individuos portadores do
HIV da comunidade, fato curioso, uma vez que estes pacientes apresentam historia de
pelo menos uma internag¢do durante o curso da doenga.

O Periogard® mostrou uma melhor atividade, principalmente contra os
estafilococos. O Cepacol® apresentou uma ac¢do inibitoria satisfatoria contra os
estafilococos, porém nao foi muito eficaz para a redugao das enterobactérias.

O uso de agentes antimicrobianos para profilaxia de doengas oportunistas nestes
pacientes ¢ bastante difundido. Algumas das manifesta¢gdes oportunistas mais freqiientes
sdo: candidiase oral, pneumonia por Pneumocystis carinii (PCP), toxoplasmose
cerebral, criptococose, histoplasmose, citomegalovirose, isosporiase e criptosporidiase.
Para o tratamento da candidiase, criptococose e histoplasmose utilizam-se agentes
antifingicos como os derivados azolicos e anfotericina B. Para prevenir e tratar a PCP e

a isosporiase administra-se o sulfametoxazol-trimetoprim. As doses profilaticas sao
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baixas e por tempo indeterminado. O uso da azitromicina esta relacionado ao tratamento
e profilaxia da toxoplasmose cerebral e pneumocistose (/8).

O sulfametoxazol-trimetoprim ¢ largamente usado para profilaxia por
Pneumocystis carinii em pacientes infectados pelo HIV, todavia os efeitos dessa pratica
na emergéncia de bactérias resistentes sdo poucos conhecidos (/9).

Os microrganismos isolados neste trabalho apresentaram uma faixa de
concentracao inibitoria minima acima da concentra¢do sérica dos antimicrobianos
testados, o que implica na emergéncia de cepas resistentes.

Concluindo, a deteccdo de altas contagens e a emergéncia de cepas resistnetes de
S. aureus e enterobactérias ¢ um achado preocupante, uma vez que esses
microrganismos sdo fontes potenciais de infeccao e, portanto, o uso de anti-sépticos para

reduzir essa carga microbiana deve ser avaliado individualmente.

Referéncias Bibliograficas

1. Senthilkumar A, Kumar S, Sheagren J N. Increased incidence of Staphylococcus
aureus bacteremia in hospitalized patients with acquired immunodeficiency
syndrome. Clin Infect Dis 2001; 33:1412—1416.

2. Paul S, Gilbert HM, Ziecheck W, Jacobs J, Sepkowitz, KA. The impact of
potent antiretroviral therapy on the characteristics of hospitalized patients with
HIV infections. AIDS 1999; 13: 415-418.

3. Chierakul W, Rajanuwong A, Wuthiekanun V, Teerawattanasook N, Gasiprong
M, Simpson A, Chaowagul W, White NJ. The changing pattern of bloodstream
infections associated with the rise in HIV prevalence in northeastern Thailand.

Trans R Soc Trop Med Hyg 2004; 98:678-86.



10.

11.

62

von Eiff C, Lubritz G, Heese C, Peters G, Becker K. Effect of trimethoprim-
sulfamethoxazole prophylaxis in AIDS patients on the formation of the small
colony variant phenotype of Staphylococcus aureus. Diagn Microbiol Infect Dis
2004; 48:191-194.

Miller M, Cespedes C, Vavagiakis P, Klein RS, Lowy FD. Staphylococcus
aureus colonization in a community sample of HIV-infected and HIV-uninfected
drug users. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2003; 22:463-9.

van Nierop WJ, Duse AG, Stewart RG. Molecular epidemiology of an outbreak
of Enterobacter cloacae in the neonatal intensive care unit of a provincial
hospital in Gauteng, South Africa. J Clin Microbiol 1998; 36: 3085-3087.
Jalaluddin S, Devaster JM, Scheen R. Molecular epidemiological study of
nosocomial Enterobacter aerogenes isolates in a Belgium hospital. J Clin
Microbiol 1998; 36: 1846-1852.

Moreira TAC, Benicio CG, Cardoso JL, Cardoso AM, Reis C, Pimenta FC.
Isolamento e contagem de bactérias Gram negativas na saliva de académicos de
medicina. BJID 2003; 7: S97.

Tsang CS, Samaranayake LP. Oral yeasts and coliforms in HIV infected
individuals in Hong Kong. Mycoses 2000; 43:303-8.

Frank U, Daschner FD, Schulgen G, Mills J. Incidence and epidemiology of
nosocomial infections in patients infected with human immunodeficiency virus.
Clin Infect Dis 1997; 25:318-20

Westergren, G, Krasse, B. Evaluation of a micromethod for determination of
Streptococcus mutans and Lactobacillus infection. J Clin Microbiol 1978; 7:82-

83.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

63

Koneman EW, Allen SD, Dowell VRIR, Sommers RS. Diagnostico

Microbioldgico — Texto e Atlas Colorido. 5* ed. 2001.Sao Paulo.

Chambers HF. Methicillin Resistance in Staphylococci: Molecular and
Biochemical Basis and Clinical Implications. Clin Microbiol Rev 1997; 10: 781-
791.

Haight TH, Finland m 1952. Modified Gots test for penicillinase production. Am
J Clin Pathol 1952; 22(8):806-808.

NCCLS — National Committee for Clinical Laboratory Standards. In: Methods
for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria. That Grow
Aerobically; Approved Standard—Sixth Edition 2004. Ferraro MJ.

Rup ME, Archer GL. Coagulase-negative staphylococci: pathogens associated
with medical progress.Clin Infec Dis 1994; 19:231-245.

Manfredi R, Nanetti A, Ferri M, Chiodo F. Enterobacter spp. infections
complicating the course of HIV disease. J Chemother 2001;13:195-201.

Andrade JG, Pereira, LIA. Manual pratico de doengas transmissiveis.
6ed.Goiania: IPTSP-UFG, 2003; 84-86.

Martin JN, Rose DA, Hadlley WK, Perdreau-Remington F, Lam PK, Gerberding
JL. Emergence of trimethoprim-sulfamethoxazole resistance in the AIDS era. J

Infect Dis 1999; 180: 1809-18.



64

Tabela 1: Isolamento de estafilococos e bastonetes Gram negativos da saliva de adultos

portadores do HIV antes e apos bochecho com anti-sépticos.

Espécies Antesdo  Apos o bochecho  Apds bochecho
bochecho  com Periogard®  com Cepacol®
(n) (n) (n)
Staphylococcus aureus 34 1 4
Estafilococos coagulase negativo 8 0 1
Enterobacter cloacae 34 7 14
Pseudomonas aeruginosa 9 0 7

Tabela 2: Perfil de suscetibilidade (CIM) das cepas de estafilococos e bastonetes Gram

negativos isolados da saliva de adultos portadores do HIV.

Microrganismos n PERIOGARD® CEPACOL®

(0,06 ng/mLCHX- ponto critico) (0,05 pg/mLCCP — ponto critico)
ESTAFILOCOCOS 42 0,0002344 -0,0009375 0,003125 - 0,1
Bastonetes Gram 43 0,001875-0,12 0,0125-10,2*
Negativos

Legenda: EGM — estreptococos do grupo mutans, CHX — clorexidina, CCP — cloreto de
cetilpiridinio

*63,7% das cepas foram inibidas
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Tabela 3: Perfil de suscetibilidade (CIM) das cepas de estafilococos e bastonetes Gram

negativos isolados da saliva de adultos portadores do HIV frente a antimicrobianos.

Microrgansimos n AMOXICILINA AZITROMICINA SMT-TM
(ponto critico 6 pg/mL) (ponto critico 8 pg/mL) (ponto critico 40 ng/mL)

Estafilococos 42 6-96 8-64 40-1280

Bastonetes 43 12-768 3-96 10-1280

Gram Negativos
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5. Consideracoes Finais

Uma vez caracterizada a microbiota dos portadores do HIV pode-se atuar com
mais conhecimento frente as condigdes bucais apresentadas. O uso de anti-sépticos
associados a uma higienizacdo supervisionada reduz significativamente a carga
microbiana destes individuos, contribuindo para a biosseguranga, pela reducdo de
microrganismos no aerossol, e também para o bem estar e manuten¢ao da satde bucal
destes.

Esses resultados sugerem a proposi¢do de um protocolo para adequacdo do meio
bucal destes individuos através de medidas simples e eficazes como as que foram
realizadas na metodologia. O simples ato de instruir o paciente a respeito de habitos de
higiene bucal enquanto se faz a escovacgao e uso do fio dental supervisionados, diante do
espelho, aliado a um bochecho com anti-séptico por um minuto, resulta na motivacao e

comprometimento do paciente pela melhoria da sua saude.

6. Anexos
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Anexo C — Ficha de Anamnese

Data: / / N.:

Nome: (iniciais)

Data de nascimento: / / Sexo: Estado civil: Profissao:

Naturalidade: Nacionalidade:

1- Como esta o paciente?

2- Ha quanto tempo ¢é portador?

3- Toma medicamentos? Quais?

4- Ja esteve internado (a) alguma vez? Por qué?

5- Ja esteve com alguma doenga oportunista?

6- Ja teve ou tem:

Sifilis ( )S ( )N Candidiase ( )S ( )N Gonorréia ( )S ( )N Tuberculose ( )S ( )N
Herpes Simples ( )S ( )N Herpes Zoster( )S ( )N Citomegalovirus ( )S ( )
N

Papiloma Virus Humano ( )S ( )N Hepatite B ( )S ( )N Hepatite C ( )S ( )N
Distarbios neurologicos? (1 )S ( N Neoplasias( )S ( )N  Outros:

7- Tem alergia a algum medicamento ou produto?

8- Estd com anemia?

9- Escova os dentes todos os dias? Quantas vezes? Usa fio dental?

10- Usa algum enxaguatério bucal? Qual?

Espago reservado para anotagdes de resultados de exames (contagem de CD4; carga viral;

hemograma,etc) ou parecer médico:
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Anexo D

NORMAS PARA PUBLICACAO

A Revista de Patologia Tropical aceita originais de artigos, revisdes, resenhas,
comunicagdes, relatos de casos sobre temas de interesse da Patologia Tropical e Satde
Publica.

- Os trabalhos sdo submetidos aos consultores e s6 sdo publicados caso recebam parecer
favoravel.

Os textos devem ser apresentados preferencialmente em disquete (programa Microsoft
Word 8.0 ou conversiveis, assim como tabelas, legendas e equa¢des no menu do
programa) ou em duas copias impressas, espago duplo, em uma s6 face do papel.

- Os artigos devem apresentar, sempre que possivel, a seguinte estrutura:
a. titulo;

b. autor(es);

c. endereco para correspondéncia;

d. filiagao cientifica (Departamento, Instituto, Faculdade, Universidade);
e. resumo (com, no maximo, 200 palavras);

f. unitermos;

g. introducao;

h. material e métodos;

1. resultados;

j. discussao;

k. abstract e key words;

1. agradecimentos;

m. referéncias bibliograficas.

As referéncias bibliograficas devem ser apresentadas em ordem alfabética, com entrada
pelo ultimo sobrenome do(s) autor(es). Quando houver mais de um trabalho do mesmo
autor citado, deve-se seguir a ordem cronoldgica das publica¢des. Exemplos de
referéncias:

a) artigo: Wilson M, Bryan RT, Fried JA, Ware DA, Schantz PM, Pilcher JB, Tsang
VCW. Clinical evaluation of the cysticercosis enzyme-linked immunoelectrotransfer
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blot in patients with neurocysticercosis. J Infect Dis 164:1007-1009, 1991.

b) tese: Spadeto AL. Eficacia do Benzonidazol no tratamento de criangas com infec¢ao
cronica recente pelo Trypanosoma cruzi apos 6 anos de seguimento: Ensaio clinico
aleatorio, duplo-cego, placebo controlado. Goiania [Tese de Mestrado em Medicina
Tropical - IPTSP/UFG], 1999.

¢) livro: Smith PG, Morrow RH. Ensayos de Campo de Intervenciones en Salud en
Paises en Desarrollo: Una Caja de Herramientas. OPAS. Washington, 1998.

- As chamadas numéricas devem corresponder ao nimero estabelecido nas referéncias
bibliograficas.

- Das comunicagdes cientificas ndo se exige a estrutura comum aos artigos.

- As ilustragdes devem apresentar a qualidade necessaria para permitir uma boa
reprodugdo grafica. Elas devem trazer no verso o nome do autor, o numero e a legenda
respectiva. Devem estar designadas, no texto, como figura (Figura 1, Figura 2 ...)

- Em caso de inser¢do de fotografias coloridas, as despesas decorrentes do processo de
separacao de cores caberdo aos autores do trabalho.

- Os autores terdo direito a cinco separatas de seus trabalhos. Maior nimero podera ser
solicitado as expensas dos autores.

- Os trabalhos deverdo ser enviados para:

Revista de Patologia Tropical Caixa Postal 131 74001-970 - Goiania - Goias - Brasil ou
pelo E-mail: revista@iptsp.ufg.br

A Revista de Patologia Tropical (ISSN 0301-0436) ¢ uma publicagdo semestral do
Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica da Universidade Federal de Goiés.

The Revista de Patologia Tropical (ISSN 0301-0436) is a biannual journal published by
Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica da Universidade Federal de Goiés.
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