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RESUMO

MANIFESTAGOES BUCAIS, MICROBIOTA BACTERIANA E

FUNGICA EM CRIANGAS COM AIDS E SEUS CONTROLES

Trinta criangas portadoras de AIDS, entre dois € seis anos, de ambos
0s sexos, pacientes do ambulatério da Santa Casa de Misericordia de Sao
Paulo, foram avaliadas quanto a microbiota bacteriana e flngica e a
presenga de manifestacbes bucais, comparada a um grupo controle
clinicamente sadio, pareado por idade e sexo. Também foi estudada a
producdo de exoenzimas dos fungos identificados e sua suscetibilidade a
cinco antifangicos.

As manifestagGes bucais foram mais prevalentes nas criangas com
imunossupressdo presente, principalmente severa, sendo mais frequente a
linfadenopatia cérvico-facial, seguida de gengivite, candidose e aumento da
glandula parétida.

Em relagdo as bactérias, no grupo com AIDS predominaram os cocos
Gram positivos, enquanto nos fungos houve predominéncia de Candida
albicans. A produc¢ao de proteinase e fosfolipase foi mais alta no grupo com

AIDS, sendo a anfotericina B a mais efetiva, entre os antifungicos testados.



Sugere-se que a maior freqiiéncia, seletividade de Candida albicans e
a produgdo dos fatores de viruléncia estudados, mesmo frente a menor
presenga de lesGes fungicas, poderia indicar uma maior patogenicidade

desta espécie, em criangas com AIDS.



1. INTRODUGAO

No inicio da década de oitenta, ainda ndo havia sido isolado o agente
causador da pandemia chamada Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) em adultos. Ao final de 1982 e inicio de 1983, apareceram na
literatura os primeiros relatos provaveis de AIDS em criangas (O’Reilly et
al.,, 1982; Oleske et al., 1983). Desde entdo, muitas pesquisas tem sido
realizadas no sentido de conhecer melhor o agente causador, ym retrovirus
(Human Immunodeficiency Virus) que apds varias denominagdes, ficou
conhecido como HIV (Petersen et al.,, 1993). As diferentes formas de
transmissdo, sua prevengdo, e variados tratamentos foram abordados,
visando uma maior sobrevida, com diminuicdo de alguns problemas,
enquanto a cura ainda néo foi encontrada.

Muito do que se conhece a respeito da AIDS pediatrica, tem sido uma
inferéncia dos conhecimentos da doenga em adultos, tendo em vista que em
adolescentes, a doenga comportava-se a semelhanca  destes. A
Organizagdo Mundial de Saude considera a AIDS pediatrica aquela que
afeta criangas de até 13 anos de idade (CDC,1987; Molina et al., 1990;
Leggott, 1992; Petersen et al., 1993; CDC, 1994). Embora o agente

etiolégico seja 0 mesmo e a doenga manifeste-se tanto em adultos quanto



em criangas, existem no entanto, algumas diferencas quanto ao fator da
risco, modo de transmissdo, padrGes de soroconversdo, bem como as
manifestagdes clinicas, e dentre elas as bucais (Leggott, 1992). A diferencga
mais marcante consiste no modo de transmiss&o, pois de 80% a 85% das
criangas portadoras do virus HIV ou com AIDS, sdo contaminadas
verticalmente, quer durante a gestagdo, parto ou amamentacdo (Gehrke;
Johnsen, 1991, Chigurupati et al., 1996). As criangas nascidas de maes
portadoras do virus HIV, serdo ;:r%re soropositivos ao nascimento, sendo
que entre 15 a 50% delas permanecem soropositiva§épés os 15 meses de
idade (Leggott,1992; Hernandez;Boj, 1996), constituindo 2% do total
reconhecido dos casos relatados de AIDS nas nag¢des em desenvolvimento.
A média de transmissao vertical € estimada entre 15 a 20% na Europa, 16 a
30% nos Estados Unidos e 25 a 40% nas nagbes em desenvolvimento
(Chigurupati et al., 1996).

A gravidade da infecgdo pediatrica pelo HIV parece estar na
dependéncia do momento do contagio. No periodo inicial da gestagdo, a
placenta ainda ndo esta completamente desenvolvida e o feto esta
desprotegido. Se o contagio, além disso se der no inicio da infecgéo
materna, quando a viremia &€ maior, a infecgdo no feto também sera mais
intensa (Ceccotti, 1995).

A infeccado pelo virus HIV resulta em uma profunda imunossupressao,
faciltando o desenvolvimento de varias infecgbes oportunistas no
hospedeiro. Os sinais e sintomas da infecgdo pelo HIV em pediatria sédo

freqlientemente inespecificos e incluem: linfadenopatia generalizada,



hepatoesplenomegalia, hipertrofia indolor da parétida, candidose bucal
persistente, diarréia cronica ou recorrente, febre e deficiéncia no
desenvolvimento pondero-estatural e/ou psicomotor (Brasil,1994). A
progressdo da infecgdo pelo HIV é mais rapida e grave nas criangas, em
decorréncia da sua fase de desenvolvimento e frente a imaturidade do
sistema imune. As criangas contaminadas durante a gestagdo tem uma
rapida evolugdo da doenga, enquanto as contaminadas no parto ou pds-
parto tem uma evolugao mais lenta (Chigurupati et al.,1996).

Em 1987, o Centers for Diseases Control and Prevention (CDC)
elaborou um sistema de classificagdo para a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana em criangas com menos de 13 anos de idade,
adotado pelo Ministério da Saude do Brasil. Este sistema pode ser resumido
em: Classe P-0 (Infecgdo indeterminada); Classe P-1 (Infecgdo
assintomatica [Subclasses A,B,C]); Classe P-2 (Infecgdo sintomatica
[Subclasses A,B,C,D,E,F]) (CDC, 1987). Este sistema de classificagdo foi
modificado pelo CDC em 1994, passando a ser. Categoria N (Nao
sintomatico); Categoria A (Levemente sintomatico); Categoria B
(Sintomatologia moderada); Categoria C (Severamente sintomatico), de
acordo com as manifestagées clinicas presentes.

Nesta segunda década da presenga da AIDS no mundo, muito se
caminhou em direg¢do a respostas de tantas duvidas iniciais, embora restem
ainda muitas perguntas sem respostas. Uma delas refere-se ao
desenvolvimento da doenga na crianga e, considerando que a sindrome da

imunodeficiéncia adquirida pediatrica vem assumindo a cada dia uma maior



prevaléncia no Brasil, o desenvolvimento de pesquisas que visem conhecer
suas peculiaridades em criangas é relevante e necessario. Assim, buscamos
na revisdo bibliografica a atualizagdo e compreensdo das caracteristicas da
sindrome em criangas e suas repercussées e principalmente, um melhor

conhecimento da microbiota bucal associada a esta sindrome.



2. REVISAO DA LITERATURA

Num dos primeiros relatos conhecidos sobre AIDS em pediatria,
O'Reilly et al. (1982), descreveram quatro casos de criangas com
aproximadamente dois anos, e com imunodeficiéncias inexplicaveis
associadas a infecgdes oportunistas, ressaltando que nenhuma havia
recebido transfusdo de sangue ef/ou derivados. Os casos clinicos foram
apresentados, procurando estabelecer correlagdo entre as observagées
efetuadas e o historico de saude dos pais. Todas as criangas tinham baixas
contagens de linfécitos T e duas apresentavam candidose bucal.
Salientaram que a AIDS poderia ser causada por um agente infeccioso, e a
transmissdo intra-Utero ou logo apdés o nascimento favoreceria o
aparecimento de imunodeficiéncias precoces nestas criangas.

Relatando sua experiéncia frente a oito criangas apresentando
imunodeficiéncias incompreensiveis em associagdo com infecgbes
oportunistas, Oleske et al. (1983), observaram ser este complexo compativel
com a epidemia de AIDS em adultos. Os pacientes foram submetidos a
extensas avaliagbes durante suas hospitalizagGes, incluindo cultura e
bidpsias, bem como pesquisas para identificagdo dos virus Epstein-Barr e

hepatite B. Suas familias foram avaliadas por meio de questionarios e



entrevistas. As evidéncias foram indicativas do aparecimento da AIDS em
criangas, tendo sido salientada a necessidade de desenvolver um teste de
laboratério fidedigno e preditivo da doenga.

Com o objetivo de descreverem as lesGes bucais observadas em
criangas HIV positivas, Ketchem et al. (1990) examinaram’47 criangas
infectadas verticalmente, entre trés meses e seis anos e meio, divididas de
acordo com a classificagdo de 1987 do CDC. Seis criangas (23%) com
infecgdo indeterminada (P-0) e seis (60%) com infecgdo sintomatica (P-2)
apresentaram candidose pseudomembranosa. A redugdo dos leucécitos
CD4+ determinou um aumento na freqliéncia e gravidade da candidose
bucal, sendo todas as culturas das lesdes positivas para Candida albicans.

Ao avaliar a ocorréncia de infecgbes secundarias em 27 criangas
infectadas pelo HIV, individualmente pareadas com controles
imunocompetentes, Principi et al. (1991), relataram ser o grupo infectado
constituido por criangas assintomaticas (P-1) e sintomaticas (P-2), que
apresentaram 185 episddios infecciosos, representados por doencgas
infecciosas como pneumonia e candidose bucal, encontradas em 11/27
(40,74%) e 9/27 (33,33%) das criangas sintomaticas (P-2),
respectivamente.

Com o objetivo de analisar e descrever as principais infec¢bes
secundarias que afetam criangas infectadas pelo HIV, Tovo et al. (1992),
acompanharam durante seis anos, 1887 criangas verticalmente expostas ao
virus HIV. Destas, 889 foram consideradas ndo infectadas, 425

indeterminadas e 573 HIV positivas. Entre as infecgbes oportunistas



observadas, candidose bucal persistente foi encontrada em 92% das
criangas, tendo sido relacionada a uma média menor de sobrevivéncia,
podendo ser incluida entre as doengas que definem AIDS.

Os tipos de lesbes bucais, sua prevaléncia e relagdo com estagios
clinicos da doenga foram avaliados por Moniaci et al. (1993), em 69 criangas
nascidas de maes HIV positivas, divididas segundo a classificagdo do CDC
(1987). A média de idade das criangas examinadas foi 34 + 21,3 meses € a
proporgdo de 1:3 entre os sexos masculino e feminino. A alta porcentagem
de lesbGes bucais, especialmente micéticas, foi mais observadas em
criangas sintomaticas (P-2). As lesdes bucais muitas vezes, sdo o Unico sinal
clinico da doenga em criangas HIV positivas menores de 15 meses, sendo
que a candidose pseudomembranosa apresentou forte correlagdo com um
grave acometimento imunoldgico, recorrendo mais freqientemente em
criangas classificadas como assintomaticas (P-1) e sintomaticas (P-2).

A prevaléncia e a significancia prognostica de lesbes bucais em 99
criangas com idade média entre 2,9 + 1,8 anos, infectadas verticalmente
pelo HIV, foram avaliadas por Katz et al. (1993). Constataram 72% de
candidose bucal, 47% de aumento da parétida e 24% de herpes simples.
Uma variagdo quanto ao inicio do desenvolvimento das lesbes foi
observada, sendo 2,4 anos para candidose, 4,6 anos para aumento de
parodtida e cinco anos para herpes simples. As observagbes em relagéo ao
tempo para o O6bito indicaram uma média variavel, de 3,4 anos nos
pacientes com candidose; 5,4 anos para aumento da parotida e 4,3 anos

para herpes simples. Candidose bucal foi portanto, associada a maior



rapidez na progressdo ao o6bito, diferente do aumento da parétida, mais
lento, enquanto o herpes simples ndo pode ser relacionado. Os autores
concluem que candidose bucal e aumento da pardtida sdo aspectos
importantes, que devem ser incorporados as decisées no tratamento das
criangas infectadas pelo HIV.

Com o intuito também de verificar as principais manifestagées bucais
que acometem criangas com AIDS, Ferguson et al. (1993) examinaram 58
criangas entre cinco meses e 15 anos de idade. Observaram candidose
bucal em 18,96% (11/58) e aumento da glandula parétida em 15,52% (9/58).
Trés criangas apresentaram associagdo de candidose bucal e aumento da
glandula parétida e apenas uma tinha leucoplasia pilosa associada a
inflamacao gengival eritematosa difusa. O niamero de locais envolvidos pela
candidose bucal esteve diretamente relacionado com o estagio de
classificagdo (P-1 ou P-2), sendo que as criangas sintomaticas (P-2) foram
as mais afetadas.

Para investigar o tipo, a freqiiéncia e a relagdo entre os estagios
clinicos e lesdes bucais presentes, Irova et al. (1993) avaliaram 147 criangas
hospitalizadas, entre um e dez anos, contaminadas pelo HIV e divididas em
grupos de acordo com a classificagdo do CDC (1987). Encontraram
candidose pseudomembranosa em 12.5% (1/8) das criangas assintomaticas
(P-1), 37,5% (51/136) nas sintomaticas (P-2); candidose eritematosa em
62,5% (5/8) das assintomaticas e 45,6% (62/136) das sintomaticas. As

lesdes bucais foram associadas aos estagios da infecgdo pelo HIV e aos



niveis de imunodeficiéncia, sendo que as manifestagdes bucais mais
freqlentes foram as infecgbes flngicas.

Cony o intuito de observar longitudinalmente pacientes
imunocomprometidos, lkeda et al. (1993), acompanharam 350 pacientes
hemofilicos, sendo 120 deles criangas e destas, 42 eram portadoras do virus
HIV. Candidose bucal foi detectada em 16,66% (7/42) delas. Salientaram os
autores que os sintomas bucais da AIDS aparecem mais precocemente na
cavidade bucal e que o diagndstico e tratamento precoce destas lesées sdo
essenciais para prevenir o aumento dos sintomas fisicos.

Com o objetivo de determinar os tipos e a freqiiéncia de lesGes bucais
em dois grupos, um com 21 criangas hemofilicas HIV positivas e outro com
11 criangas que receberam transfusées de sangue ou produtos derivados,
cujas idades variaram de 8,5 a 18,5 anos, Milnes et al. (1993) realizaram
uma revisdo de seus prontuarios (32). Encontraram candidose bucal em
43% (9/21) das criangas hemofilicas e em 43% (5/11) das criangas
transfundidas. Leucoplasia pilosa foi observada em 29% (6/21) e 27% (3/11);
ulceras aftosas em 19% (4/21) e 36% (4/11), gengivite relacionada ao HIV
em 14% (3/21) e 9(1/11), respectivamente, considerando que estas lestes
bucais sdo comuns em criangas hemofilicas portadoras do virus HIV.

Em S&o Francisco, Ramos-Gomez et al. (1994), realizaram um estudo
retrospectivo, com o intuito de verificar o tipo e a freqiéncia das
manifestagbes bucais, sua incidéncia e a significAncia prognéstica em 41
criangas de ambos 0s sexos, expostas ao virus HIV, divididas quanto a

forma de contagio. O grupo A (34), era composto de infectadas
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verticalmente e o grupo B (7), infectadas através de transfusGes. No grupo
A, 91% apresentaram manifestagGes bucais (candidose pseudomembranosa
em 76%; aumento da parétida em 32%) frente a 71% das do grupo B que
também as apresentaram, sendo candidose pseudomembranosa, aumento
da paro6tida e herpes simples as lesées mais comuns neste grupo. A média
de contagem CD4+ foi de 980 cél/mm® para o aparecimento da primeira
lesdo, com variagdo entre 138 a 3658 cél/mm®. As manifestagdes bucais
possibilitaram estabelecer paradmetros para predizer a progressdo da
infecgdo pelo HIV em criancgas.

Com o proposito de relacionar a prevaléncia das manifestagdes
bucais aos parametros laboratoriais das fungdes imunes, foram
longitudinalmente coletados por Chan et al. (1994), os dados dos prontuarios
de 33 criangas verticalmente expostas ao virus HIV, entre um e 99 meses de
idade. Ao final da revisdo, doze criangas foram confirmadas como ndo
infectadas. As manifestagées bucais mais encontradas foram linfadenopatia
cervical (54,5%), candidose pseudomembranosa (42,4%), aumento da
glandula parodtida (3%), e ulceragbes (3%). Candidose bucal foi mais
prevalente em criangas nos estagios sintomaticos da doenga e
significantemente associada a diminui¢gdo da contagem de células CD4+. A
linfadenopatia cervical ndo pode ser estatisticamente associada aos estagios
do CDC (1987), mas foi estatisticamente associada a diminuigdo do numero
de células CD4+.

Estudando 40 criangas infectadas verticalmente pelo HIV, com idade

entre dois anos e um més a onze anos € trés meses, todas com infecgdo
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sintomética (P-2), Valdez et al., (1994) procuraram conhecer os principais
problemas bucais deste grupo. Todas as criangas estavam sendo medicadas
com agentes antiretrovirais como zidovudina (AZT), dideoxinosina (ddl),
AZT e ddl, AZT e dideoxicitidina (ddC), ou 2-deoxi-3-tiacitidina (3TC ou
Epivir). Gengivite foi encontrada em 47,5% (19/40) das criancas, seguida
pela candidose bucal em 35% (14/40) delas, enquanto o aumento da
glandula pardétida foi observado em 10% (4/40).

Com a inteng&o de investigar o tempo do inicio de cada sintoma
clinico em‘ bebés e criangas com infecgdo perinatal pelo HIV-1, Galli et al.
(1995), acompanharam 200 criangas desde o nascimento, observando que a
média de idade para o aparecimento de qualquer sintoma foi de 5,2 meses.
A linfadenopatia, esplenomegalia e hepatomegalia foram os sintomas mais
comuns no primeiro ano de vida, sendo que quanto mais precoce a
manifestagdo destes (antes de 5,2 meses) menor a média de sobrevivéncia.
O baixo peso ao nascer, a contagem decrescente de células CD4+ e o
inicio precoce dos sintomas foram preditivos de rapida progressdo da
doencga. O aparecimento de cada uma das manifestagido seria um auxiliar no
diagndstico, bem como na intervengdo preventiva pelos tratamentos
antiretrovirais.

No intuito de obter mais informagdes acerca das manifestagbes
bucais na infecgao pediatrica pelo HIV, Del Toro et al. (1995) examinaram 24
criangas infectadas, entre dois meses e 13,5 anos, contaminadas
verticalmente e medicadas com drogas antiretrovirais. Sete criangas tinham

infecgdo assintomatica (P-1) e 17 tinham infecgdo sintomatica (P-2). A
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candidose bucal foi encontrada apenas em quatro criangas (16,7%) e o
aumento da glandula parétida em uma (4,4%). Salientaram que a
prevaléncia de manifestagdes bucais aumenta com a progresséo da doenga,
sendo um aspecto comum na infecgéo perinatal pelo HIV.

Com o propdsito de identificar fatores de risco para a ocorréncia de
lesbes buco-faciais, bem como estabelecer estas lesées como indicadores
prognosticos, preditores do desenvolvimento da AIDS, Ramos-Gomes et al.
(1995), acompanharam por trés anos, 433 criangas expostas verticalmente
ao HIV. Detectaram candidose pseudomembranosa bucal em 16,40%
(71/433) e aumento da glandula parétida em 2% (9/433) das criangas. A
média de células CD4+ para criangas com candidose bucal foi de 1030
cel/mm®. Concluiram que as manifestages buco-faciais s&o comuns na
infeccao pediatrica pelo HIV, servindo como sinalizadores da doenga, sendo
a ateng&o inicial e a prevencgao, essenciais a um melhor prognastico.

Com uma outra visdo Barasch et al. (1996), procuraram determinar a
prevaléncia de lesGes de tecidos moles bucais e correlacionar os dados aos
valores sanguineos encontrados nos prontuarios de 78 criangas HIV+.
Encontraram sessenta e trés (59,4%) com lesdes bucais, sendo gengivite
ulcerativa necrosante a mais prevalente (19,8%), seguida da candidose
pseudomembranosa (13,2%), gengivite (12,3%) e outras lesbes com
prevaléncia menor de 5%. As manifestagdes bucais foram observadas em
pacientes com baixas contagens de células CD4+.

Visando avaliar a prevaléncia e o tipo de lesGes bucais, Chiodo et al.

(1996), estudaram 50 criangas entre dois meses e 11 anos, nascidas de
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mées HIV+. Trinta e uma (62%) criangas eram HIV+, 11 (22%) eram
expostas e 8 (6%) em sororeversdo. Foram encontradas 43 lesGes bucais,
sendo candidose a mais prevalente (56%), seguida de gengivite (16%),
leucoplasia pilosa (14%), aumento da parétida (9%) e ulceras (5%). As
criangas em imunossupressdo severa apresentaram mais lesdes bucais,
sendo que Candida albicans foi isolada em 12 criangas com candidose.

Procurando esclarecer a associagao entre risco para complicagbes
bucais e a progressao da doenga na infecgdo pediatrica pelo HIV, Del Toro
et al. (1996), avaliaram 28 criangas com idade entre dois meses e 13,5
anos, contaminadds verticalmente e que ingeriam drogas antiretrovirais por
ocasido dos exames. Candidose pseudomembranosa foi a manifestacédo
mais encontrada (5/28), seguida do aumento da parétida (1/28). Criangas
sintomaticas tiveram uma ocorréncia de manifestagbes bucais
significantemente mais alta que as ndo sintomaticas, corroborando a
observagdo de que a progressdo da doenga aumenta o risco para o
desenvolvimento de manifestagdes bucais.

Investigando a prevaléncia de lesdes de tecidos moles bucais em
criangas infectadas pelo virus HIV e sua relagdo com os niveis de linfocitos
CD4+, Howell et al. (1996), estudaram 60 criangas de ambos os sexos, com
média de idade entre 58 + 3 anos, observando que uma contagem
decrescente de linfocitos CD4+ (135 para 35 cél/mm?) esteve associada com
o aumento da severidade da doenga gengival.

Com o intuito de comparar a prevaléncia de manifestagdes buco-

faciais de tecidos moles em criangas infectadas verticalmente pelo HIV e em
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um grupo controle sororevertido, Ramos-Gomes et al. (1996), revisaram os
prontuarios médicos de 492 criangas, registrando as seguintes lesdes:
candidose orofaringea (OPC), aumento da glandula parétida e infecgéo pelo
virus herpes simples. Concluiram que OPC foi a manifestacdo bucal mais
comum (67%), e pode ser considerada um marcador da progressdo da
doenga; criangas infectadas sdo 15 a 25 vezes mais provaveis de
desenvolver manifesta¢des buco-faciais que as criangas nao infectadas pelo
HIV; a presenga de manifestagbes bucais em criangas soropositivas
menores de um ano de idade, quando combinada com outros indicadores
como a contagem de células CD4+, &€ um significante indicador do
prognéstico e um fator crucial no planejamento das intervengdes e
tratamento.

Um grupo de 21 criangas portadoras de AIDS, com média de idade
entre 54 + 33,6 meses, foi acompanhado por Abati et al. (1996) por um
periodo de 33 meses, no intuito de correlacionar presenga de
manifestagbes bucais e contagem de células CD4+. Dessas criangas, 15
(71,4%) apresentavam lesdes bucais, sendo candidose pseudomembranosa
a mais encontrada (13/15), seguida de queilite angular (3/15), leucoplasia
pilosa (3/15), ulcerag¢des aftosas (3/15) e candidose eritematosa (1/15). Das
criangas com lesGes bucais, 53,3% (8/15) apresentaram contagem de
linfocitos CD4+ inferior a 500 cel/mm?®, tendo sido a presen§a de lesbes
bucais associada a baixas contagens de CD4+ durante o periodo de

acompanhamento.
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Em pesquisa realizada com 80 criangas HIV+, Hernandez; Boj
(1996), encontraram 75% delas com lesdes bucais, sendo candidose a
afecgdo mais prevalente (60%). Outras afecgbes foram: caries mudltiplas
(50%), gengivite (20%), aumento da glandula parétida (20%), herpes simples
(8%), doenga periodontal (5%) e petéquias (5%). Salientaram que o
desconhecimento paterno de estar infectado, além do longo periodo de
incubacgao do virus, podem resultar em muitos casos ndo diagnosticados de
infec¢ao perinatal e natal pelo HIV.

Na intengdo de verificar a progressdo das alteragbes bucais em
criangas HIV+, bem como avaliar as relagbes entre o estado geral e a saide
bucal de pacientes com AIDS, Schoen et al. (1996), examinaram 134
criangas, sendo 76 HIV+ e 58 controles, com idade entre dois e 15 anos. A
contagem de células CD4+ para o grupo HIV+ foi 547 cél/mm?3, sendo que
em 27% (20/76), a contagem foi menor que 200 cél/mm?®, em 17% (13/76),
entre 200 e 499 cél/mm ° e em 56% (43/76), acima de 499 cel/mm’.
Encontraram um maior percentual de eritema gengival linear em criangas
com contagens de CD4+ abaixo de 200 cel/mm?®, sugerindo haver relagdo
entre o estado geral e a satde bucal em criangas HIV+, e que o decréscimo
na contagem de células CD4+ aumentaria o risco para doengas bucais.

Visando determinar a prevaléncia de linfadenopatia cérvico-facial
(LCF), bem como a sua relagdo com o grau de imunossupressdo (% CD4+)
e a ocorréncia de manifestagbes bucais, Bundzman et al. (1996),
examinaram 46 criangas entre dois e 12 anos. Observaram uma prevaléncia

de 67.4% de LCF, das quais 17,4% (8) correspondiam a linfonodos cervicais,
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6,5% (3) submentonianos e 60,9% (28) submandibulares. Das criangas
examinadas, 61,3% apresentavam linfadenopatia e imunossupresséo severa
e 19,4%, linfadenopatia e supressdo moderada. A candidose foi a lesdo mais
associada com a LCF (29%) seguida da gengivite (25,8%), mas sem
significancia estatistica. Concluiram ser a presenga da linfadenopatia
cérvico-facial um sintoma inespecifico, relacionado diretamente com o grau
de imunossupressao.

Correlacionando os valores de CD4+, a relagdo T4/T8 e os estagios
clinicos da infecgdo pelo HIV com a prevaléncia da candidose em 55
criangas HIV+, de ambos os sexos, com idade entre dois e 14 anos e em um
grupo controle, Santos et al. (1996), observaram que a candidose
predominou nos pacientes com imunossupressao severa (P-2). A candidose
pseudomembranosa foi mais freqliiente (71%) no grupo HIV+, ndo tendo sido
encontradas diferengas significativas entre as médias do percentual CD4+ e
tipos de candidose.

Avaliando as medidas preventivas e terapéuticas num programa de
saude bucal envolvendo 100 criangas expostas ao HIV, Ferguson et al.
(1997), confirmaram 41 criangas portadoras de AIDS, apresentando
aumento da glandula parétida em 44%, e candidose em 39,5% com apenas
5% apresentando ambas as manifestagdes.

No intuito de determinar a relagdo entre portadores de fungos na
cavidade bucal e ma nutrigao em criangas expostas ao virus HIV, Scheutz et
al. (1997), realizaram esfregagos de mucosa bucal em 882 criangas entre 18

meses e cinco anos, sendo 14 delas soropositivas (1,6%) para o HIV.
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Observaram nesses pacientes ambulatoriais, freqiiéncia maior de fungos
nas criangas mal nutridas infectadas pelo HIV, sendo que o género Candida
foi predominante.

Com o objetivo de determinar as infecgbes bucais bacterianas e
fungicas mais frequentes em criangas hospitalizadas com AIDS, identificar
os patdgenos causadores destas infecgdes, e investigar a possibilidade de
transmissdo hospitalar destes patdgenos potenciais, Makarova et al. (1997),
realizaram coletas com “swabs” da pele, boca e nariz, de 95 criangas (média
de idade 2.6 + 0.2 anos), algumas de suas méaes (12) e enfermeiras (11),
bem como de brinquedos, paredes, assoalho, utensilios e moveis do
hospital. As infecgbes bucais foram as mais prevalentes nestas criangas,
havendo 37% (35/95) no exame de admissdo, mas a prevaléncia diminuiu
com o aumento da incidéncia de outras infecgbes. Candida albicans foi o
microrganismo mais prevalente (25,0 %), seguido do Staphilococcus aureus
(19,0 %) e Escherichia coli. As mados das maes (83%) e das enfermeiras
(27%), bem como  33% dos objetos hospitalares examinados estavam
contaminados por estes microrganismos, sugerindo a transmissao hospitalar
dos mesmos.

Verificando a freqiéncia de manifestagdes bucais em tecidos moles e
sua relagdo com graus de imunossupressao, Santos et al. (1997), avaliaram
80 criangas HIV+, de ambos os sexos, entre dois e 12 anos. Dessas, 62,5%
nao apresentaram manifestagdes bucais e 37,5% apresentaram pelo menos
uma manifestagdo. Encontraram candidose pseudomembranosa (22,5%),

seguida de gengivite (17,5%), aumento da glandula parétida (8,8%), herpes
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simples e leucoplasia pilosa (1,3%), relacionadas a imunossupressdo severa
e moderada, podendo sugerir uma relagdo entre presenga de manifestagées
bucais e a progressédo da infecgdo pelo HIV.

Um estudo transversal realizado em 41 criangas com anticorpos anti-
HIV detectados por ELISA e Western Blot, com idades entre quatro meses e
12 anos, internadas no Instituto da Crianga do Hospital das Clinicas da
Universidade de S&o Paulo, comparando-as a criangas sem risco para AIDS
foi desenvolvido por Costa et al. (1998). Linfadenopatia cervical (53,7%),
seguida de candidose pseudomembranosa (22%), e queilite angular (9,8%)
foram observadas, bem como aumento da glandula parétida (7,3%),
candidose eritematosa (4,9%) e ulceragdes (4,9%).

Com o intuito de comparar a evolugao clinica e imunolégica em 25
criangas HIV+ que apresentaram lesdes bucais ao exame inicial gm 37
criangas que ndo apresentaram lesdo, Castro et al. (1998), observaram que
44% das criangas do primeiro grupo evoluiram para o 6bito, frente a 13,5%
do segundo grupo. Entre as criangas do grupo com lesdo que manifestaram
candidose, 79% (14/25) evoluiram para o 6bito. Concluiram que em criangas
que apresentaram manifestagbes bucais, principalmente candidose, a
infecgdo pelo HIV progrediu mais severa e rapidamente.

Avaliando a prevaléncia de fungos em saliva ndo estimulada de 38
criangas expostas ao virus HIV (27 infectadas e 11 soroconvertidas), Hicks
et al. (1998), detectaram fungos em 19% das criangas infectadas e em 9%

das ndo infectadas. Os fungos foram mais freqlientes nas criangas
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infectadas em supressdo severa (27%) e moderada (18%), e associados a
criangas em terapia antiretroviral (22%).

Com o objetivo de avaliar a freqiéncia de lesdes bucais em criangas
HIV+ em varios periodos de tempo, Castro et al. (1998), pesquisaram 236
prontuarios com registro das lesbées encontradas. Candidose
pseudomembranosa foi a lesdo mais prevalente, seguida do aumento da
glandula parétida, gengivite, herpes labial leucoplasia pilosa e eritema linear
gengival. Observaram uma diminuicdo na freqiéncia das manifestacdes
bucais, principalmente candidose pseudomembranosa, apesar do aumento
do numero de criangas atendidas, tendo sido atribuida a terapia combinada
de medicamentos, que poderia methorar o prognéstico da doenga.

Fugindo a ordem cronoldgica habitual, vamos reunir os trabalhos que
fizeram revisGes da literatura, tendo em vista a semelhanga das conclustes
encontradas e a convergéncia de opinides.

Revendo a literatura sobre as criangas com imunodeficiéncias,
Leggott et al. (1987), salientaram que as imunodeficiéncias primaria,
adquiridas ou resultantes de terapias imunossupressivas tem profundos
efeitos sobre os tecidos bucais. Manifestagées bucais significantes foram
evidenciadas na dependéncia da natureza das alteragdes imunolégicas das
criangas. Candidose bucal e esoféagica, ulceragbes aftosas e infecgoes
herpéticas, estariam associadas a desordens nas células T. Consideraram
candidose a lesdo bucal mais comum em pacientes imunodeficientes, sendo
Candida albicans o microrganismo responsavel por esta lesdo em 30 a 50%

dos imunodeprimidos.
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Leggott (1993), salienta que nas criangas contaminadas pelo virus
HIV, o periodo de incubagdo da doenga é mais curto e as manifestagées,
incluindo as lesbes bucais, ocorrem mais cedo que nos adultos, lembrando-
se que as les6es bucais estdo associadas a infecgdo pelo HIV. Estas podem
ser classificadas em fangicas, virais, bacterianas e idiopaticas, sendo
candidose bucal a infecgdo fungica mais observada, ocorrendo em 75% dos
casos, tendo valor preditivo para o prognéstico da doenga. O aumento da
glandula parétida tem sido associado a um melhor prognéstico. Outras
manifestagdes bucais relacionadas a esta infec¢do incluem herpes simples,
leucoplasia pilosa e gengivite associada ao HIV. O diagnostico precoce das
lesGes bucais € componente importante no diagnéstico e manejo de criangas
com AIDS.

Numa revisdo da literatura sobre AIDS pediatrica, forma de contagio e
suas manifestagdes bucais, Ceccotti (1995), salientou que a placenta ndo
esta completamente desenvolvida até o terceiro més de gestagdo e que
neste periodo, o feto esta desprotegido. Lembrou ainda que a infecgdo no
feto depende do momento em que se produz o contagio. Se o contagio
acontecer no periodo inicial da infec¢do materna, a placenta n&o esta
desenvolvida, a viremia é maior e a infec¢do no feto é mais provavel. Se
durante a gestagao, a mae tornar-se portadora de AIDS, ou ainda, se a
gestacao ocorre em etapas avangadas da doenga, a quantidade de virus no
sangue favorece o contagio fetal. Reavalia as manifestagdes bucais em
criangas, observando que em 95% destas as infecgdes micéticas sao mais

prevalentes (75%), sendo a candidose esofagica encontrada em 20% delas.
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Através uma revisdo da literatura, Costa et al. (1996), salientaram as
diferengas de aspectos da sindrome da imunodeficiéncia adquirida entre
adultos e criangas, afetadas quando seu sistema imunoldgico esta imaturo,
sendo a transmissdo do virus predominantemente perinatal. Entre as
manifestagées bucais da AIDS, destacam a presenga da candidose (4,0% a
71,7%) e o aumento da glandula parétida (2,1% a 71,4%). Concluem ser a
candidose persistente e aumento da glandula parétida achados comuns,
relacionados com a evolugdo e prognostico da AIDS.

Revendo a literatura, Kline (1996), também salientou candidose como
a manifestagdo bucal mais encontrada na infecgdo pediatrica pelo HIV, com
prevaléncia entre 20 e 70%, seguida do aumento da parétida (11 e 47%).
Ocorrendo principalmente em criangas sintomaticas, a candidose bucal
frequentemente é encontrada associada a baixa contagem de linfocitos
CD4+, tendendo a ocorrer em criangas com idades mais precoces (média
2,4 anos) que o aumento da parétida (média 4,6 anos) ou a infecgdo pelo
virus herpes simples (média 5 anos). Candida albicans foi o microrganismo
mais associado a candidose nos portadores do virus HIV.

Enfocando a epidemiologia, imunopatogénese, caracteristicas clinicas
e classificagdo da infecgdo pelo virus HIV, Chigurupati et al. (1996),
realizaram uma revisdao da literatura, dando énfase as manifestagdes bucais,
sua significadncia prognodstica, bem como as modalidades de tratamento.
Concluiram ser a presenga de lesfes bucais de utilidade na profilaxia
antivirus e na intervengao terapéutica, que os odontopediatras podem

detectar precocemente as lesfes bucais em seus pacientes, e deveriam
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treinar pediatras para o diagnostico destas lesGes, devendo existir
colaboragdo entre profissionais de saide com relagdo as lesdes bucais,
parametros imunoldgicos, bem como na realizagdo de terapia profilatica para
melhorar a qualidade de vida das criangas infectadas pelo HIV.

Com o objetivo de verificar as variagdes quantitativas e qualitativas na

micnobi ofa da  cavidade bucal de pacientes durante tratamentos
imunossupressivos, Sixou et al. (1996), realizaram uma reviséo da literatura
relativa a estes aspectos. Salientaram que as modificagées quantitativas e
qualitativas na flora bucal tem sido observadas em tratamentos de ordem
local e/ou geral, e que espécies raramente encontrados ou encontradas em
pequeno numero em pessoas saudaveis, podem repentinamente passar a
ser dominantes ao haver um desequilibrio no ecossistema, lembrando a
existéncia de 300 a 400 espécies de microrganismos detectaveis na
cavidade bucal, e a presencga de varios nichos de onde estes organismos
podem ser coletados em uma mesma boca.

Através uma revisdo da literatura, Ramos-Gomes (1997), analisou
aspectos relevantes relacionados a infecgdo pelo HIV em criangas, como a
prevencdo da transmissdo, a progressdo da doenga e as manifestagoes
bucais encontradas, salientando o papel sinalizador destas manifestagées
frente o desenvolvimento da doencga. Salientou ainda, a necessidade de
estabelecer critérios diagndsticos universais para as manifestagées da
doenga, bem como a implantagdo de programas preventivos mais efetivos.

Apresentando aspectos relevantes relacionados as candidoses

bucais, Birman (1998), salientou a presenga do género Candida e
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principalmente da espécie C.albicans, encontrada como comensal entre 40 a
60% de portadores sadios. Em pacientes com AIDS, destacou o papel
sinalizador das manifestagdes fungicas bucais, cuja prevaléncia e
severidade aumentam com o agravamento da imunossupressdo, sendo
importante para o prognéstico da doenga.

Frente a escassez da bibliografia revisada em relagdo a trabalhos
especificos quanto a analise da microbiota da cavidade bucal de pacientes
pediatricos portadores do virus HIV ou com AIDS, avaliamos alguns
trabalhos relacionados a microbiota bucal, realizados em criangas saudaveis
e imunossuprimidas por outras doengas, para fins de embasamento em
pediatria.

Com o intuito de pesquisar a presenga de Candida bucal,
Berdicevsky et al. (1984), examinaram 140 criangas saudaveis entre trés e
doze anos, de ambos os sexos, divididas em dois grupos: no jardim de
infancia (58) e na escola primaria (82). Foram coletadas amostras de saliva
ndo estimulada e semeadas em agar Sabouraud. No grupo 1, 45% eram
portadores de Candida albicans, enquanto no grupo 2, 65% eram
portadores. A diferenga entre os dois grupos foi significante, mas n&o houve
diferengas entre os sexos. Concluiram haver uma grande quantidade de
criancas portadoras de Candida, mas os fatores predisponentes
permanecem obscuros.

Estudando a microbiota bucal em 32 criangas hospitalizadas, sendo
16 com leucemia e sob antibioticoterapia e 16 com outras doengas,

compondo o grupo controle, Galili et al. (1992), procuraram correlacionar os
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microrganismos encontrados ao estado geral dos pacientes, através a
realizagdo de culturas e exames de sangue. Em 93,7% dos pacientes com
leucemia (15/16), observaram culturas positivas para enterobactérias, frente
a prevaléncia de apenas 18,7% (3/16) no grupo controle. Observaram
redugdo do numero de glébulos brancos e presenga de Ulceras bucais.
Concluiram ndo haver mudangas no quadro das enterobactérias, mesmo em
face do uso de antibidticos efetivos contra Gram negativos, sendo Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli as bactérias mais observadas.

Com o proposito de estudar a real prevaléncia das chamadas
estomatites e analisar a microbiota bucal em relagdo a bactérias, fungos e
virus, Gatti et al. (1994), examinaram 90 criangas de ambos os sexos, na
faixa etaria de seis meses a 11 anos, que compareceram ao Hospital
Universitario e Hospital Infanti Darcy Vargas em S&do Paulo, para
atendimento médico de variadas etiologias, comparados a um grupo
controle sadio. As les6es multiplas ou disseminadas na mucosa bucal ndo
estavam associadas a processos infecciosos gerais, sendo que as lesdes
bucais compativeis com infec¢do viral do tipo herpética foram as mais
encontradas. A microbiota bacteriana ndo revelou diferengas significativas
nas bactérias Gram positivas entre os dois grupos de criangas. Candida sp
e Candida albicans predominaram na microbiota fungica.

N o intuito de avaliar qualitativamente a microbiota bucal fungica e
bacteriana e as manifestagées bucais em criangas com leucemias agudas,

antes e durante a quimioterapia, comparando a um grupo controle
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clinicamente sadio, Gongalves et al. (1997), examinaram 30 criancgas entre
dois meses e 16 anos de idade. Encontraram maior prevaléncia de Candida
albicans no grupo de criangas leucémicas com e sem quimioterapia; o grupo
sob quimioterapia apresentou maior seletividade para C. albicans; o grupo
de criangas que ndo estava sob tratamento apresentou maior variabilidade
de espécies; e os niveis de C. albicans no grupo controle foram semelhantes
ao dos pacientes sob quimioterapia. Nao observaram diferengas
significativas entre bactérias Gram negativas e Gram positivas, havendo o
grupo controle apresentado maior tendéncia para Gram negativas. Em
relagdo as manifestagées bucais, observaram maior variabilidade de
alteragGes inespecificas em todas as criangas com leucemia. Ndo pode ser
caracterizado um padrdo especifico em relagdo a microbiota fungica e
bacteriana com as manifestagdes bucais nas criangas da amostra.

A analise da revisdo da literatura permitiu observar o grande vazio
em relagdo aos outros aspectos relacionados a cavidade bucal de criangas
HIV+ ou com AIDS, como a microbiota, tendo em vista a freqiéncia de
manifestagbes buco-faciais como as candidoses e por outro lado, a auséncia

de informagdes sobre o papel das bactérias e fungos neste quadro clinico.



3. PROPOSICAO

Analisando a literatura atual ao nosso alcance, em relagdo a AIDS
infantil, propusemo-nos a avaliar as manifesta¢des buco-faciais de criangas
portadoras, bem como estudar qualitativamente a microbiota bucal
bacteriana e fungica e sua freqiéncia, frente a controles clinicamente sadios
e sem historia de fatores de risco associada. Visando um melhor
conhecimento da agdo flingica, dada a importancia do género Candida,
procuramos analisar os niveis de produgdo enzimatica representados pela
proteinase e fosfolipase, bem como a suscetibilidade dos fungos isolados

frente um grupo de cinco antifangicos.



4. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

CASUISTICA:

Entre os pacientes regulares do setor de Infectologia do Ambulatério
de Pediatria da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo-SP, foram
avaliadas criangas expostas verticalmente ao virus HIV. Os fatores de
inclusdo foram: criangas de ambos os sexos, com idade entre dois e seis
anos completos, nascidas de maes portadoras do virus HIV, com anticorpos
anti-HIV detectados pelos testes ELISA e Western Blot apés 15 meses de
idade, havendo em seus prontuarios, dados atualizados da contagem de
células CD4+ e CD8, bem como a medicagdo utilizada, tratados e
acompanhados em ambulatério. Obedecendo a estes critérios, foram
selecionadas 30 criangas sintomaticas, portadoras de AIDS, de acordo com
a classificagao do Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 1994).
Estas criangas faziam uso constante e regular de medicamentos como
sulfametoxazol + trimetropina (Bactrin), e agentes antiretrovirais como
zidovudina (AZT), dideoxinosina (ddl), e/ou 2-deoxi-3-tiacitidina (3TC ou
Epivir).

Foi incluido na pesquisa, um grupo controle constituido por 30

criangas, pareadas por idade e sexo aos componentes do grupo com AIDS,
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assintomaticas por ocasido do exame , nao transfundidas, e cujos maes nao
tivessem o virus HIV durante a sua gestacdo, alunas do Centro Escolar de
Educacdo Infantil Biquinho - Sdo Paulo-SP. Como pré-requisito, os
componentes do grupo controle ndo poderiam ter utilizado qualquer tipo de
antibiético ha pelo menos 15 dias antes, nem qualquer outro tipo de
medicamento na véspera ou no momento do exame.

A comissdo de ética da Santa Casa de Misericordia previamente
contatada, autorizou a realizagdo do projeto (ANEXO 1). Os pais e/ou
responsaveis dos componentes dos grupos com AIDS e controle (Grafico 1)
foram previamente informados dos objetivos, procedimentos, possiveis
desconfortos ou riscos, bem como dos provaveis beneficios deste trabalho e
também autorizaram a participacdo das criangas neste estudo (ANEXO 2).
Apods a obtengdo do consentimento dos pais e/ou responsaveis foi realizado

a pesquisa, constituida de anamnese, exames extra e intra bucais e coleta

do material.
141
124
104
2 |--- 4 anos
H 4 |---| 6 anos

(=]

Masculino Feminino

Gréfico 1. Distribuigdo dos grupos com AIDS e controle, por faixa etaria e sexo.
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MATERIAL E METODOS
Procedimentos clinicos

O exame clinico, realizado no ambulatério de Pediatria da Santa Casa
de Misericordia, sob luz artificial, constou de exame extra bucal (inspegéo
visual e palpagdo da regido cérvico-facial) e exame intra bucal. Inicialmente
era efetuada a inspe¢do visual da face do paciente, observando-se a
presenga de ganglios infartados e/ou aumento de volume das glandulas
pardtidas, bem como a presenga de lesdes faciais. Em seqiiéncia, era
realizada a palpagdo da regido da cabega e pescogo, pesquisando a rede
ganglionar e as glandulas parétidas. Utilizando-se espatulas de madeira para
o afastamento dos labios, era entdo efetuado o exame intra bucal, sendo
anotadas as caracteristicas de lesGes presentes em relagdo a forma,
aspecto, se isoladas ou multiplas, extensdo e localizagdo, bem como seu
diagnéstico clinico. Todos os procedimentos clinicos foram realizados por
um unico examinador previamente treinado, sendo o registro efetuado em
fichas proprias (ANEXO 3), elaboradas para anotar as informagdes pessoais,
histéria médica, dados clinicos e laboratoriais, bem como as manifestagées
bucais e/ou faciais presentes. O diagnéstico das lesbes foi baseado

exclusivamente nas definicées do EC-Clearinghouse and WHO (1993).

Coleta do material:
Com o auxilio de uma zaragatoa (swab) alginatada estéril,
previamente umedecida em solugdo salina também estéril, foram realizados

movimentos circulares e de rotagdo no fundo de sulco superior e inferior,
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assoalho da cavidade bucal e/ou lingua de cada crianga, obedecendo
sistematicamente a mesma sequéncia. A zaragatoa com o material coletado
para a pesquisa da microbiota bacteriana, era imediatamente colocada em
tubo de ensaio contendo meio de Stuart (especial para transporte), proximo
a chama de uma Ilamparina, o tubo identificado e encaminhado ao
laboratorio de Bacteriologia, do Instituto das Quimicas da Universidade de
Séo Paulo-SP, num prazo maximo de trés horas (ANEXO 4).

Utilizando-se uma segunda zaragatoa alginatada estéril, previamente
umedecida em solugdo salina estéril, eram novamente realizados
movimentos circulares e de rotagdo, obedecendo a seqliéncia descrita
anteriormente, visando a coleta de material para avaliagdo da microbiota
fungica. O material coletado era imediatamente semeado junto a chama de
uma lamparina, em placa de Petri contendo agar Sabouraud-dextrose*
acrescido de 100 pg/ml de cloranfenicol*™ . A placa de Petri semeada era
identificada e separada para transporte, sendo encaminhada ao laboratério
de Micologia, do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Sdo

Paulo-SP, num prazo de trés a cinco horas.

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
Bacteriologia:
As amostras coletadas foram submetidas a coloragdo de Gram e

posteriormente semeadas nos meios de agar sangue, agar chocolate e agar

* Difco Laboratories
**Cloromicetina Park Davis Lab.
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McConkey, segundo a metodologia preconizada pelo Manual of Clinical
Microbiology (1991).

As bactérias anaerobicas facultativas isoladas foram identificadas
segundo a descrigdo de Holt et al. (1994). Os meios de agar sangue e agar
chocolate foram incubados em 2-3% de CO, em jarra com vela, por 18 a 24
horas.

Foram empregadas as provas bioquimicas de catalase negativa,
produgdo de coagulase, Dnase e sensibilidade a Novobiocina para a
identificacdo preliminar das bactérias do género Staphylococcus, sendo que
para as bactérias do género Sfreptococcus, foram empregadas a produgéo
de catalase, producdo de hemolise o,  ou y em agar sangue, sensibilidade
a optoquina e a bacitracina, sulfametoxazol-trimetropin, crescimento em
NaCl 6,5%, hidrélise do hipurato, Camp teste e crescimento em bile-
esculina.

A identificagdo de enterobactérias foi realizada mediante o emprego
das provas de desaminagdo da fenil-alanina, citrato, malonato,
descarboxilagdo da lisina, ornitina e arginina, produgdo de indol, motilidade,
Voges-Proskauer, vermelho de metila, gas de glicose, hidrolise da uréia e
producao de gas sulfidrico.

Foram empregadas provas do satelitismo e as provas do fator de
crescimento V, X, VX, para a identificagdo das bactérias do género
Haemophilus.

Para a identificagdo das espécies do género Neisseria, foram

utilizadas as provas de produgdo de oxidase, produgdo de catalase e
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fermentacdo de carboidratos (glicose, maltose, lactose e xilose), redugédo do
nitrato e nitritos, crescimento em agar simples e produgdo de gas sulfidrico.
Na identificagdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores, foram
empregadas as provas: produgdo de oxidase, produgdo de nitrogénio
gasoso, de piocianina, de indol, de gas sulfidrico, crescimento a 42° C,
crescimento em meio de acetamida, hidrdlise da esculina, uréia, DNA, Orto-
Nitro-Galacto-Piranosideo (ONPG), oxidagdo de: glicose, xilose, manitol,

lactose, maltose e crescimento em agar McConkey.

Micologia

As placas contendo o material coletado foram incubadas em estufas
a 25°C, por um periodo de até 15 dias. Apos crescimento, as coldnias
foram contadas e selecionadas segundo cor, tamanho, consisténcia,
superficie, bordas, brilho e topografia, efetuando-se entdo o repique em
tubos de ensaio numero 16, contendo agar Sabouraud-dextrose acrescido
de 100pg/ml de cloranfenicol. Somente as coldnias leveduriformes foram
selecionadas e identificadas mediante pesquisa de tubo germinativo, estudo
da micromorfologia (microcultivo), caracteristicas fisiolégicas com relagdo a
assimilagdo de carbono e nitrogénio (auxanograma), fermentagdo de
agucares (zimograma) e provas de produgdo de exoenzimas (proteinase e
fosfolipase), segundo os métodos preconizados por Lodder (1970) e Kreger-

Van Rij (1984), através do protocolo utilizado para identificagdo de leveduras
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da Segao de Micologia do Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo-SP (ANEXO 5).

As amostras produtoras de proteinase e fosfolipase, bem como as
cepas padrdo, produzem uma zona opaca de precipitagdo tanto para a
proteinase como para a fosfolipase ao redor do ponto de inoculagédo. A
atividade enzimatica (Pz) foi obtida através da razdo entre o diametro da
colénia (dc) e o diametro da colénia mais a zona de precipitagdo (dcp),

segundo Price et al., 1982, como indicado no Quadro 1.

Quadro 1. Valores para o calculo da atividade enzimatica

Pz = diametro da coldnia/ didmetro da Atividade enzimatica (Pz)
colénia + zona de precipitagdo
Pz =1,00 — (auséncia de atividade)
Pz=>0,64 <1,00 + (atividade positiva)
Pz < 0,64 + + + (atividade fortemente positiva)

Antifungigrama

As culturas do género Candida, foram submetidas a testes para
verificar sua suscetibilidade indicada pela concentragdo inibitoria minima
(CIM), frente a cinco antifungicos, sendo um derivado poliénico (anfotericina
B), um pirimidinico (5-fluorcitosina), dois triazolicos (fluconazol, itraconazol) e
um imidazélico (cetoconazol), pelo método ETEST', seguindo a técnica
preconizada pelo fabricante. O meio utilizado foi o “Yeast Nitrogen Base®,
Difco (6,7g/!), acrescido de glicose (10,0g/l) e agar (15,0g/l), seguindo-se a
metodologia apropriada em relagdo aos testes com as fitas, permitindo-se

estabelecer o valor da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) como a menor

* AB BIODISK
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concentragdo da droga na qual a borda da zona de inibigdo da elipse
interceptou a escala nas fitas plasticas do ETEST, que contém gradientes de
concentragdo do antifungico pre-definido e continuo, que varia de 0,002 a
32,0 ng/mil, com excegao do fluconazol, que possui taxas de 0,016 a 256,0
png/ml, permitindo assim, uma leitura quantitativa do antifungigrama.

Os resultados do ETEST sdo analisados segundo o critério de que
valores obtidos no estudo devem ser comparados aos niveis séricos
atingidos por essas drogas, segundo Thornsberry; Sabath (1985). Séo
considerados resistentes os isolamentos que apresentaram CIM > 2ug/ml
para anfotericina B, > 64ug/ml para 5-fluorcitosina e > 8ug/ml para os
derivados azdlicos (cetoconazol, fluconazol e itraconazol).

Foi realizado tratamento estatistico, utilizando-se o teste do Qui-
Quadrado (x?) frente o grau de imunossupressdo. Em relacdo as bactérias,
foram utilizados os testes do Qui-Quadrado e de Proporcdo. Em relagdo aos
fungos isolados, foram utilizados os teste do Qui—Quadrado, de Mann-
Whitney para proteinase e fosfolipase, e o teste de Kruskal-Wallis para os

antifangicos analisados.



5. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra a distribuigdo do grupo com AIDS por faixa etaria e
sexo, € nela podemos observar uma ligeira predominancia do sexo
masculino, 53,33% (16/30) sobre o feminino, 46,67% (14/30). A faixa etaria
mais numerosa, foi a com criangas entre quatro anos completos e seis anos
incompletos, sendo 13 do sexo masculino, e 11 do feminino, seguida da
faixa de dois a quatro anos, num total de seis criangas, sendo trés do sexo
masculino e trés do feminino.

A distribuigdo do grupo controle foi semelhante, tendo em vista o

pareamento por idade e sexo ao grupo com AIDS.

Tabela 1. Distribuigdo do grupo com AIDS, por faixa etaria e sexo.

Faixa etaria Masculino Feminino Total
2—4 3 3 6
41— 6 13 11 24
Total 16 14 30

A distribuigdo das criangas com AIDS por idade e contagem de
células CD4+, de acordo com os indices preconizados pelos Centers for

Diseases Control (CDC, 1994) sdo apresentados na Tabela 2. N&o foram
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encontradas criangas na faixa auséncia de supressédo (= 1000 cél/mm®); na
faixa da supressdo moderada (500 - 999 cél/mm?®), foram encontradas
33,33% (10/30) e na faixa da supressdo severa (< 500 cél/mm?®), 66,67%

(20/30), ndo sendo esta diferenga estatisticamente significante ( = 2.11).

Tabela 2. Distribuicdo das criangas com AIDS, por faixa etaria e contagem

de células CD4+,

Faixa etaria Auséncia de Supresséo Supressdo | Total
supressao moderada severa
> 1000 500-999 <500
24 - 4 2 6
anos
41— 6 - 6 18 24
anos
Total 0 10 20 30

5.1. Manifestagoes buco-faciais

No Grafico 2, apresentamos o total de manifestagdes buco-faciais
encontradas nas 30 criangas componentes do grupo com AIDS, sendo que
13,33% (4/30) das criangas apresentavam trés manifestagbes; 16,66%
(5/30) apresentavam duas, 40% (12/30) apresentavam uma, e 30% (9/30)
ndo apresentaram manifestagGes. Em relagdo aos tipos de manifestacdes
buco-faciais, 40% (12/30) das criangas apresentaram linfadenopatia cérvico-
facial; 33,33% (10/30) gengivite inespecifica; 23,33% (7/30) candidose;
13,33% (4/30) aumento da glandula parotida, sendo as ulceragdes

representadas por 3,33% (1/30).
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Grafico 2. Manifestagdes buco-faciais detectadas nas criangas do grupo com AIDS.

Na Tabela 3, podemos observar as lesdes buco-faciais, distribuidas
em 35,30% (12/34) linfadenopatia cérvico-facial, 29,41% (10/34) gengivites;
20,58% (7/34) candidoses; 11,76% (4/34) aumentos da glandula parétida e
2,94% (1/34) ulceracgdes. Das 12 criangas com linfadenopatia, 33,33% (4/12)

estavam em supressdo moderada, e 66,67% (8/12) em supressido severa.

As criangcas com gengivite estavam mais distribuidas dentro da amostra,
40% (4/10) em supressdo moderada enquanto 60% (6/10) encontravam-se
em supressdo severa. Em relacdo a candidose, observamos sete casos
assim distribuidos: 28,57% (2/7) em supressdo moderada, 71,43% (5/7) em
supressao severa, ndo havendo nenhum caso em auséncia de supressdo. O

aumento da glandula paroétida foi observado num total de quatro casos assim
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distribuidos: 25% (1/4) em supressdo moderada e 75% (3/4) em supressao
severa, enquanto as ulceragdes somente foram observadas em supressio

severa.

Tabela 3. Manifestagdes buco-faciais encontradas nas criangas do grupo

com AIDS, de acordo com a contagem de células CD4+.

ManifestagGes buco- | Auséncia de Supresséo Supressdo | Total
faciais supressao moderada severa
>1000 500-999 < 500
cél/mm’® cél/mm?® cél/mm?®
Linfadenopatia 0 4 8 12
Gengivite 0 4 6 10
Candidose 0 2 5 7
Aumento da paroétida 0 1 3 4
Ulceragbes 0 0 1 1
Total 0 11 23 34

5.2.Bactérias

As bactérias encontradas em ambos os grupos estudados, foram
isoladas de acordo com o género e a espécie. No grupo de criangas com
AIDS, 55 culturas foram positivas para cocos Gram positivos, seis para
bacilos Gram positivos, e 23 para cocos Gram negativos. No grupo controle,
35 amostras foram positivas para cocos Gram positivos e quatro para bacilos

Gram positivos, enquanto 41 foram positivas para cocos Gram negativos

(Tabela 4).
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Tabela 4. Amostras positivas para bactérias, isoladas da cavidade bucal das
criangas dos grupos com AIDS e controle, de acordo com género e

coloragdo em Gram.

Bactérias AIDS Controle
Cocos Gram positivos 55 35
Bacilos Gram positivos 06 04
Cocos Gram negativos 23 41

As criangas do grupo com AIDS apresentaram mais cocos Gram
positivos e menos cocos Gram negativos frente as do grupo controle (y 2=
9.48; p= 0.0021), sendo o Chi? fortemente significante. Em relagdo aos
bacilos, ndo existiu diferenga estatisticamente significante entre as criangas
do grupo com AIDS e controle.

Entre as bactérias Gram positivas isoladas do grupo com AIDS, foram
encontradas 46,66% (14/30) amostras positivas para Strepiococcus mitis,
20% (6/30) para Streptococcus sanguis, 16,66% (5/30) para Streptococcus
ndo hemolitico ndo do grupo D, 13,33% (4/30) para Streptococcus salivarius,
10% (3/30) para Streptococcus o hemolitico do grupo viridans, 6,66% (2/30)
para Streptococcus sp, Streptococcus agalactiae e Streptococcus mutans,
3,33% (1/30) para Streptococcus pyogenes e Streptococcus anginosus,
23,33% (7/30) para Staphilococcus sp, 20% (6/30) para Staphilococcus
saprophyticus, 6,66% (2/30) para Staphylococcus aureus e 3,33% (1/30)
para Bacilos do tipo difterdide.

No grupo controle, as bactérias Gram positivas isoladas estavam
distribuidas em 46,66% (14/30) amostras positivas para Streptococcus mitis,

16,66% (5/30) para Streptococcus sanguis, 6,66% (2/30) para
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Streptococcus ndo hemolitico ndo do grupo D, 23,33 % (7/30) para
Streptococcus salivarius, 13,33 (4/30) para Streptococcus mutans, 6,66%
(2/130) para Streptococcus anginosus, 3,33% (1/30) para Staphilococcus

saprophyticus e 13,33 % (4/30) para Bacilos do tipo difteréide (Grafico 3).

W Streptococus mitis
W S. sanguis

W S. 7 hemol #i gr D
BS. salivarius

BS. a hemol gr viridans
BS. sp
B S. agalactiae

OS. mutans

B S. pyogenes

W S. anginosus

Staphilococcus sp

OS. saprophyticus
S. aureus

AIDS Controle B Bacilos difierdide

Gréfico 3. Bactérias Gram positivas isoladas na cavidade bucal das criangas dos
grupos com AIDS e controle, de acordo com género e espécie.

Em relagdo as bactérias Gram negativas, no grupo com AIDS foram
encontradas 43,33% (13/30) de amostras positivas para Neisseria sicca,
10% (3/30) para Neisseria sp e Neisseria flavescens, 6,66% (2/30) para
Neisseria mucosa, 3,33% (1/30) para Neisseria catarrhalis e Neisseria
subflava, 6,66% (2/30) para Escherichia coli e 3,33% (1/30) para
Pseudomonas maltophilia. No grupo controle, 76,66% (23/30) amostras
foram positivas para Neisseria sicca, 6,66% (2/30) para Neisseria sp, 10%
(3/30) para Neisseria flavescens, 26,66% (8/30) para Neisseria mucosa e

16,66% (5/30) para Neisseria subflava. Nao foram encontradas amostras
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positivas para Neisseria catarrhalis, Escherichia coli e Pseudomonas

maltophilia entre as criangas do grupo controle (Grafico 4).

B Neisseria sicca

BN. sp

ON. flavescens

BN. mucosa

BN. catarrhalis

BIN. subflava

B Escherichia coli

0O Pseudomonas maltophilia

Gréfico 4. Bactérias Gram negativas encontradas na cavidade bucal das criangas
dos grupos com AIDS e controle, de acordo com género e espécie.

Os resultados dos testes de propor¢gbes para identificagdo dos géneros e
espécies de bactérias que apareceram com maior freqiéncia nos grupos
estudados, estdo descritos no Quadro 2. Neste mesmo quadro, podemos
observar que a associagdo entre cocos Gram positivos e criangas com AIDS,
demonstrada pelo teste Chi%, ocorreu face a maior proporgdo de
Staphilococcus presentes no grupo com AIDS, o que é revelado agora pelo

teste de Proporcéo.



42

Quadro 2. Niveis de significancia da presencga de bactérias isoladas na

cavidade bucal das criangas dos grupos com AIDS e controle.

Bactérias z p Significancia
Streptococcus mitis - - -
S. sanguis 0.333 0.22 n-s
S. i hemol. i do gr. D 1.20 0.22 n-s
S. salivarius 1 0.31 n-s
S. a hemol. do gr. Viridans 1.77 0.07 n-s
S. sp 1.43 0.15 n-s
S. agalactiae 1.43 0.15 n-s
S. mutans 0.86 0.39 n-s
S. pyogenes 1.01 0.31 n-s
S. anginosus -0.59 0.55 n-s
Staphilococcus sp 2.81 0.0049 fortemente significante
S. saprophyticus 2.01 0.022 significante
S. aureus 1.43 0.15 n-s
Bacilos difterdide 0.69 0.48 n-s
Neisseria sicca -2.63 | 0.0084 fortemente significante
N. sp 0.46 0.64 n-s
N. flavescens 0.46 0.64 n-s
N. mucosa -2.08 0.018 fortemente significante
N. catarrhalis 1.01 0.31 n-s
N. subflava -1.72 0.043 significante
Escherichia coli 1.43 0.15 n-s
Pseudomonas maltophilia 1.01 0.31 n-s

5.3. Fungos

Das amostras coletadas nas criangas com AIDS, 83,33% (25/30)

apresentaram resultados positivos para algum tipo de fungo. Foram

identificadas 24 amostras positivas para Candida albicans, uma para

Candida parapsilosis e Candida tropicalis, sendo esta Ultima associada a

C.albicans. No grupo controle foram identificadas 11 amostras positivas para

fungos, sendo duas positivas para C. albicans, quatro para Candida
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guilliermondii, uma para Candida lusitaniae, duas para Rhodotorula rubra,
uma para Candida sp e Aureobasidium pullulans (Grafico 5). O grupo com
AIDS apresentou menor variedade de fungos, identificados em um maior
numero de amostras positivas, enquanto no grupo controle foi encontrada
maior variedade de fungos em um menor numero de amostras positivas. O
tratamento estatistico pelo Chi’ demonstrou ser altamente significante
(x>=7.89, p=0.005), indicando uma forte correlagdo entre AIDS e a

presencga de fungos.

Controle 0 Aureobasidium pullulans

B Candida sp

B Rhodotorula rubra
C. tropicalis

B C. lusiteniae

W C. parapsilosis

B C. guilliermodii

B C. albicans

Gréfico 5. Fungos isolados na cavidade bucal das criangas dos grupos com AIDS e
controle, por género e especie.

A distribuicdo das espécies de Candida em criangas com AIDS por
contagem de células CD4+ pode ser observada na Tabela 5. As culturas
positivas para Candida estavam distribuidas em 34,61% (9/26) frente a
supressdo moderada e 57,69% (15/26) frente a supresséo severa. Em face

de supressdo severa encontramos 3,85% (1/26) culturas positivas para
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Candida parapsilosis e 3,85% (1/26) para Candida tropicalis, sendo esta em

associagao com C. albicans.

Tabela 5. Espécies Candida isoladas na cavidade bucal das criangas do

grupo com AIDS, por contagem de células CD4+.

Candida Auséncia de Supressao Supressido
supressao moderada severa
>1000 cél/mm?® 500-999 cél/mm® | < 500 cé&l/mm?
C. albicans - 9 15
C. - - 1
parapsilosis
C. tropicalis* - - 1

* Associagao a C. albicans

No estudo da atividade enzimatica, todas as amostras positivas para
fungos isoladas das criangas com AIDS apresentaram atividade produtora
de proteinase. Quatorze amostras (53,85%) apresentaram-se fortemente
positivas quanto a sua produgdo enzimatica, enquanto 12 amostras
(46,15%) apresentaram atividade enzimatica positiva. Em relagdo a
produgao de fosfolipase, as amostras demonstraram atividade enzimatica
fortemente positiva em 96,15% (25/26), enquanto uma amostra (3,85%)
apresentou apenas atividade positiva. Os resultados dos niveis de
proteinase e fosfolipase encontrados em amostras das criangas no grupo
com AIDS sdo apresentados na Tabela 6.

A produgao enzimatica das amostras positivas para fungos coletadas
do grupo controle, indicou 33,33% (3/9) com atividade enzimatica fortemente
positiva na produc¢do de proteinase, 44,44% (4/9) apenas com atividade
positiva e 22,22% (2/9) das amostras com auséncia de atividade

enzimatica. A producdo de fosfolipase das amostras do mesmo grupo,
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indicou 66,66% fortemente positiva em sua atividade enzimatica e 33,33%

com atividade enziméatica positiva (Tabela 7).

Tabela 6. Niveis de produgdo de proteinase e fosfolipase das amostras de

Candida isoladas na cavidade bucal das criangas do grupo com AIDS.

Amostras Proteinase* Atividade** Fosfolipase* | Atividade**
01 0,61 ++ + 0,26 + + +
02 0,83 + 0,16 +++
03 0,53 ++ + 0,26 +++
06 0,46 ++ + 0,22 ++ +
07 0,57 + ++ 0,26 +++
08 0,53 + + + 0,15 +++
09 0,53 + 4+ + 0,27 + 4+
10 0,64 + 0,27 ++ +
11 0,68 + 0,23 +++
12 0,83 + 0,33 ++ +
12’ 0,50 +++ 0,18 ++ +
13 0,62 + 4+ + 0,31 ++ +
14 0,70 + 0,27 +++
15 0,44 ++ + 0,72 +
16 0,77 + 0,46 + + +
17 0,67 + 0,33 ++ +
18 0,35 + 4+ 0,24 +++
19 0,32 ++ + 0,25 + + +
21 0,30 ++ + 0,28 + + +
22 0,47 +++ 0,34 ++ +
23 0,74 + 0,23 ++ +
26 0,77 + 0,33 +++
27 0,65 + 0,22 +++
28 0,50 ++ + 0,27 +++
29 0,71 + 0,40 ++ +
30 0,66 + 0,41 +++

*Zona de produgdo de enzima: € dada pelo quociente do diametro da
coldnia, pela soma do didmetro da colénia com o halo de precipitagdo da
enzima (Price et al., 1982)
**Atividade : + + + = atividade enzimatica fortemente positiva; + = atividade
enzimatica positiva;
— = auséncia de atividade enzimatica.

Proteinase x =0.592, s =0.149
Fosfolipase x =0.294,s=0.113
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Tabela 7. Niveis de produgdo de proteinase e fosfolipase das amostras de

Candida isoladas na cavidade bucal das criangas do grupo controle.

Amostras Proteinase* Atividade** | Fosfolipase* | Atividade**

01 0,66 + 0,58 ++ +
02 0,20 ++ + 0,58 +++
09 0,81 + 0,50 + 4+ 4+
09’ 0,36 + 4+ 0,71 +

12 0,50 ++ + 0,83 +

13 0,83 + 0,36 +++
13’ 1,00 — 0,50 + + +
18 1,00 - 0,84 +

22 0,75 + 0,23 + 4+ +

* Zona de produgdo de enzima: € dada pelo quociente do diametro da
coldnia, pela soma do didmetro da colénia com o halo de precipitagdo da
enzima (Price et al., 1982)

** Atividade: +++ = atividade enzimatica fortemente positiva; + = atividade
enzimatica positiva; — = auséncia de atividade enzimética.
Proteinase x = 0.679, s =0.277
Fosfolipase x = 0.570, s =0.203

A andlise estatistica (Teste de Mann-Whitney) ndo detectou diferenga
significante dos niveis de proteinase entre os dois grupos (U= 149.5; U'= §;
p= 0,2275), e em relagdo aos niveis de fosfolipase, indicou ser esta no
grupo controle maior que a do grupo com AIDS (U= 205; U'= - 47.5; p =
0.0004). O teste “t" de Student n3do foi aplicado devido a diferenga entre o
tamanho das amostras, que acarretou em diferentes padrbes de
variabilidade.

A analise do teste de suscetibilidade aos antifingicos, demonstrou
que algumas cepas se apresentaram resistentes, ndo tendo sido observada
a formagdo do caracteristico halo de inibigdo. As leituras da CIM para cada

antifungico testado com cepas de Candida foram baseadas na formagao do

halo de inibig&o.
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A menor CIM encontrada para anfotericina B foi de 0,38 ug/ml; 0,5

ug/ml para a

o fluconazol e 0,012 ug/ml para o itraconazol (Tabela 8).

5-fluorcitosina; 0,19 pg/ml para o cetoconazol; 2,0 pg/ml para

Tabela 8. Valores da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)* das amostras de

Candida isoladas na cavidade bucal das criangas do grupo com AIDS, frente

aos antifungicos testados.

Amostra | Anfotericina 5- Cetoconazol| Fluconazol | Itraconazol
B Fluorcitosina
01 0,75 — 0,19 4.0 0,023
02 2,0 2,0 3,0 48,0 —
03 1,5 6,0 — — —
06 — — — — —
07 0,75 — 0,5 6,0 0,094
08 0,75 3,0 0,5 — —
09 2,0 — 0,25 8,0 0,032
10 0,75 — 4.0 — —
11 0,5 1,5 0,19 16,0 0,94
12 0,5 4,0 3.0 — 2,0
12’ 0,38 0,5 0,25 12,0 0,023
13 0,75 2,0 — — —
14 2,0 6,0 —_ — —
15 2,0 2,0 0,064 2,0 0,012
16 1,5 — —_ — —
17 — —_ — — —
18 1,0 6,0 0,19 4,0 0,19
19 0,75 3,0 1,0 — 3.0
21 1,5 8,0 0,75 — 0,125
22 1,0 — — — 3,0
23 1,0 6,0 16,0 —_ 8,0
26 1,5 —_ — — —
27 0,75 — 0,38 24,0 0,23
28 0,75 4,0 16,0 — 4,0
29 0,5 12,0 4.0 — 1,5
30 0,5 3,0 0,25 4.0 0,023

* valor em pg/ml
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Frente aos antifingicos testados, as cepas de Candida apresentaram
maior resisténcia ao fluconazol (80,76%), seguido pelo itraconazol (42,30%),
S-fluorcitosina e cetoconazol (38,46%) e anfotericina B (23,07%), sendo que
para este antifingico, apenas seis amostras demonstraram resisténcia. A
analise estatistica (Teste Kruskal-Wallis) demonstrou  diferengas
estatisticamente significantes, quando realizadas comparagdes individuais
entre os medicamentos testados (t= 19.33; p= 0.0007). O teste foi realizado
a partir da construgso de escores, definidos como segue:
escore 1 = sensivel; escore 2 = resistente; e escore 3 = sem formagao de
halo. Nas comparagbes individuais entre os medicamentos (p<0.01), a
margem de erro foi menor que 1%, e nos refere as diferengas de

sensibilidade entre os medicamentos (Tabela 9).

Tabela 9. Grau de suscetibilidade das amostras de Candida isoladas da

cavidade bucal das criangas com AIDS, frente aos antiflingicos testados.

Antifingicos Sensiveis N&o formou Resistente** Total de
Ne° % halo* Ne Resist.
Ne° % % N°
%
Anfotericina B 20 2 7,69 4 6
76,92 15,38 23,07
5- 16 10 38,46 — 10
Fluorcitosina 61,54 — 38,46
Cetoconazol 16 8 30,76 2 10
61,54 7,69 38,46
Fluconazol 5 16 61,53 5 21
19,23 19,23 80,76
Itraconazol 15 10 38,46 1 11
57,69 3,84 42,30

*

Nao formou halo de inibi¢do de crescimento do fungo.
Resistente considerando o valor em pg/ml de acordo com Thornsberry; Sabath
(1985).

* %



6. DISCUSSAO

Frente a importancia que a AIDS assumiu e o aumento do nimero de
pessoas contaminadas, mesmo apds campanhas preventivas, € de
importancia ampliar os conhecimentos sobre as implicagbes bucais desta
sindrome, em adultos e, principalmente, em criangas, tendo em vista a
sobrevida que vem sendo alcangada atualmente por algumas destas
portadoras. O numero de casos pediatricos de AIDS nao reflete o impacto da
epidemia, pois esta continua crescendo e, no ano 2000, sera uma das cinco
maiores causas de morte em criangas. Sendo a boca facilmente acessada
para exame clinico, € muitas vezes, o primeiro local a apresentar
sinalizadores da AIDS, seus aspectos e manifestagées bucais devem ser
examinados, procurando-se ndo somente seu diagndstico mas também um
mapeamento do tratamento adequado e de seu prognostico.

Nesta parte, obedeceremos a uma sistematica de trabalho, seguindo
a mesma seqiéncia estabelecida para os exames clinicos, empregada
durante a coleta do material e mantida na apresentacdo dos resultados.
Assim, tendo em vista a relevancia e o numero de autores que se referem
especificamente as manifestagbes bucais, iremos centrar algumas

consideragdes no estudo das mesmas, uma vez que na parte odontoldgica,
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esta tem sido a area mais visada em relagdo as criangas, com
comprometimentos que julgamos necessario abordar e desenvolver. Outros
enfoques, como o0s aspectos da microbiota, foram abordados mais
amplamente por Makarova et al. (1997). Assim, candidose mereceu de nos
uma maior atengao, tendo em vista a importancia em relagéo aos fatores de
viruléncia do género Candida, os quais ndo foram até agora pesquisados em
relagdo a AIDS infantil, enquanto nos adultos, um maior namero de
pesquisas foi realizado.

Entre as lesGes detectadas, a linfadenopatia cérvico-facial merece
destaque por sua maior freqliéncia em nossa amostra. Autores como Chan
et al. (1994) e Santos et al. (1998), diagnosticaram linfadenopatia cervico-
facial em percentuais menores que os nossos. Ndo estd totalmente
estabelecida a relagdo entre linfadenopatia cérvico-facial com o virus HIV,
mas esta manifestagdo pode resultar de modificagdes no estado imunolégico
do portador, com diminuigdo do numero de células CD4+ e/ou alterando a
relagdo CD4/CD8, como relatado por Chan et al., 1994. Uma relagéo parece
existir frente a este aspecto, uma vez que, em nossa amostra, a
linfadenopatia cérvico-facial foi detectada em maior freqiiéncia naqueles com
maior grau de imunossupressao, como também observado por Bundzman et
al., 1996.

Em relagdo as gengivites observadas nas criangas componentes do
grupo em foco, foram consideradas alteragdes de cor, forma e/ou volume,
localizados ou generalizados, ndo tendo sido identificado o eritema gengival

linear observado por outros autores (Jandinski et al., 1995; Schoen et al.,
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1996), considerado caracteristico da AIDS. Frente a outros problemas de
ordem geral, tais como desnutricdo, perda de imunidade, e principalmente
problemas locais, como higiene precéaria ou ausente, ainda é prematuro
qualquer conclusdo a respeito destes aspectos em criangas. As gengivites
foram mais encontradas em criangas em supressdo moderada e severa,
como outras manifestagbes e em percentuais variaveis, embora Milnes et al.
(1993); Chiodo et al. (1996) e Hernandez; Boj (1996), tenham observado em
maior freqiiéncia.

Outras manifestagdes bucais detectadas foram as candidoses, sendo
mais numerosas as do tipo pseudomembranosa, frente ao tipo eritematosa,
embora ambas também afetassem criangas em supressdo moderada e
severa, sendo a freqiéncia semelhante a observada por outros
pesquisadores (lrova et al.,, 1993; Ramos-Gomes et al.,, 1995; DelToro et
al.,1996; Costa et al.,, 1998). Os demais trabalhos quanto a presenga de
candidose, encontraram freqiéncias maiores, havendo no entanto, uma
grande variagdo entre estes achados, bem como aos tipos de candidose,
apesar da escassez de informacdes a este respeito. A candidose € um
importante indicador da evolugéo da infecgdo pelo HIV, considerada como
um fator de prognédstico e diagndstico, que ocorrendo em criangas, pode
indicar uma progressdo mais rapida da doenga, diferente do aumento da
glandula parétida, associado a uma progressdo mais lenta da infecgdo (Tovo
et al., 1992; Katz et al.,1993).

A localizagéo preferencial da candidose pseudomembranosa € a

lingua, seguida do palato e mucosa jugal, enquanto a candidose eritematosa
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localiza-se preferencialmente no palato, seguido da lingua. Em nosso
estudo, tanto candidose pseudomembranosa quanto eritematosa foram
detectadas na lingua e/ou palato, estando de acordo com o observado pela
literatura, assim como a maior freqiiéncia do tipo pseudomembranosa
(Ketchem et al., 1999; Moniaci et al., 1993; Costa et al., 1998). A freqiiéncia
de candidose parece ter importante relagdo a fatores extrinsecos como
tratamento e hospitalizagdo, demonstrando no nosso caso, baixos indices de
manifestagdes clinicas, devido ao tratamento ambulatorial.

Em relagdo ao aumento da glandula parétida, esta € uma alteragao de
etiologia ainda desconhecida, que afeta entre 11 a 71% das criangas com
AIDS, geralmente relacionada a linfadenopatia generalizada ou
intraparotidea, tendo sido encontrados lesfes cisticas, infiltrado
linfoplasmocitario e linfomas em seu interior. Autores como Chan et al.
(1994) e Santos et al. (1998), diagnosticaram linfadenopatia cérvico-facial
em percentuais menores que 0s nossos. Em nossa amostra, o aumento da
glandula parétida foi detectado em poucas criangas, com freqiiéncia
semelhante a da literatura (Ferguson et al., 1993: Chiodo et al., 1996).
Alguns pesquisadores, como Chan et al. (1994), Del Toro et al. (1995), e
Costa et al. (1998), encontraram frequéncias ainda menores, frente a
autores que observaram freqiiéncias mais elevadas (Katz et al., 1993;
Ramos-Gomes et al., 1993; Hernandez; Boj, 1996). Ao verificarmos os niveis
de imunossupressdo, também observamos maior quantidade de criangas

afetadas em presenga de supressdo severa, embora o aumento da glandula
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pardtida venha sendo associade a um melhor prognostico do
desenvolvimento da doenga.

As ulceragbes, tdo comumente observadas em AIDS, tem recebido
numerosas denominagdes que podem ser decorrentes de inUmeros fatores.
Classifica-las € uma tarefa dificil, dada a variedade de etiologias que nao
permitem um diagnéstico mais definitivo, bem como, a escassez de casos
por nos observada ndo permite maiores relagdes. Numerosos estudos
realizados em adultos com AIDS ou HIV+, também nado esclarecem esse
aspecto. Ha variagdes entre os autores quanto a freqtiéncia de ulceragses,
assim como tem sido utilizadas diversas denominag¢des, como ulceragédo
aftosa recorrente, ulceragdo ndo identificada, ulcera fantasma e outras,
necessitando-se reavaliar estas lesdes presentes nas criangas. Lembremos
que muitas manifesta¢cdes sofrem mudangas de expressividade, tendo em
vista a atuagdo de varios fatores, conseqiiéncia talvez das condiges atuais
de abordagem e de tratamento, uso de novas drogas, que podem alterar as
manifestagbes como ocorre em adultos,8aso da leucoplasia pilosa ou
mesmo gengivite. O proprio eritema gengival linear e a leucoplasia pilosa em
criangas vem até sendo mais observados atualmente. Em nossa amostra,
estas manifestacbes, bem como a queilite angular, herpes simples e
petéquias, observadas por outros autores, ndo foram detectadas. Nossa
amostra foi constituida por criangas portadoras de AIDS, todas com a
doenga desenvolvida, apresentando estagios de supressdo moderada e

severa, ndo havendo nenhuma crianga em auséncia de supresséo, todas em



54

acompanhamento ambulatorial, o que poderia explicar em parte, certos
aspectos comentados.

Em relag&o as bactérias, destacam-se os estudos de Makarova et al.
(1997), que encontraram 25% de cocos Gram positivos (Staphilococcus
aureus) e 19% de Gram negativos (Escherichia coli) em cavidade bucal de
criangas com AIDS, maos de maes, enfermeiras, sugerindo uma possivel
contaminagdo hospitalar, assim como a revisdo de Ramos-Gomes et al.
(1997), salientando a maior suscetibilidade de criangcas com AIDS as
infecgBes bacterianas, em especial as alteragbes periodontais. As culturas
realizadas permitiram detectar maior quantidade de cocos Gram
positivos, sem outros achados relevantes, talvez relacionado a agéo de
drogas em uso e outros fatores externos. As visitas ambulatoriais e a ndo
hospitalizagdo, propiciam melhores condi¢des, impedindo contaminagio por
espécies mais patogénicas. Sendo este um estudo transversal, néo
pudemos acrescentar outras informagfes e os eventuais Gram negativos
presentes, poderiam representar apenas microbiota transitoria. Fatores
intervenientes como administragdo de antibidticos, orientagées quanto aos
procedimentos de higiene e bochechos com antimicrobianos, interferindo
nos mecanismos de adesao, colonizagdo e crescimento, bem como a ndo
hospitalizagdo podem proteger o doente de outras espécies, como também
observado por Gongalves et al. (1997), em criangas com leucemia e por
Gatti et al. (1994), em criangas com doencgas agudas.

Em nossa amostra, a maioria dos fungos isolados da cavidade bucal

de criangas com AIDS foi representada pelo género Candida, espécie
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albicans, tendo sido encontrada uma correlagéo estatistica significante entre
AIDS e presenga de Candida. A correlagdo entre Candida e AIDS foi
importante, apesar da escassez de manifestagdes clinicas relevantes,
sendo que poucas criangas manifestaram candidose (7/30), demonstrando
porém uma freqiiéncia alta (25/30) sem a doenga.

Um grande p@rcentual de portadores de C. albicans também foi
observado por Ketchen et al. (1990), enquanto Chiodo et al. (1996)
observaram menos portadores de C.albicans entre as criangas com
candidose. Para Makarova et al. (1997), C. albicans foi também o
microrganismo mais prevalente, tanto na candidose bucal quanto esofagica
(Leggott, 1987; Kline, 1996). Gatti et al., (1994) e Gongalves et al.(1997), em
outra abordagem, também relataram C.albicans como o fungo mais
prevalente na microbiota fingica bucal de sua amostra.

A presenca de C. albicans pode ser o inicio de infecgdo, tanto em
AIDS como em outras doengas, sendo importante detectar precocemente
sua presenga. Em nossa amostra, as criangas com AIDS apresentaram
somente C. albicans como componente da microbiota fingica presente, o
que pode acontecer em decorréncia da medicagdo utilizada, favorecendo
como um efeito secundario, especificamente o desenvolvimento desta
espécie, enquanto os controles apresentaram maior diversidade de
espécies.

A avaliagdo da produgdo de exoenzimas como proteinase e
fosfolipase, consideradas fatores de viruléncia, de espécies do género

Candida tem uma grande importancia na expressdo de sua patogenicidade,
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tendo em vista que a patogenicidade dos fungos esta ligada a varios fatores
que necessitam atengdo principalmente tratando-se de AIDS. A relevancia
dos altos niveis de fosfolipase em primeiro lugar, bem como da proteinase,
além da seletividade de espécies presentes no grupo com AIDS,
proporcionaram condicbes de uma maior aderéncia, colonizagdo e
desenvolvimento, facilitando a multiplicagdo dos fungos. A expressdo da
proteinase parece estar mais ativa em isolados de pacientes HIV+. Muitos
aspectos estdo relacionados a auséncia de certos inibidores da saliva e
menor atuagao de anticorpos (IgA), necessarios para inibir a adesao. Todos
estes aspectos associados a imunodepresséo presente, parecem conduzir e
favorecer uma maior patogenicidade, principalmente de C.albicans, frente as
condi¢des gerais, permitindo sua manifestagéo clinica. Lembramos que os
fatores de viruléncia podem promover condigdes de modificar a saliva, e que
certas medicagbes como o sulfametoxazol + trimetropina (Bactrin) podem
colaborar na assimilagdo pelos fungos, dado a fonte de carbono relacionada
a esta droga, e portanto, criando um efeito sinérgico para o isolamento do
fungo, que ganha a competi¢do dos outros fungos eventualmente presentes.
Dos raros, ou melhor, quase inexistentes trabalhos direcionados a estes
aspectos, alguns foram conduzidos neste tema em adultos. Estes n&o serdo
mencionados aqui pela ampla literatura e maior numero de observagdes
relacionada a AIDS em adultos, ndo permitindo assim comparagdes, dadas
as diferentes épocas, medicamentd utilizados e condigdes observadas.
Tendo em vista a importancia dos fungos e de suas manifestagoes,

nosso interesse foi despertado para a avaliagdo das drogas que pudessem
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responder melhor as cepas de C. albicans isoladas das criancas com AIDS.
Através da Concentragdo Inibitéria Minima, avaliamos cinco drogas de
importéncia, a anfotericina B, 5-fluorcitosina, cetoconazol, itraconazol e
fluconazol, frente as cepas estudadas.

A suscetibilidade as drogas dos fungos isolados de criangcas com
AIDS, foi pela primeira vez testada por nés neste estudo “in vitro”, o que
permitiu avaliar que a anfotericina B apresentou a melhor resposta, embora
ndo tenhamos esta para uso topico, lembrando alguns problemas e contra-
indicagdes, como uso endovenoso exclusivamente em ambiente hospitalar.
A 5-fluorcitosina ndo tem sido mais utilizada, apesar da sua efetividade.
Entre os azdis, destacam-se o itraconazol, seguido do cetoconazol, tendo o
fluconazol uma resposta mais inadequada, dada a alta resisténcia observada
e até mesmo necessidade de niveis mais elevados para inibir o crescimento
fungico.

Os testes “in vitro” sdo marcadores importantes, embora estudos “in
vivo” precisem ser avaliados, pois o uso clinico pode contribuir para
resultados mais efetivos no tratamento da candidose, nem sempre
reproduzindo mesmo em testes bem controlados, o que ocorre “in vivo”. E
pequeno ainda o arsenal de medicamentos nesta area e por isso néo
podemos descartar o uso de certas drogas. Devemos continuar testando
novas drogas para obteng&o de respostas mais efetivas, tendo em mente os
pacientes com alto grau de imunodepresséo e principalmente, enfocando a
doenga em criangas, que talvez apresentam outras respostas, necessitando

ainda de mais estudos nesta area.



7. CONCLUSOES

A analise dos resultados permite concluir que:

1.

As manifestagdes buco-faciais do grupo com AIDS foram mais
prevalentes nas criangas com imunossupressdo presente, destacando-se
por sua freqiiéncia a linfadenopatia cérvico-facial, enquanto nos controles
ndo foi observada nenhuma manifestacao.

As bactérias predominantes no grupo com AIDS foram representadas por
cocos Gram positivos (principalmente Streptococcus e Staphilococcus),
enquanto nos controles predominaram cocos Gram negativos (Neisseria),
sem outros dados indicativos relevantes frente a Bacilos Gram negativos.
Os fungos identificados, em sua maioria pertenciam ao género Candida,
representados predominantemente no grupo com AIDS por Candida
albicans, enquanto o grupo controle apresentou menor freqiiéncia de
fungos e maior variabilidade de espécies. A avaliagdo da produgdo das
exoenzimas, como a proteinase e fosfolipase, consideradas fatores de
viruléncia, apresentaram no grupo com AIDS, maior positividade e altos
niveis de atividade. Sugere-se frente aos resultados obtidos em relagdo a
freqiéncia de C. albicans, sua seletividade e o nivel enzimatico das

cepas estudadas, uma maior patogenicidade.



59

4. As cepas estudadas do grupo ¢ocm AlDSfrente ao ETEST, foram mais
suscetiveis a anfotericina B, seguido da 5-fluorcitosina. O cetoconazol e
itraconazol apresentaram variages da sua atividade inibitéria minima,
ocorrendo  uma menor suscetibilidade ao fluconazol em face da
resisténcia observada.

5. O desenvolvimento e utilizagdo de novas drogas, as atuais formas de
diagnostico precoce, aliades ao maior conhecimento da AIDS infantil, tem
demonstrado a efetividade das agdes, indicadas pela menor freqiiéncia
de manifesta¢gbes buco-faciais e bacterianas, enquanto que na area
fungica, apesar dos progressos, ainda necessitamos de terapéuticas

mais efetivas.
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Informagao e consentimento pds-informagao para pesquisa clinica

As informagdes contidas neste, foram fornecidas pela Doutoranda
Vera Lucia Bosco, sob orientagdo da Prof 2 Dr 2 Esther Goldenberg Birman.
Objetivando firmar acordo por escrito, mediante o qual os pais e/ou
responsaveis pela crianga, objeto da pesquisa, autorizam sua participagao,
com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que
serdo submetidas, com a capacidade de livre arbitrio e sem qualquer
coacgao.
1. Titulo preliminar do trabalho experimental
“Estudo da microbiota bucal de criangas HIV positivas, portadoras
e sintomaticas e controles HIV negativos”.
2. Objetivo principal
Avaliar a microbiota da cavidade bucal de criangas portadoras de
AIDS, com enfoque em fungos e bactérias, comparando-as a um
grupo controle clinicamente sadio, bem como correlacionar as
manifestagdes bucais presentes a microbiota encontrada.
3. Justificativa
Quase todas as informagdes relativas aos portadores de AIDS tem
sido obtidas através da observagdo , acompanhamento e
tratamento de pacientes adultos. Na area odontologica, poucas
pesquisas tem sido realizadas com criangas, o que efetivamente
resulta em desconhecimento das reais condigbes bucais dessas

criangas.
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4. Procedimentos
Durante uma das consultas de rotina para avaliagdo médica da
crianga, concomitantemente sera realizado o exame clinico extra
e intra bucal, bem como a coleta do material por meio de
esfregagos de mucosa. O exame clinico extra bucal constara de
inspegao visual e palpagdo da cabega e pescogo; o exame intra
bucal sera realizado com o auxilio de espatulas de madeira para o
afastamento de labios e bochechas. Em seguida, serdo realizadas
duas coletas de material, utilizando “swabs” estéreis e
descartaveis. O material assim coletado serd encaminhado ao
laboratorio para os procedimentos necessarios.

5. Desconfortos e/ou riscos esperados
Devido a pouca idade, ou mesmo por nunca terem ido ao dentista,
algumas criangas poderdo manifestar desagrado ao serem
examinadas, mas os procedimentos a serem empregados nao
representam nenhum risco a integridade fisica e/ou emocional
destas criangas.

6. Beneficios do experimento
A pesquisa da microbiota bucal em criangas com AIDS podera
fornecer importantes informagdes relativas ao desenvolvimento e
prognostico da doenga, bem como auxiliar no diagnostico e
tratamento dos portadores , e consequentemente, melhorar sua
condig¢do de vida.

7. Informagoes
O voluntario tem garantia de que recebera resposta a todas as
perguntas ou esclarecimento de qualquer duvida a cerca dos
procedimentos, riscos ou beneficios e outros assuntos
relacionados a pesquisa. Os pesquisadores anteriormente citados
assumem o compromisso de proporcionar informagdes
atualizadas obtidas durante o estudo, ainda que possa afetar a

vontade do individuo de continuar participando.
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8. Retirada do consentimento
Os pais e/ou representante legal do voluntario tem a liberdade de
retirar seu consentimento a qualquer momento, deixando de
participar do estudo.

9. Consentimento Pés-Informacgao
Eu,

__, certifico que tendo lido as informagdes acima e sido
suficientemente esclarecido (a) de todos os itens pela CD Vera
Lucia Bosco e Prof 2 Dr ® Esther Goldenberg Birman, estou
plenamente de acordo com a realizagdo da pesquisa. Assim,
autorizo e garanto a participagdo no trabalho exposto acima, do
menor sob minha custédia. Sendo incapaz de consentir
legalmente sobre estes fatos por ter menos de 18 anos, eu, seu
responsavel direto, autorizo para 0 mesmo.

Sao Paulo, de de 1997.

Nome completo

(legivel):

Assinatura:
RG:

Nome da

crianga:
Elaborado com base na Resolugdo 01/88 do CNS/MS, publicado
no Diario Oficial, 14/06/1988, Brasilia. P.10713-8.
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ANEXO 3

FICHA DE EXAME
NY o

Nome:
DN: / /
Idade: a m
Histérico médico, medicagéo:
CD4 cél/mm?: CD8 cél/mm®: CD4/CD8: .ol /e vr

Dados da coleta:
Data: / /

Hora:

Exame extra bucal;

Linfonodos palpaveis
Nao( )

Localizagao:

)

S —

Exame intra bucal:

Labios ( ) Mucosa jugal (

Gengivas ()

Lingua ( ) Rebordo alveolar (

Palato ()

Diagnostico:

)

)
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ANEXO 4

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS-USP
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS
SECGAO DE BACTERIOLOGIA

Registro:

Nome:

DN: / /

Idade: a m

Data da colheita: / /

Hora da colheita: Hora da entrega no

laboratorio:

Administragao prévia de antibiotico: Sim( ) Nao ()

Qual (ais)?:

Ha quanto tempo?

Paciente internado () Paciente de
ambulatorio ()

Dados clinicos:

Exames laboratoriais:

1. Exame bacterioscopico da amostra (coloragdo de Gram)

2. Crescimento em meios seletivos e ndo seletivos para bactérias aerobicas
ou aerobicas facultativas (agar chocolate, agar sangue, agar McKonkey)

3. Isolamento das coldnias

4. Provas bioguimicas usuais para identificagdo de bactérias Gram (+) e
Gram (-)

Diagnostico:
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ANEXO 5

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
SECCAO DE MICOLOGIA

Procedéncia:

Registro:

Observagdes:

1. Exame direto

2. Crescimento em meios usuais
Crescimento em meios com acidos graxos

3. Microcultivo e tubo germinativo:

PM: BL: AR: TG:
MV: CL: Outras:
4. AsCoO e ascoporos:
Positivo: Negativo:
Forma: Numero:

5. Outras provas:
Sintese amido:
Produgao de melanina: TTC:

6. Auxanograma:

KNOs:

Sacarose: Glicose: Inositol:
Lactose: Dulcitol: Maltose:
Xilose: Rafinose: Celobiose:
Melibiose: Trealose: Trealose:

7. Zimograma:
Glicose: Maltose:
Lactose: Sacarose:

8. Diagnostico:
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SUMMARY

BACTERIAL AND FUNGAL MICROFLORA AND ORAL

MANIFESTATIONS IN AIDS CHILDREN AND IT’'S CONTROLS.

Thirty AIDS affected children, between two and six years old, both
genders, from S&o Paulo Santa Casa de Misericordia Hospital were
evaluated regarding bacterial and fungal microflora and the presence of oral
manifestations compared with a healthy control group, matched by sex and
age. It was also evaluated the production of exoenzimes of Candida species
and their susceptibility to five antifungal agents.

The most prevalent oral manifestations were observed children
presenting immunossupression, mainly in a severe degree, as also
lymphadenopathy followed by gingivitis, candidiasis and parotid gland
enlargement.

In the AIDS group, the most frequent bacteria were represented by
Gram positive coccus, while in the yeast group Candida albicans
predominated. The production of proteinases and phospholipases was higher
in the AIDS group, and anfotericina B was the most effective among the

antifungical drugs.



It is suggested that the high frequency, of Candida albicans its
selectivity and the production level of the studied virulent factors, even in the
presence of less fungic lesions, could demonstrate a higher pathogenicity of

this species, in AIDS children.
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