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RESUMO



RESUMO 

 

PEÑA, D. E. R. Microbiota da doença periodontal em pacientes infectados pelo HIV-1. 

2021. X p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Os efeitos da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV-1) e a introdução da 

terapia antirretro viral têm trazido mudanças na evolução da doença periodontal, não entanto 

estudos sobre a influência do HIV-1 na microbiota periodontal ainda são escassos. Foram 

analisadas amostras de pacientes incluídos em um estudo quase experimental com o objetivo 

de determinar o perfil microbiológico de pacientes com periodontite infectados e não 

infectado pelo HIV-1 submetidos a terapia periodontal não cirúrgica. Foram avaliados os 

perfis bacterianos de amostras de biofilme subgengival coletadas de sítios saudáveis e sítios 

com doença periodontal de pacientes com periodontite infectados (n=18) e não infectados 

(n=14) pelo HIV-1 que receberam terapia periodontal não cirúrgica (TPNC), utilizando a 

técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA. As amostras foram coletadas em três tempos, 

baseline, 30 dias e 90 dias após o TPNC. Nas amostras do grupo HIV foram realizadas 

associações entre o perfil microbiano e contagens de linfócitos T CD4+ e níveis de carga 

viral. Os resultados indicaram que ambos os grupos apresentaram classificação da doença por 

estágio e grau semelhantes. Streptococcus, Fusobacterium, Veillonella e Prevotella foram os 

gêneros mais abundantes encontrados nas amostras de ambos os grupos. Bactérias 

relacionadas a doença periodontal foram observadas em níveis baixos em nossas amostras. 

Nos parâmetros imunológicos, a diversidade alfa e a abundância relativa sugeriram que o 

TPNC influenciou na reorganização do biofilme subgengival, conduzindo a microbiota a uma 

mais semelhante à dos pacientes não infectados pelo HIV-1. Nossos resultados sugerem a 

presença de dois tipos diferentes de microbiota nos pacientes periodontais do nosso estudo. 

Em base no anterior, podemos concluir que o TPNC alterou a microbiota de ambos os grupos, 

com maior impacto no grupo HIV, levando a uma diminuição da diversidade nos sítios 

doentes e saudáveis. No grupo controle, os sítios saudáveis mostraram diminuição na 

diversidade da microbiota, enquanto os sítios doentes experimentaram aumento. 

 

Palavras-chave: Periodontite, infecção por HIV, Desbridamento Periodontal, microbiota  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT



ABSTRACT 

The effects of the human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) infection and the introduction of 

antiretroviral therapy have brought changes in the evolution of periodontal disease, however 

studies on the influence of HIV-1 on the periodontal microbiota are still scarce. Samples from 

patients enrolled in a quasi-experimental study was carried out in order to determine the 

subgingival microbiological profile of periodontitis patients with or without HIV-1 infection 

undergoing non-surgical periodontal therapy (NSPT). We assessed, using 16S rRNA-based 

PCR sequencing, bacterial profile of subgingival biofilm samples of healthy and periodontal 

sites of HIV-1-infected (n=18) and non-HIV-1-infected (n=14) patients with periodontitis that 

received NSPT. The samples were collected at baseline, 30 and 90 days after the NSPT. 

Association of microbiote with CD4+ T-cell and viral load was performed. The results 

indicated that both groups showed similar stages and grades of periodontitis. Streptococcus, 

Fusobacterium, Veillonella and Prevotella were the most abundant genera in the samples. A 

low abundance of periodontal bacteria was observed. Analyses of the immunological 

parameters, alpha-diversity and relative abundance revealed that the NSPT induced shifts in 

the subgingival biofilm, leading to a microbiota profile similar to that in non-HIV-1 infected 

patients. Our results suggest two different microbiota profiles for the periodontitis patients. 

We can conclude that the NSPT changed the microbiota profile of both HIV and control 

groups. A higher impact was shown in the HIV group, with a significant increase in microbial 

diversity. In the control group, a significant reduction in microbial diversity was seen in 

periodontal sites, in contrast to an increased diversity in the healthy sites. 

 

Keywords: Periodontitis, HIV infection, periodontal debridement, microbiota 
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1. INTRODUÇÃO 

As doenças periodontais (DoP) são um grupo de condições inflamatórias que resultam 

na destruição dos tecidos de suporte dos dentes, e que tem como principais características 

etiopatogênicas: formação de biofilme, que é composto por microrganismos ou grupos de 

microrganismos específicos; e inflamação periodontal, que produz a destruição progressiva do 

ligamento periodontal e do osso alveolar, evoluindo com formação de bolsa, recessão ou 

ambas (LINDHE, JAN; LANG, 2013; NEWMAN et al., 2018). 

Enquanto etiologia da periodontite é bacteriana, atualmente está cada vez mais 

evidente que a patogênese da doença é mediada pela resposta do hospedeiro (GONÇALVES; 

GONÇALVES; FONTES, 2013). As DoPs e algumas doenças sistêmicas têm fatores 

genéticos e/ou ambientais similares, e, portanto, indivíduos afetados imunologicamente 

podem mostrar manifestações de ambas as condições. Consequentemente, a perda dos tecidos 

periodontais é uma manifestação comum de algumas doenças sistêmicas, e pode significar um 

importante parâmetro no diagnóstico e nas implicações terapêuticas; além disso, as terapias 

medicamentosas utilizadas nas diferences condições sistêmicas podem ter impacto na 

evolução da DoP (JEPSEN et al., 2018; GROENEWEGEN et al., 2019). 

A infecção pelo HIV-1, causador da AIDS, é uma doença infectocontagiosa viral, que 

continua a ser um grave problema de saúde pública mundial. No Brasil, 1.011.617 casos de 

AIDS foram registrados desde o começo da epidemia até junho de 2020 (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2020). Sabe-se que a imunossupressão em pacientes infectados 

pelo HIV-1 favorece o desequilíbrio entre a agressão microbiana e a resposta imune do 

hospedeiro, que por sua vez, pode potencializar a destruição dos tecidos periodontais. De fato, 

a correlação entre a perda de tecido de inserção e a redução na contagem de TCD4+ tem sido 

demonstrada (BARR; LOPEZ; RUA-DOBLES, 1992). Assim, o comprometimento da 

resposta imune em indivíduos infectados pelo HIV-1, em combinação com outros fatores 

inerentes ao hospedeiro oferece um risco adicional para a destruição periodontal (VERNON 

et al., 2009; MATAFTSI; SKOURA; SAKELLARI, 2011).  

A terapia antirretroviral (TARV) tem decrescido a carga viral e reduzido a morbidade 

e mortalidade relacionada ao AIDS. Posteriormente, com o surgimento das terapias 

antirretrovirais combinadas, houve marcada diminuição na frequência das DoPs destrutivas 

nos pacientes com HIV; no entanto, alguns estudos sugerem que as terapias antirretrovirais 

combinadas podem reduzir as contagens de bactérias comensais que tem um efeito protetor 

contra a colonização de espécies patogênicas (RYDER et al., 2020). 
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O início da DoP depende da interação entre os microrganismos, principalmente 

bactérias do biofilme dental e a resposta imune do hospedeiro (KINANE; 

STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). O desequilíbrio na população microbiana ou 

disbiose resulta em danos aos tecidos periodontais (KINANE et al., 1999; VAN DYKE; 

SERHAN, 2003; JI; CHOI; CHOI, 2015). Para a periodontite, a maioria dos estudos têm 

demostrado que o microbioma é similar nos pacientes infectados e não infectados pelo HIV, 

com exceção de alguns patógenos comensais. Além disso, algumas associações de patógenos 

periodontais foram mais prevalentes em pacientes infectados pelo HIV. A diminuição na 

contagem de TCD4+ resulta na prolongada ativação neutrofílica e aumentada carga viral 

plasmática, que por sua vez causa ativação imune local e sistêmica e contribui para o 

surgimento de DoP mais grave (KINANE et al., 1999; ALPAGOT et al., 2004). 

O imunocomprometimento afeta negativamente os mecanismos imunológicos 

envolvidos no controle de microrganismos, levando ao aumento da carga de patógenos 

oportunistas, resistência a medicamentos e infecções frequentes e redicivantes, culminando na 

modificação da composição e diversidade da microbiota (GONÇALVES et al., 2007; 

LOURENCO; FIGUEIREDO, 2008; BERBERI; NOUJEIM, 2015). Diversos estudos têm 

investigado a composição e a complexidade da microbiota oral em indivíduos infectados pelo 

HIV (GONÇALVES et al., 2007; PEREIRA et al., 2014; FERREIRA et al., 2016; 

ANNAVAJHALA et al., 2020): microrganismos não comumente encontrados no ambiente 

subgengival têm sido isolados, incluindo bactérias comensais gram-positivas do trato 

gastrointestinal, microrganismos comensais do ambiente oral, e bactérias oportunistas que 

afetam frequentemente as vias respiratórias e o trato urinário. Além disso, patógenos mais 

tipicamente associados à DoP foram encontrados em maior frequência em indivíduos 

infectados pelo HIV-1 com periodontite, mesmo estando sob TARV, em comparação a 

indivíduos não-infectados pelo HIV-1 (CROSS; SMITH, 1995; VERNON et al., 2009; 

BIERNE; HAMON; COSSART, 2012).  

Há evidências sobre a habilidade das bactérias orais e seus produtos tóxicos de se 

translocar através da membrana mucosa em pacientes saudáveis com DoP. Acreditamos que a 

presença da infecção pelo HIV-1 adiciona um terceiro componente que pode atuar nessas 

interações orais e sistêmicas (RYDER et al., 2020). A infecção pelo HIV tem efeitos na 

alteração da microbiota oral e do intestino, que promove a translocação de bactérias, fungos e 

vírus na corrente sanguínea. A cavidade oral inflamada, especificamente na bolsa periodontal, 

e o revestimento da mucosa intestinal, são sítios potenciais para as bactérias cruzar ou 
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comprometer a barreira epitelial e entrar na corrente sanguínea, onde podem gerar bacteremia 

sistêmica (LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018; RYDER et al., 2020). 

Estudos recentes (VALENTINE et al., 2016), mostraram que o tratamento periodontal 

foi associado com a diminuição da periodontite e aumento da contagem de TCD4+. 

Considerando que patógenos periodontais e seus produtos podem contribuir para a inflamação 

sistêmica, acredita-se que o tratamento periodontal resultaria na redução da inflamação 

sistêmica com consequente melhoria do estado da infecção pelo HIV-1. Em contraposição, a 

ativação imune devido à infecção pelo HIV-1 e a periodontite aumentaria o estado 

inflamatório sistêmico, piorando assim a resposta efetora e consequentemente o desfecho dos 

pacientes (MOGENSEN, 2009; PETERSEN; OGAWA, 2012; VALENTINE et al., 2016). 

Com os avanços das tecnologias metabolômicas e transcriptômicas, como o 

sequenciamento de nova geração, amostras biológicas orais podem ser usadas para refletir a 

atividade de microrganismos envolvidos na patogênese da DoP (BARNES et al., 2014). Isto 

pode favorecer a compreensão da gravidade da DoP em pacientes infectados com HIV-1 

(BARNES et al., 2014; SANTIAGO-RODRIGUEZ et al., 2015). Assim que os determinantes 

microbianos sejam identificados, terapia antimicrobiana específica poderia ajudar no manejo 

das DoPs em pacientes infectados com HIV-1 (LY et al., 2014). Individualmente, a DoP e a 

infecção por HIV-1 estão associadas com mudanças no microbioma oral (LY et al., 2014), no 

entanto, novos estudos são necessários para estabelecer a relação entre as duas doenças 

infecciosas e alterações no microbioma subgengival. 

Considerando que as comunidades microbianas em pacientes infectados pelo HIV-1 

com DoP podem estar alteradas e as informações sobre o assunto são escassas ou ainda 

inexistentes na literatura, o objetivo deste estudo foi determinar o perfil microbiológico dos 

pacientes com periodontite infectados ou não pelo HIV- 1 após NSPT. Nossa hipótese 

consiste em: 1) O perfil microbiológico dos pacientes infectados pelo HIV-1 difere do perfil 

microbiológico de pacientes não infectados; e 2) O TPNC pode induzir mudanças na 

microbiota periodontal e marcadores serológicos para um padrão similar ao presente nos 

pacientes não infetados pelo HIV-1 com periodontite. Conhecer o perfil microbiológico da 

periodontite em indivíduos infectados pelo HIV-1 pode contribuir para a prevenção da 

destruição adicional dos tecidos periodontais, minimizar as reações inflamatórias locais e/ou 

sistêmicas, reduzir o vírus em latência, além de oferecer novas possibilidades terapêuticas 

para a DoP.  

.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Determinar o perfil microbiológico de pacientes com periodontite infectados e não infectados 

pelo HIV-1 submetidos a terapia periodontal não cirúrgica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar se o tratamento periodontal não cirúrgico efetuado em pacientes com periodontite 

infectados e não infectados pelo HIV-1 altera a microbiota oral local; 

• Comparar a população microbiana oral de pacientes infectados com HIV-1 com a de 

pacientes não infectados pelo HIV nos diferentes tempos de coleta; 

• Correlacionar os achados microbiológicos com os parâmetros clínicos da DoP. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Amostras 

Foram analisadas amostras de 22 pacientes infectados pelo HIV-1 (Grupo HIV) e 26 

indivíduos não infectados pelo HIV-1 (Grupo Controle), pareados por sexo e idade, incluídos 

no estudo clínico “Determinação de fatores envolvidos na patogênese da DoP em pacientes 

infectados pelo HIV-1” (NOBRE et al., 2019) aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(CAAE: 50004415.1.0000.5419) (ANEXO A), e registrado no ClinicalTrials.gov 

(NCT03262402). Os participantes do grupo HIV foram recrutados dentre os pacientes em 

seguimento na Unidade Especial de Tratamento a Doenças Infecciosas do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (UETDI HC-FMRP), e aqueles que 

apresentaram necessidade de tratamento periodontal e/ou cirúrgico odontológico foram 

convidados a participarem da pesquisa e encaminhados para a realização desses 

procedimentos na FORP-USP. Os participantes do grupo controle foram recrutados dentre os 

pacientes em seguimento das clínicas de atendimento odontológico da Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto (FORP-USP). Todos os participantes foram informados dos 

objetivos da pesquisa e deram o consentimento livre e esclarecido para participar da pesquisa 

(ANEXO B e C). Os critérios de inclusão que foram empregados na seleção dos participantes 

foram:  

 

Pacientes não infectados pelo HIV  

• Ter idade superior ou igual a 18 anos; 

• Aceitar e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido; 

• Possuir 12 ou mais dentes; 

• Ser portador de periodontite, com no mínimo dois sítios com profundidade de 

sondagem ≥5mm e dois dentes com perda de inserção interproximal ≥4mm. 

 

Pacientes infectados pelo HIV 

• Mesmos critérios descritos para os não infectados pelo HIV, e; 

• Possuir soropositividade para o HIV, confirmada laboratorialmente por meio de 

ELISA para detecção de anticorpos contra o HIV, reagentes em amostras sanguíneas 

distintas, assim como a realização de um exame confirmatório (Western Blot);  

• Estar em uso de terapia antirretroviral regular; 
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• Pacientes em AIDS com contagem de TCD4+ inferior a 200 cel/mm3 e/ou presença de 

infecções oportunistas; 

• Apresentarem exames de contagem de TCD4+ e de carga viral recente (três meses 

antes ou três meses depois da abordagem inicial da pesquisa). 

  

Os critérios de exclusão para ambos os grupos foram: 

• Pacientes que realizaram tratamento periodontal recente (seis meses antes da 

consulta); 

• História de uso de antibióticos e anti-inflamatórios nos últimos seis meses; 

• Presença de outro envolvimento sistêmico que possa interferir na progressão da DoP 

ou na resposta ao tratamento, como gestação, diabetes mellitus, ou estado de 

imunossupressão;  

•  Apresentar envolvimentos protéticos extensos, como uso de prótese total ou prótese 

parcial removível, já que esses tipos de prótese dentárias estão associadas ao aumento 

na incidência de candidíases orais, especialmente em pacientes infectados pelo HIV 

(LOURENCO; FIGUEIREDO, 2008); 

• Tabagistas ativos. 

 

 

3.2 Métodos 

 As amostras estudadas foram coletadas de pacientes incluídos em um estudo quase-

experimental, já que não houve aleatorização dos grupos (CAMPBELL, D. T., STANLEY, J. 

C., & GAGE, 1963). As coletas foram realizadas em três diferentes tempos, como descritos a 

seguir: 

 

Tempo 0 

Os participantes foram submetidos a exame clínico-anamnésico (anamnese e exame 

físico), foram coletadas amostras de biofilme subgengival. Após as coletas, os pacientes 

receberam instrução de higiene oral e foram submetidos ao tratamento periodontal completo. 

Tempo 1 

 Após 30 dias do tempo 0, os pacientes foram submetidos à reavaliação periodontal e 

coleta de biofilme subgengival, utilizando-se a mesma metodologia. Nova orientação de 

higiene oral foi aplicada. 
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Tempo 2 

 Após 90 dias do tempo 0, os pacientes foram submetidos novamente ao exame clínico 

periodontal e coleta de amostras de biofilme subgengival. Foram então encerradas as coletas 

da pesquisa, e os pacientes tiveram alta parcial, retorno livre ou encaminhamento para 

tratamento de outras necessidades odontológicas. 

 

3.2.1 Anamnese 

             Os participantes foram submetidos a um questionário contendo perguntas sobre suas 

condições médico-odontológicas. Algumas questões foram dirigidas diretamente ao 

entrevistado, como: dados pessoais, automedicação e a história odontológica. Informações 

sobre tempo de soropositividade para o HIV, tempo de tratamento, ganho ou perda recente de 

peso, medicamentos em uso, teores de TCD4+, de carga viral, classificação da infecção pelo 

HIV (CDC, 1993) e histórico ou presença de manifestações oportunistas, foram obtidas por 

meio de consulta ao prontuário médico.   

 

3.2.2 Exame físico extra e intraoral 

              O exame físico teve início pela palpação dos linfonodos em região de cabeça e 

pescoço buscando possíveis alterações de volume, consistência e temperatura. No exame 

extraoral foram avaliadas alterações cutâneas faciais e perilabiais: comissuras labiais, lábios, 

nariz, região do processo zigomático da maxila e região mento. No exame intrabucal foi 

realizada a avaliação dos tecidos moles: língua, assoalho bucal, gengiva, mucosa jugal, palato 

duro, palato mole e tonsilas. As manifestações orais observadas foram catalogadas segundo a 

classificação e critérios diagnósticos para lesões orais na infecção por HIV (“Classification 

and diagnostic criteria for oral lesions in HIV infection. EC-Clearinghouse on Oral Problems 

Related to HIV Infection and WHO Collaborating Centre on Oral Manifestations of the 

Immunodeficiency Virus”, 1993). Após o exame físico dos tecidos moles, o paciente foi 

convidado a realizar a coleta do biofilme subgengival. Apenas após as coletas os pacientes 

foram submetidos ao exame periodontal completo. 

 

3.2.3 Exame periodontal 

Todos os dentes presentes (exceto os terceiros molares) foram sondados, com sonda 

milimetrada Carolina do Norte 15, em seis sítios: mesio-vestibular, vestibular, disto-

vestibular, mésio-lingual/palatino, lingual/palatino, disto lingual/palatino, e três diferentes 
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mensurações foram feitas, como descritas abaixo. Os participantes diagnosticados com 

periodontite (pelo menos 2 sítios com PD ≥5mm) foram incluídos na pesquisa.  

• Profundidade de sondagem (PD): Distância entre a margem gengival e a base do sulco 

gengival. Para essa mensuração a sonda periodontal é introduzida entre o dente e a 

gengiva paralelamente ao longo eixo do dente, respeitando-se o contorno dental.  

• Nível de inserção clínica (NIC): Distância entre a base do sulco gengival e a junção 

amelo-dentinária. Para essa mensuração a sonda é introduzida paralelamente ao longo 

eixo do dente, respeitando-se o contorno dental.  

• Índice de sangramento à sondagem (IS): Foram registrados todos os sítios sangrantes 

após a sondagem expressados em porcentagem (TROMBELLI et al., 2018). 

 

Após 7 dias da consulta inicial, o participante foi submetido ao tratamento periodontal 

não cirúrgico em estágio único. A terapia periodontal foi realizada em um intervalo de 48 

horas, por meio de raspagem (supragengival e subgengival) e alisamento radicular de todos os 

dentes com a utilização de instrumentos manuais (curetas de Gracey) e ultrassônicos.  

 

3.2.4 Coleta do biofilme subgengival para avaliação microbiológica 

Todo o instrumental e materiais utilizados para a coleta das amostras foram 

previamente esterilizados em autoclave. Para a coleta do biofilme subgengival, os dentes 

foram isolados com roletes de algodão, a fim de minimizar o risco de contaminação das 

amostras com a saliva. Amostras do biofilme subgengival dos sulcos gengivais foram obtidas 

com o auxílio de cones de papel absorvente estéreis, de dentes com profundidade de 

sondagem ≥5mm (sítios doentes) e de dentes com profundidade de sondagem ≤3mm (sítios 

saudáveis). Foram coletadas 6 amostras de sítios eleitos previamente por meio do exame 

periodontal completo (periograma). Os cones permaneceram introduzidos nos sulcos por 30 

segundos e, ao final da coleta, foram colocados em um mesmo microtubo do tipo Eppendorf, 

constituindo uma única amostra (sítios saudáveis ou sítios doentes). As amostras foram 

coletadas em 3 tempos distintos, T0 = baseline, T1 = 30 dias após o tratamento periodontal 

não-cirúrgico e T2 = 90 dias após o tratamento periodontal não-cirúrgico. As amostras 

coletadas foram transferidas para microtubos contendo 300 µl de solução tampão Tris-HCl 

(10mM; pH 7,6). Todos os microtubos foram armazenados a -80°C até o processamento das 

amostras. 
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3.2.5 Extração de DNA, amplificação por PCR e sequenciamento para análise do perfil 

microbiológico pela técnica 16S rRNA-based PCR 

As amostras foram submetidas à técnica de sequenciamento do gene 16S, a qual foi 

realizada no Laboratório de Diagnóstico Molecular do Departamento de Materiais Dentários e 

Prótese da FORP/USP, e no Centro de Sequenciamento de Ácidos Nucleicos da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP/USP), uma facility estabelecida na 

FCFRP/USP com recursos FAPESP e USP, e que oferece diversos serviços de 

sequenciamento de nova geração. 

O DNA genômico foi extraído de cada amostra usando a técnica para extração de 

DNA genomico bacteriano com CTAB Doyle & Doyle 1990 modificado (DOYLE; DOYLE, 

1990; NASCIMENTO et al., 2004). A pureza do DNA foi avaliada usando Espectrofotômetro 

UV/Visível. As amostras de DNA genomico extraído foram armazenadas a -80°C até o uso.  

O par de primers (Reverse: 5’ 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC 

3’; e Forward 5’ 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 3’) 

foram sintetizados e purificados por HPLC, e obtidos através da IDT (Integrated DNA 

Technologies, Coralville, EUA) permitindo o sequenciamento da região V3 e V4. Os primers 

incluem os adaptadores de sequenciamento da Illumina®. A reação de amplificação por PCR 

para cada amostra foi realizada em um volume total de 25 µl, contendo: DNA genomico 

microbiano (2.5µl), Amplicon PCR Forward Primer 1 µM (5 µl), Amplicon PCR Reverse 

Primer 1 µM (5 µl), 2x NEBNext® Q5® Hot Start HiFi PCR Master Mix (New England 

Biolabs) (12.5 µl). Foram realizados 25 ciclos por reação utilizando um termociclador e 

respeitando as seguintes condições: 95°C por 3 minutos, 25 ciclos (95°C por 30 segundos, 

55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos), 72°C por 5 minutos, e preservação a 4°C. A 

PCR foi realizada no termociclador Eppendorf, modelo Mastercycler epgradient S. O tamanho 

dos produtos da amplificação (amplicons) foi avaliado em gel de agarose.  

 Os amplicons obtidos foram purificados usando Agencourt AMPure XP Kit (Beckman 

Coulter, EUA). Após a purificação, os amplicons foram submetidos a uma segunda PCR para 

inserção dos barcodes (sequência identificadora de cada amostra individual). A reação de 

amplificação por PCR para cada amostra foi realizada em um volume total de 50 µl, 

contendo: amplicon gerado na primeira PCR (15µl), Nextera XT Index Primer 1 (5µl), 

Nextera XT Index Primer 2 (5µl), 2x NEBNext® Q5® Hot Start HiFi PCR Master Mix 

(25µl). Ciclagem: 95°C por 3 minutos, 25 ciclos (95°C por 30 segundos, 55°C por 30 
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segundos, 72°C por 30 segundos), 72°C por 5 minutos, e preservação a 4°C. A PCR foi 

realizada no termociclador Eppendorf®, modelo Mastercycler epgradient S. 

 Os amplicons obtidos foram purificados usando Agencourt AMPure XP Kit (Beckman 

Coulter, EUA). Após a purificação, os amplicons foram quantificados por PCR em tempo real 

utilizando o kit de quantificação NEBNext® Library Quant Kit for Illumina. As pipetagens 

foram realizadas no sistema automatizado de pipetagem Eppendorf® epMotion 5070. A PCR 

em tempo real foi realizada no equipamento Eppendorf® realplex4 Mastercycler epgradient 

S.  

 Após quantificação, as bibliotecas foram diluídas para 4 nM e misturadas para gerar um 

pool de amostras e submetidos a uma análise de qualidade por Bioanalyzer com Agilent DNA 

1000 Kit 2100 (Agilent Technologies). O pool de amostras foi desnaturado e diluído para 10 

pM. A seguir, foi sequenciado no equipamento MiSeq (Illumina®), utilizando o kit de 

sequenciamento MiSeq 600 cycles v3 (Illumina®) e seguindo o protocolo do fabricante 

(ILLUMINA, 2013). 

 

3.2.6 Análise estatística e bioinformática 16S rRNA 

Os dados demográficos e clínicos foram avaliados por meio de estatística descritiva, as 

variáveis numéricas foram descritas como frequência, e expressados como média e desvio 

padrão. As amostras dos pacientes do grupo HIV foram divididas em categorias baseadas a 

contagem de TCD4+ e carga viral, com o propósito de determinar a influência do TCD4+ e a 

carga viral na diversidade bacteriana. Em base às contagens de TCD4+ foram estabelecidas 

três categorias: <100 cels/mm3, <200 cels/mm3 (101-199 cels/mm3), e <500 cels/mm3 (200-

500 cels/mm3); e três categorias em base à carga viral: <1,000 copias/mL (50-999 copias/ml), 

<100,000 copias/mL (1,000-100,000 copias/mL), e >100,000 copias/mL. 

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado aos dados para verificar sua normalidade. O teste 

t e o teste de Mann-Whitney foram usados para acessar as variáveis paramétricas e não 

paramétricas, respectivamente. O teste ANOVA de uma via foi usado para acessar mais de 2 

variáveis. O índice de diversidade de Shannon (H) foi aplicado para acessar a diversidade alfa 

em diferentes grupos. A diversidade beta foi calculada pelo Índice de Bray-Curtis com teste 

estatístico PERMANOVA. O nível de significância adotado foi de 0,05. O modelo random 

forest foi usado para encontrar as principais características dos grupos analisados. Todas as 
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análises estatísticas foram realizadas com o software R (R Core Team, versão 3.3.1. Viena, 

Áustria, 2016). 

O software FastQC versão 0.11.9 (ANDREWS, 2019) foi utilizado para verificar a 

qualidade das sequências, bem como o número de duplicatas, bases ambíguas e sequências 

truncadas. Posteriormente, as sequências foram processadas via R script, utilizando a pipeline 

recomendado pelo pacote DADA2 (CALLAHAN et al., 2016). Primeiro, as sequências de 

baixa qualidade foram filtradas com os seguintes parâmetros: o número máximo de N 

permitido de 0 (maxN = 0), com o número máximo de erros esperados permitidos de 2 e 5 

para sequências forward e reverse, respectivamente (maxEE = 2,5). Na sequência, foi usado 

um modelo de aprendizado de máquina para corrigir as taxas de erro de bases possivelmente 

erradas com o uso de um modelo de erro paramétrico, o método implementado aprende esse 

modelo de erro a partir dos dados, alternando a estimativa das taxas de erro e inferência da 

composição da amostra até que eles convergem em um conjunto solução consistente. Após 

esta etapa, as sequências semelhantes foram agrupadas para posterior criação da tabela de 

contagem do tipo ASV (Amplicon Sequence Variant), após este passo foi executado a 

remoção das quimeras para minimizar possível viés de PCR. A análise taxonômica foi ser 

realizada considerando o banco de dados SILVA versão 132 (CALLAHAN, 2018) disponível 

online e a tabela de composição foi gerada a partir deste processo. Todos os gráficos de 

diversidade e abundância foram gerados na linguagem de programação R. Os dados da 

sequência foram submetidos ao banco de dados GenBank sob o número de acesso 

PRJNA678700. 
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5 RESULTADOS 

Inicialmente foram incluídas amostras de três tempos de coleta (T0, T1 e T2) de sítios 

doentes e sadios de 22 pacientes do grupo HIV e 26 pacientes do grupo controle, totalizando 

132 e 156 amostras, respectivamente. Após a finalização do processo de sequenciamento, para 

a análise final foram mantidas as amostras de 18 pacientes do grupo HIV, e 14 pacientes do 

grupo controle, totalizando 108 e 84 amostras, respectivamente. Ainda, após a análise das 

corridas dos sequenciamentos, todas as amostras com sequências que continham a base 

ambígua N foram descartadas (96 amostras), devido a que são consideradas como 

incompatibilidades, o que se traduz como uma alteração significativa na identidade das 

sequências, e posteriormente como um viés na identificação da microbiota de ditas amostras. 

 

5.1 Perfil clínico e parâmetros periodontais 

As características clínicas e parâmetros periodontais dos pacientes estão descritos na 

Tabela 1. O estudo incluiu um total de 32 pacientes, 16 homens e 16 mulheres, com uma 

média de 46 anos de idade. O seguimento de 90 dias após o tempo 0 foi completado por 100% 

dos pacientes. O diagnostico periodontal foi inicialmente estabelecido seguindo a 

classificação de doenças periodontais de 1999 (ARMITAGE, 1999), e posteriormente 

reavaliado seguindo os parâmetros da Classificação Periodontal de 2018 (G. CATON et al., 

2018).  

A maioria dos pacientes (93,7% dos pacientes em ambos os grupos) apresentou 

periodontite generalizada; 44% dos pacientes do grupo HIV apresentaram periodontite estágio 

IV e 56% do grupo controle apresentou periodontite estágio III. Considerando a classificação 

por grau da periodontite, ambos os grupos tiveram alta prevalência de grau B, com 89% no 

grupo HIV e 7,41% no grupo controle; no entanto, não foram encontradas diferenças 

significativas entre a classificação periodontal entre os grupos. O número médio de dentes foi 

de 22 em ambos os grupos, sem diferença estatística entre os grupos (p = 0,264). 
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Tabela 1. Perfil clínico e parâmetros periodontais dos pacientes do grupo HIV e controle. 

Dados apresentados em números absolutos, médias e porcentagem (%). 

Características Grupo HIV (%)  

 

(n= 18) 

Grupo Controle (%) 

 

(n= 14) 

Total  

 

(n= 32) 

Valor de p 

 

0.083 

Idade (Média) 44 ± 6.2 48 ± 9.5 46 ± 8 0.264 

Masculino 10 (62,5) 6 (37,5%) 16 0.243 

Feminino 8 (50%) 8 (50%) 16 0.218 

Parâmetros 

periodontais 

  

Número de dentes 

em boca (média) 

20 ± 6 24 ± 4 22 ± 6 0.264 

Extensão 

Generalizada 

Localizada 

Valor de p 

 

16 (89) 

2 (11) 

0.2104 

 

14 (100) 

0 

0.5000 

 

30 (93,75) 

2 (6,25) 

0.09 

Estágio  

3 

4 

Valor de p 

 

10 (56) 

8 (44) 

0.0705 

 

9 (64,3) 

5 (35,7) 

0.1772 

 

19 (59,4) 

13 (40,6) 

0.4655 

Grau 

B 

C 

Valor de p 

 

16 (89) 

2 (11) 

0.4208 

 

10 (71,4) 

4 (28,6) 

0.2578 

 

26 (81,25) 

6 (18,75) 

0.8174 

PS (média) 

T0 

T1 

T2 

Valor de p 

 

2,77 ± 0.6 

2,29 ± 0.7 

1,95 ± 0.6 

0.0102 

 

2,84 ± 0.7 

2,60 ± 0.7  

2,43 ± 0.5 

0.0021 

 

2,79 ± 0.6 

2,40 ± 0.7 

2,17 ± 0.6 

 

NIC (média) 

T0 

T1 

T2 

Valor de p 

 

3,05 ± 0.7 

2,70 ± 0.8 

2,56 ± 1.0 

0.0028 

 

3,42 ± 0.8 

3,26 ± 0.6 

3,08 ± 0.6 

0.0009 

 

3,21 ± 0.8 

2,93 ± 0.7 

2,79 ± 0.8 

 

IS (média) 

T0 

T1 

T2 

Valor de p 

 

39,22 ± 30.1 

21,05 ± 27.4 

16,23 ± 15.0 

0.0678 

 

34,96 ± 23.8 

15,40 ± 13.7 

10,92 ± 8.4 

0.1095 

 

37,44 ± 26.6 

17,72 ± 21.3 

13,30 ± 12.2 

 

T0: tempo zero, T1: tempo um (30 dias), T2: tempos dois (90 dias) 
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5.2 Parâmetros imunológicos 

Os parâmetros imunológicos do grupo HIV são descritos na Tabela 2. Dentro do 

grupo HIV, somente três pacientes apresentaram diagnostico de HIV com mais de 20 anos de 

duração, sendo a média de soropositividade de 14 anos até a realização da anamnese no nosso 

estudo. Todos os pacientes, a exceção de um, apresentaram contagem de TCD4+ <200 

cels/mm³ no baseline, posteriormente foram registrados incrementos nas contagens de TCD4+ 

nos T1 e T2. Somente uma contagem de TCD4+ no tempo 1 não foi registrada. Em relação 

aos registros da carga viral, a maioria dos pacientes apresentaram cargas indetectáveis, com 

10 pacientes no T0 (55,6%), 12 no T1 (67%) e 11 no T2 (61%). Dezesseis dos 18 pacientes 

do grupo HIV apresentaram historial de infecções oportunistas, sendo coinfecções em 10 

casos, incluindo coinfecções de pneumonia e candidíase oral, pneumonia e herpes zoster, 

pneumonia, citomegalovírus e herpes zoster, pneumonia e criptococose, candidíase oral e 

herpes simples, candidíase oral e toxoplasmose. Outras infecções reportadas foram 

criptococose e tuberculose. Todos os pacientes se encontravam em TARV, sendo a maioria 

em terapias combinadas, principalmente com inibidores da transcriptase reversa nucleosídeos 

(INRT). Os regimes de antirretrovirais incluíam INRT (5,6%); combinação de INRT + 

Inibidores da Protease (55,5%); INRT + Inibidores da Protease + Inibidores da Integrase 

(5,6%); INRT + Inibidores da transcriptase reversa não nucleosídeo (11,1%); INRT + 

Inibidores da Integrase + Inibidores do correceptor CCR5 (11,1%); e Inibidores da Protease + 

Inibidores da Integrase (11,1%). 
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Tabela 2. Parâmetros imunológicos do grupo HIV. Dados apresentados em números 

absolutos, médias e porcentagem (%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T0: tempo zero, T1: tempo um (30 dias), T2: tempos dois (90 dias), L TCD4+: linfócitos 

TCD4+, *: valores em cel/mm3. **: valores em copias/ml, N/A: não aplica. INTR: inibidores 

da transcriptase reversa nucleosídeos, IP: inibidores da protease, II: inibidores da integrase, 

INNTR: inibidores da transcriptase reversa não nucleosídeos, ICCR5: Inibidores do 

correceptor CCR5.  

Parâmetros imunológicos Total (%) 

(n=18) 

Tempo de exposição ao HIV (anos) (média) 14 ± 7.9 

≤10 7 

10-20 8 

>20 3 

Infecções oportunistas 16 (89) 

Candidíase Oral 8 (44) 

Pneumonia 8 (44) 

Herpes Zoster 6 (33) 

Herpes simples 3 (17) 

Toxoplasmose 4 (22) 

Citomegalovírus 3 (17) 

Outras infecções 4 (22) 

Coinfecções 10 (55) 

TCD4+* T0 T1 T2 

<100 9 (50) 4 (22) 5 (28) 

101-199 8 (44) 5 (28) 5 (28) 

200-500 1 (6) 8 (44) 6 (33) 

>500 0 0 2 (11) 

N/A  1 (6)  

Carga Viral ** T0 T1 T2 

Indetectável 10 (55.6) 12 (67) 11 (61) 

50 – 999 2 (11) 4 (22) 5 (28) 

1.000-100.000 3 (16.7) 0 0 

>100.000 3 (16.7) 2 (11) 2 (11) 

Regime de TARV  

INTR 1 (5.6) 

INTR + IP 10 (55.5) 

INTR + IP + II 1 (5.6) 

INTR + INNTR 2 (11.1) 

INTR + II + ICCR5 2 (11.1) 

IP + II 2 (11.1) 
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5.3 Diversidade microbiana e características clínicas 

De forma geral, a composição bacteriana da microbiota subgengival diferiu 

significativamente entre o HIV e o grupo de controle. Na beta diversidade a microbiota do 

grupo controle foi mais diversa em comparação ao grupo HIV, no entanto o grupo HIV teve 

sua dispersão dentro do grupo no grupo controle (p=3.8142e-08). Enquanto a alfa diversidade, 

o grupo HIV apresentou uma gama mais ampla de espécies bacterianas na alfa diversidade 

(p=2.6582e-10) em comparação ao grupo controle (Figura 1a. e 1.b). 

A soropositividade para HIV-1 mostrou influenciar na abundância relativa de 

patógenos orais e periodontais, conforme observado na Figura 1c. O gênero mais abundante 

entre as amostras incluídas em nosso estudo foi Streptococcus spp. Ambos os grupos 

apresentaram níveis altos de Stenotrophomonas e Veillonella. O grupo HIV também 

apresentou abundância de Fusobacterium, e o grupo controle revelou um enriquecimento 

significativo de Porphyromonas, Peptostreptococcus e Haemophilus em comparação ao 

grupo HIV. 
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Figura 1 a. Beta-diversidade (Índice de Bray-Curtis Index com o HIV estatístico 

PERMANOVA) do grupo HIV e grupo controle (p=3.8142e-08) b. Índice Shannon de Alfa-

diversidade do grupo HIV e grupo controle (p=2.6582e-10) c. Abundância relativa dos 

gêneros do grupo HIV e grupo controle. 
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5.4 Classificação da DoP e microbiota oral 

A associação entre os parâmetros periodontais e a distribuição bacteriana é mostrada 

em forma de heatmap na Figura 2. Com base na classificação da DoP, o grau B apresentou 

uma microbiota mais diversa em comparação ao grau C. Com base na classificação do 

estágio, o estágio III mostrou a microbiota mais diversa, seguida dos estágios IV e II, nenhum 

dos pacientes incluídos apresentou classificação de estágio I ou II. A periodontite 

generalizada foi caracterizada pela presença de patógenos periodontais, como 

Porphyromonas, Treponema e Fretibacterium, enquanto os indicadores de periodontite 

localizada foram Veillonella, Leptotrichia e Actinomyces, entre outros gêneros. 

Porphyromonas, Methylobacterium, Filifactor e Tannerella foram indicadores para o grupo 

controle, como ilustrado nas Figuras 3a e 3b. O número de dentes presentes no momento da 

coleta também apresentou diferenças na diversificação bacteriana, sendo que os pacientes 

com 25 a 29 dentes em boca apresentaram menor alfa diversidade bacteriana, com uma 

relação direta entre a diminuição do número de dentes e o aumento da alfa diversidade (p= 

1.5814e-05) (Figura 4). 
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Figura 2. Abundância relativa de cada ASV (Amplicon Sequence Variant) (192 amostras) 

mostrada em um heatmap de escala vermelha com identidades taxonômicas e variáveis da 

população. 

 

 

 

 

 



47 
 

 

Figura 3 a. Gêneros marcadores dos grupos HIV e controle b. Gêneros marcadores de 

periodontite localizada e generalizada. 

 

Figura 4. Índice Shannon de Alfa-diversidade na relação com o número de dentes presentes 

em boca (p= 1.5814e-05). 
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5.5 Comparação da microbiota entre sítios saudáveis e doentes 

As figuras 5a, 5b e 5c exibem a alfa diversidade bacteriana segundo os locais de 

coleta. Em uma visão geral de nossa amostra, o SS apresentou menor diversidade bacteriana 

em comparação ao SD (p= 0.0432076). No T0, as amostras de SD e SS do grupo HIV 

apresentaram maior diversidade bacteriana em comparação às amostras do grupo controle (p= 

0.056117). No T1, diminuição na diversidade bacteriana foi observado para SSs e SDs em 

ambos os grupos (p: 5.3561e-11), com uma diminuição marcada da diversidade dos SSs no 

grupo controle. 

 No T2, houve um aumento na alfa diversidade de ambos os grupos (p= 2.8709e09), 

porém os SSs continuaram apresentando menor diversidade em comparação aos SDs, 

principalmente no grupo controle (Figuras 5b e 5c). A diminuição da diversidade bacteriana 

do T0 para os T1 e T2 corresponde com a execução do TPNC; entretanto, nas amostras dos 

SDs, ainda foi observada diversidade maior do que nas amostras de SSs. 

 

 

Figura 5. a. Índice Shannon de Alfa-diversidade para os sítios de coleta (p= 0.0432076) b. 

Alfa-diversidade dos sítios de coletas nos três tempos de coleta do grupo HIV c. Alfa-

diversidade dos sítios de coletas nos três tempos de coleta do grupo Controle. SD: sítios 

doentes, SS: sítios saudáveis (T0 p= 0.056117), (T1 p= 5.3561e-11), (T2 p= 2.8709e09).  
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Em uma análise posterior sobre relação entre os locais de coleta, cinco gêneros foram 

agrupados no mesmo cluster tanto em SD como em SS em ambos os grupos, incluindo 

Streptococcus, Veillonella, Kingella, Neisseria e Capnocytophaga. Peptostreptococcus, 

Leptotrichia, Fusobacterium e Campylobacter também foram encontrados como gêneros 

abundantes em ambos os grupos. Os SDs do grupo controle apresentaram maior abundância 

de patógenos periodontais, como Porphyromonas, Treponema e Tannerella, enquanto nos 

SDs do grupo HIV foram identificados como gêneros abundantes Veillonella, 

Stenotrophomonas e Prevotella. Nas amostras dos SDs dos T1 e T2 do grupo HIV, foi 

observada redução significativa na abundancia de gêneros, com níveis aumentados de 

Anaeroglobus e Actinomyces. Nas amostras de SD do grupo controle Porphyromonas, 

Treponema e Tannerella foram observadas no mesmo cluster, e em abundâncias semelhantes 

a partir do T0, tambem foram identificados no mesmo cluster os gêneros Filifactor, 

Treponema e Defluviitaleaceae (Figura 6). 
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Figura 6. Abundância relativa de cada ACV (192 amostras) mostrada em um heatmap de 

escala vermelha com identidades taxonômicas e relação com os tempos de coleta, sítios de 

coleta e estado sorológico.  
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5.6 Estado imunológico e diversidade microbiana 

Foram avaliadas associações entre a abundância relativa de gêneros bacterianos 

específicos, contagens de TCD4+ e carga viral nos três tempos de coleta nas amostras do 

grupo HIV. Foi incluído o grupo controle somente como comparação para a alfa diversidade 

bacteriana, devido a que não foram verificadas as contagens de TCD4+ e carga viral para esse 

grupo controle. Foram observadas variações na alfa diversidade (índice de Shannon) após o 

TPNC nos T1 (p= 4.9469e-08) e T2 (p= 2.8709e-09) em comparação ao T0 (baseline) (p= 

2.8652e-10) nas três categorias de TCD4+ (Figuras 7 a, b e c). Houve diminuição da alfa 

diversidade bacteriana no T1 para as categorias <100 e <500, com um leve aumento no T2. Já 

a categoria <200 apresentou aumento para o T1, com uma leve diminuição para T2. 

Contudo, deve ser destacado que os pacientes do grupo HIV apresentaram incremento 

nas contagens de TCD4+ nos T1 e T2, produzindo variações no número de pacientes 

incluídos em cada categoria, com um aumento na categoria <500 (200-500 cel/mm3) e 

presença de contagens de >500 cel/mm3 somente para o T2. 

 

 

 

Figura 7.  Índice Shannon de Alfa-diversidade bacteriana nas diferentes categorias de 

contagem de TCD4+ nos três tempos de coleta do grupo HIV a. T0 (p= 2.8652e-10) b. T1 (p= 

4.9469e-08) c. T2 (p= 2.8709e-09). 0= grupo Controle. 
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Pacientes com contagens de TCD4 + <100 cel/mm3 mostraram uma abundância 

significativa de Streptococcus, Stenotrophomonas, Fusobacterium e Veillonella nos T0, T1 e 

T2. Enriquecimento de Prevotella e diminuição do gênero Stenotrophomonas foram 

observados no T2. Nos pacientes com contagens de <200 cel/mm3, o gênero mais abundante 

foi Streptococcus nos três tempos de coleta. Fusobacterium, Prevotella e Veillonella foram 

mais abundantes no T0 e T1, e Veillonella e Stenotrophomonas no T2. Pacientes com 

contagens de TCD4 + <500 cel/mm3, apresentaram maior variação da alfa- diversidade ao 

longo do tempo. Nos T1 e T2, Streptococcus foi o gênero mais abundante, seguido por 

diferentes abundâncias de Fusobacterium, Veillonella, Stenotrophomonas e Prevotella. No 

T0, além dos gêneros previamente identificados em T1 e T2 (Fusobacterium, Veillonella, 

Stenotrophomonas e Prevotella), observou-se enriquecimento de Parvimonas, Leptotrichia, 

Gemella, Treponema, Campylobacter e Dialister, porém este resultado é baseado em um 

único paciente (T0 <500 cel/mm3 n = 1). Apenas dois pacientes apresentaram contagem de 

TCD4 + > 500 cel/mm3, coletados no T2, os quais apresentaram a menor abundância de 

patógenos periodontais entre todas as contagens de TCD4 + nos três tempos de coleta. Os 

gráficos de abundância relativa e a associação com o TCD4 + são mostrados nas Figuras 8, 9 

e 10. 
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Figura 8. Abundância relativa dos gêneros bacterianos em relação às contagens de TCD4+ no 

T0 3a. <100 cel/mm3 3b. 101-199 cel/mm3 3c. 200-500 cel/mm3.  
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Figura 9. Abundância relativa dos gêneros bacterianos em relação às contagens de TCD4+ no 

T1 a. <100 cel/mm3 b. 101-199 cel/mm3 c. 200-500 cel/mm3. 
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Figura 10. Abundância relativa dos gêneros bacterianos em relação às contagens de TCD4+ 

no T2 a. <100 cel/mm3 b. 101-199 cel/mm3 c. 200-500 cel/mm3 d. >500 cel/mm3 
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Em relação à carga viral, quando todas as amostras do grupo HIV foram analisadas em 

conjunto, uma menor abundância relativa de bactérias foi observada em pacientes com carga 

viral indetectável nos três tempos de coleta, enquanto uma diversidade aumentada foi 

observada em pacientes com carga detectável (Figuras 11 a, b e c) (p= 4.704e-10, 5.3561e-

11, 6.0381e-10 respectivamente). Houve uma diminuição na alfa diversidade da categoria 

<1.000 nos T1 e T2. A carga <100.000 apresentou um aumento da alfa diversidade para o T1, 

e uma diminuição para o T2, mostrando uma alfa diversidade similar à do T0. Não houve 

mudanças notáveis nas cargas indetectáveis nos diferentes tempos.  

 

 

Figura 11. Índice Shannon de Alfa-diversidade bacteriana nas diferentes categorias de carga 

viral nos três tempos de coleta do grupo HIV a. T0 (p= 4.704e-10) b. T1 (p= 5.3561e-11) c. 

T2 (p= 6.0381e-10). 0= grupo Controle. 
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Nas figuras 12, 13 e 14 são mostrados os gráficos de abundância relativa em relação à 

carga viral e tempos de coleta. Na carga viral indetectável, uma abundância semelhante de 

Streptococcus, Stenotrophomonas, Fusobacterium, Veillonella e Prevotella foi demonstrada 

ao longo do estudo. No T2, foi observado enriquecimento de Capnocytophaga, Leptotrichia e 

Gemella.   

Em pacientes com carga viral <1.000 cópias/ml, Fusobacterium foi detectado como 

um gênero abundante no T0, que foi posteriormente reduzido nos T1 e T2, e uma diminuição 

da abundância relativa de periodontopatógenos foi observada nos T1 e T2. O gênero 

Streptococcus apresentou abundância semelhante nos três tempos de coleta. Apenas três 

pacientes apresentaram carga viral <100.000 cópias/ml, registrada no T0. Neste parâmetro, 

maior alfa diversidade de gêneros foi identificada em comparação à carga viral de <1.000 

cópias/ml. Streptococcus foi o gênero mais abundante, Veillonella, Leptotrichia, Prevotella, 

Campylobacter e Fusobacterium também foram identificados como gêneros abundantes. Na 

carga viral de >100.000 cópias/ml, no T0, Streptococcus, Veillonella e Fusobacterium foram 

detectados como os gêneros mais abundantes, enquanto uma diminuição acentuada na 

abundância relativa de periodontopatógenos foi observada nos T1 e T2 após TPNC.  
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Figura 12. Abundância relativa dos gêneros bacterianos em relação à carga viral no T0 a. 

Carga viral indetectável b. <1.000 copias/ml c. <100.000 copias/ml d. >100.000 copias/ml. 
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Figura 13. Abundância relativa dos gêneros bacterianos em relação à carga viral no T1 a. 

Carga viral indetectável b. <1.000 copias/ml c. <100.000 copias/ml d. >100.000 copias/ml. 
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Figura 14. Abundância relativa dos gêneros bacterianos em relação à carga viral no T2 a. 

Carga viral indetectável b. <1.000 copias/ml c. <100.000 copias/ml d. >100.000 copias/ml. 
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6 DISCUSSÃO 

O presente estudo comparou a microbiota bacteriana subgengival em pacientes com 

periodontite infectados e não infectados pelo HIV-1. Foi realizada uma análise comparativa 

das alterações na microbiota com base em parâmetros clínicos e imunológicos e controles 

após o TPNC, incluindo locais com e sem sinais clínicos de DoP.  

Alfa diversidade é definida como o número de espécies presentes em um local ou 

ecossistema, enquanto a beta diversidade se refere à variedade espécies que estão presentes 

num habitat, medida que depende da comparação das espécies presentes em dois ou mais 

locais (WHITTAKER, 1972), dessa forma maior alfa diversidade representaria uma maior 

quantidade de microorganismo presentes em um sitio, por outro lado, maior beta diversidade 

representaria maior numero de especies diferentes, sem necessariamente ter uma quantidade 

alta de microorganismos presentes. Nossos resultados revelaram que a infecção pelo HIV-1 

foi associada a maior alfa diversidade bacteriana do biofilme subgengival em comparação ao 

grupo controle. Por outro lado, na beta diversidade, foi observado que o grupo HIV 

apresentou as mesmas espécies que o grupo controle, mas o grupo controle apresentou 

algumas espécies diferentes às do grupo HIV. Existem variações na literatura em relação à 

diversidade bacteriana nos pacientes infectados pelo HIV-1. Estudos como os de Beck et al., 

(2015) e Ferreira et al., (2016) relatam presença de maior diversidade bacteriana em amostras 

de enxaguado bucal e biofilme subgengival de pacientes com HIV em comparação às 

amostras de pacientes não infectados. Em contraposição, Annavajhala et al., (2020) e Li et al., 

(2014) observaram uma diversidade bacteriana oral significativamente menor em amostras de 

biofilme subgengival e saliva de pacientes infectados pelo HIV-1. 

A diferença entre a microbiota de pacientes infectados e não infectados pelo HIV-1 

pode estar relacionada à alta porcentagem de pacientes com infecções oportunistas no grupo 

HIV. Infecções pulmonares como a pneumonia têm sido associadas a aumento na abundância 

de bactérias em amostras orais (IWAI et al., 2012; BECK et al., 2015). De igual forma, o uso 

de TARV é relacionado a modificações na microbiota dos pacientes com HIV. O uso de 

INTR tem sido relacionado à diminuição da alfa diversidade bacteriana oral, porém o uso de 

terapias combinadas, como na maioria dos pacientes incluídos nesse estudo, não têm 

mostrado o mesmo efeito (BECK et al., 2015; ANNAVAJHALA et al., 2020). São 

necessários mais estudos sobre a relação entre a TARV, o desenvolvimento de AIDS e a 

diversidade bacteriana para compreender os efeitos desta terapia a longo prazo na microbiota. 

Além disso, o estado da DoP, em junção às diferentes variáveis clínicas como cárie, presença 
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de Candida spp, dentes ausentes, entre outros, podem ter maior influência nas mudanças do 

microbioma subgengival, que o estado imunológico per se. Os pacientes do grupo HIV 

apresentaram, embora sem significância estatística, pior condição periodontal e menor 

número de dentes em comparação ao grupo controle, ambos fatores relacionados a alfa 

diversidade bacteriana aumentada (BECK et al., 2015; GRIFFEN et al., 2019; 

ANNAVAJHALA et al., 2020). 

A abundância relativa é um componente da biodiversidade, ela se refere a quão 

comum é um gênero em relação a outros gêneros localizados numa mesma comunidade 

(WHITTAKER, 1972), nesse contexto, as comunidades desse estudo são representadas pelos 

sitios de coleta, SD ou SS.  Streptococcus foi o gênero mais abundante entre nossas amostras 

subgengivais nos SDs e SSs, seguido por Fusobacterium, Veillonella e Prevotella, cuja 

abundância relativa mudou dependendo do tempo de coleta e dos parâmetros periodontais e 

imunológicos. Streptococcus, gênero anaeróbio facultativo Gram positivo e Veillonella, 

anaeróbia Gram negativa, foram relatados anteriormente como gêneros dominantes em 

pacientes com HIV-1 com DoP (NOGUERA-JULIAN et al., 2017). Esses dois gêneros são 

relacionados à saúde no biofilme subgengival, atuam no desenvolvimento do biofilme como 

colonizadores precoces, e como bactérias de ligação, também ajudam na coagregação de 

espécies patogênicas. O gênero Fusobacterium, gênero anaeróbio Gram negativo, é 

considerado um membro estrutural do biofilme subgengival com potencial patogênico 

sinérgico, predominantemente associado a Prevotella. Esses dois gêneros estão relacionados à 

destruição de tecidos e à modificação da resposta do hospedeiro, e são encontrados tanto em 

saúde quanto em DoP (SOCRANSKY et al., 1998; HOLT; EBERSOLE, 2005), e têm sido 

descritos como generos abundantes em pacientes em uso de TARV (LI et al., 2014). 

Gêneros de bactérias tradicionalmente ligados à DoP, como Porphyromonas, 

Treponema e Tannerella, foram observados em menor abundância na microbiota do grupo 

HIV em comparação ao grupo controle. Apesar da abundância mais generalizada observada 

nas amostras dos SDs, foram encontrados em baixa abundância em comparação com os outros 

gêneros presentes. Essa tendência de diferentes comunidades microbianas dentro da 

periodontite também foi identificada em estudos anteriores, onde dois tipos de microbiota 

foram descritos na periodontite, um com predominância de periodontopatógenos e um 

segundo, com predominância de espécies comensais e relacionadas a saúde (ZHOU et al., 

2014; HONG et al., 2015; NOGUERA-JULIAN et al., 2017; ANNAVAJHALA et al., 2020). 

Este último corresponde à microbiota encontrada em nosso estudo para o grupo HIV. Além 
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disso, a presença de Porphyromonas, Treponema e Tannerella foi associada a pacientes não 

infectados pelo HIV-1, com periodontite generalizada, estágio 4 e grau B da classificação de 

DoP. 

Em relação aos sítios de coleta, com e sem sinais clínicos de DoP, os SDs 

apresentaram maior alfa diversidade bacteriana nos três tempos de coleta em comparação aos 

SSs. Este resultado está acordo com os resultados relatados por Chen et al. (2018) e Tsai et al. 

(2018), onde uma maior alfa diversidade de bactérias foi encontrada em amostras de pacientes 

saudáveis com DoP, em comparação a amostras de pacientes sem DoP. A diminuição da alfa 

diversidade de bactérias para ambos os grupos nos SDs e SSs nos T1 sugere que TPNC 

produziu uma reorganização do biofilme subgengival com redução de gêneros 

periodontopatogênicos e comensais como, Peptostreptococcus, Aggregatibacter, 

Fusobacterium, Stenotrophomonas, Filifactor, Treponema, Tannerella e Porphyromonas, 

resultado que está em acordo com os resultados obtidos por Chen et al. (2018) e Lu et al. 

(2019). A diminuição da alfa diversidade no T2 pode estar relacionada ao reestabelecimento 

do biofilme periodontopatogênico, isto é, devido a que os efeitos do TPNC são considerados 

transitórios, e após três meses pode ser identificada uma regressão na microbiota (BEIKLER 

et al., 2004; LU et al., 2019). 

Estudos prévios têm relatado que nos pacientes com HIV-1, as contagens de TCD4+ e 

carga viral não apresentam relação na modificação da microbiota, e vice-versa (BECK et al., 

2015; GRIFFEN et al., 2019; ANNAVAJHALA et al., 2020). Os resultados do presente 

estudo mostraram que, na comparação entre os parâmetros imunológicos do HIV-1 e os 

tempos de coleta, houve alterações tanto na alfa diversidade da microbiota como nos 

parâmetros imunológicos do T0 (baseline), antes do TPNC, para T1 e T2, após o TPNC. Na 

análise da associação entre as contagens de TCD4+ e os tempos de coleta, no T2 a alfa 

diversidade bacteriana foi a mais semelhante à do grupo controle em todas as contagens de 

TCD4+, exceto níveis superiores a 500 cel/mm3, onde uma alfa diversidade reduzida foi 

encontrada, no entanto, somente dois pacientes foram incluídos neste parâmetro, resultando 

em uma amostra insuficiente.  

Em relação à carga viral, nas amostras de pacientes com carga viral indetectável a alfa 

diversidade bacteriana foi a mais próxima à do grupo controle, com mínimas alterações antes 

e após o TPNC. No T2 (90 dias após o TPNC), as amostras de pacientes com carga viral 

inferior a 1.000 cópias/ml apresentaram diminuição na alfa diversidade bacteriana. Pereira et 

al. (2014) relataram maior abundância bacteriana entre os níveis detectáveis de carga viral, 
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incluindo patógenos periodontais e bactérias relacionadas à saúde, resultado que está 

parcialmente de acordo com nosso estudo, onde uma maior alfa diversidade bacteriana foi 

detectada nas amostras de pacientes com cargas virais detectáveis, no entanto, como foi 

descrito previamente, o grupo HIV apresentou baixa abundância de periodontopatógenos. 

Contudo, deve ser destacado que os pacientes do grupo HIV apresentaram melhora nas 

contagens de TCD4+ e carga viral nos T1 e T2, produzindo variações no número de pacientes 

incluídos em cada categoria, com aumento no número de pacientes nas categorias <500 (200-

500 cel/mm3) de TCD4+ e <1.000 cópias/ml de carga viral, produzindo variações 

estatisticamente significativas entre os tempos de coleta. 

Nosso estudo apresentou diversas limitações, incluindo o pequeno tamanho da 

amostra, o que dificultou a realização de análises estatísticas mais robustas. Além disso, 

limitações inerentes ao procedimento de sequenciamento do 16S rRNA, como a relatividade 

do resultado obtido com esta técnica e a ausência de determinação das relações patogênicas e 

sinérgicas dentro da microbiota (JO; KENNEDY; KONG, 2016). Nossa metodologia foi 

baseada no sequenciamento do fragmento V3-V4, Kim; Morrison e Yu (2011) mostraram que 

nas OTUs, ou em nosso caso nas ASV, a definição e riqueza são estimadas de forma mais 

confiável pelo sequenciamento do gene 16S quase completo, em vez do sequenciamento de 

uma região parcial. Essa limitação não nos permitiu classificar as reads do sequenciamento 

em níveis mais específicos (espécie ou subespécie). 

Apesar disso, nossos resultados sugerem que o TPNC produziu uma reorganização do 

biofilme subgengival, aumentando a alfa diversidade bacteriana, se assemelhando ao grupo 

controle. Além disso, a microbiota identificada no grupo HIV foi correlacionada com formas 

menos agressivas de periodontite, com uma combinação de gêneros da microbiota residente 

associados a doença e a saúde, como Streptococcus, Fusobacterium, Prevotella, Leptotrichia, 

Rothia e Actinomyces (HONG et al., 2015). A ampla presença de Streptococcus, 

Fusobacterium, Leptotrichia e Actinomyces também foi relatada por Lu et al. (2019) em 

pacientes com DoP três meses após o TPNC. Baseado no anterior, pode-se inferir que o 

estado de imunossupressão produzido pela infecção pelo HIV-1 pode desestabilizar de forma 

significativa as relações bacterianas comensais normalmente encontradas na microbiota oral, 

causando aumento da alfa diversidade nos locais com DoP. 

Embora não tenhamos encontrado uma variação significativa nas bactérias presentes 

no biofilme subgengival entre os tempos de coleta antes e depois do TPNC, uma modificação 

na abundância dos gêneros já estabelecidos para a DoP foi observada. Essas alterações no 
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biofilme subgengival reforçam a importância do TPNC em pacientes infetados pelo HIV-1 

com DoP. 
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7 CONCLUSÃO 

Diferentes perfis de microbiota subgengival foram identificados nos pacientes 

infectados pelo HIV-1 com periodontite em comparação com pacientes não infectados pelo 

HIV-1. Em pacientes infectados pelo HIV-1 foi encontrada microbiota mais diversa, 

composta principalmente por gêneros da microbiota residente e gêneros comensais, em 

contraste com uma microbiota menos diversa, com mais abundância de patógenos 

periodontais detectados em pacientes não-infectados pelo HIV-1 com periodontite. 

O TPNC produziu alterações na microbiota de ambos os grupos, com maior impacto 

no grupo HIV, levando à diminuição da alfa diversidade tanto em SS como em SD. No grupo 

controle, os SSs mostraram diminuição da alfa diversidade bacteriana após o TPNC, enquanto 

os SDs mantiveram-se semelhante ao baseline. Talvez o comportamento dos SDs no grupo 

HIV tenha sido diferente do grupo controle por influência da TARV na microbiota. Esses 

resultados necessitam validação com estudos adicionais.  
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ANEXOS 

ANEXO A – Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em pesquisa 



75 
 

 



76 
 



77 
 

 

 

 



78 
 

ANEXO B – Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com HIV 
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ANEXO C – Termo de consentimento livre e esclarecido para paciente não HIV 
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15 after the NSPT. Association of microbiote with CD4+ T-cell and viral load was performed. 
16 
17 Results: Both groups (HIV, N=18; Control, N=14) showed similar stages and grades of 
18 
19 periodontitis. Streptococcus, Fusobacterium, Veillonella and Prevotella were the most 
20 

21 abundant genera in the samples. A low abundance of periodontal bacteria was observed. 

22 Analyses of the immunological parameters, alpha-diversity and relative abundance revealed 
24 that the NSPT induced shifts in the subgingival biofilm, leading to a microbiota profile 
25 

26 similar to that in non-HIV-1 infected patients. 
27 
28 Conclusion: Our results suggest two different microbiota profiles for the periodontitis 
29 
30 patients. NSPT changed the microbiota profile of both HIV and control groups. A higher 
31 

32 impact was shown in the HIV group, with a significant increase in microbial diversity. In the 

33 control group, a significant reduction in microbial diversity was seen in periodontal sites, in 
35 contrast to an increased diversity in the healthy sites. 
36 
37 

Keywords: Periodontitis, HIV-1 infection, non-surgical periodontal therapy, oral microbiota 
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3 Clinical Relevance 
4 

5 

6 
Scientific rationale for study: Previous studies of periodontitis microbiota in HIV-1-infected 

8 
patients have been performed, however, changes in the subgingival microbial profile after 

9 
10 non-surgical treatment in these patients are still unknown. 
11 

12 Principal findings: The subgingival microbiota of periodontitis sites of HIV-1 patients 

13 differed both in diversity and pathogen profile in comparison to non-HIV- infected patients. 
15 The non-surgical periodontal treatment induces shift in the microbiota in both groups. 
16 
17 Practical implications: These findings provide new insights into the oral microbiota of 
18 

19 patients with periodontitis and HIV-1 infection, and can be useful in the management of 

20 periodontal diseases in immunocompromised patients. 
22 
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3 Introduction 
4 
5 

Periodontal diseases (PD) are a group of conditions that can cause progressive 
7 destruction of the periodontal tissues and alveolar bone, resulting in periodontal pocket, 
8 
9 gingival recessions, or both (Lang, Lindhe, 2015; Newman et al., 2018). While its etiology is 
10 

11 primarily bacterial, currently, it is more accepted that the pathogenesis of PD is host- 

12 response-mediated with the influence of local or systemic dysbiosis (Gonçalves et al., 2013). 
14 When associated with diseases like the human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) infection, 
15 

16 periodontitis has a great impact on the development of clinical attachment loss (Groenewegen 
17 

18 et al., 2019; Jepsen et al., 2018). Immunosuppression in HIV-1-infected patients favors the 

19 imbalance between microbial aggression and host immune response, with the potential to 
20 
21 destroy periodontal tissues (Barr et al., 1992). This may be aggravated by other factors like 
22 

23 the use of antiretroviral therapy (ART) (Mataftsi et al., 2011; Vernon et al., 2009). 
24 
25 The prevalence of periodontal pathogenic bacteria and commensal pathogens from the 
26 

27 gut, urinary and respiratory tract is relatively high in HIV-1- infected patients (Alpagot et al., 
28 

29 2004; Gonçalves et al., 2007; Kinane et al., 1999; Pereira et al., 2014). With the new 

30 metabolomic and transcriptomic technologies, as the Next Generation DNA sequencing, the 
31 
32 study of microorganisms involved in PD has become more feasible, contributing to the 
33 

34 analysis of the interaction of PD and HIV-1 infection (Barnes et al., 2014; Santiago- 

35 Rodriguez et al., 2015). Considering that microbial communities in HIV-1-infected patients 
37 with PD may be altered, and information on periodontal issue is scarce or still lacking in the 
38 
39 literature, the aim of this study was to determine the microbiological profile of patients with 
40 

41 periodontitis and HIV-1 infection after non-surgical periodontal therapy (NSPT), and 

42 compare it with non-HIV-1 infected patients. Our hypothesis is that: 1) the microbiological 
44 profile of HIV-1 patients with periodontitis differs from that of non-HIV-1 infected patients; 
45 

46 and 2) NSPT can induce changes in the periodontal microbiota and serological immune 
47 

48 markers to a pattern similar to that present in non-HIV-1 infected patients with periodontitis. 
49 

50 
51 Material and Methods 

52 

53 Samples and study design 

54 Biological samples of subgingival biofilm from 22 HIV-1-infected patients (HIV 
56 group) and 26 non-HIV-1 infected patients (control group) with PD enrolled in a previous 
57 
58 quasi-experimental study (NCT03262402) were analyzed (Nobre et al., 2019). HIV-1-infected 
59 

60 patients were recruited from the Special Unit for the Treatment of Infectious Diseases of 
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3 Ribeirao Preto General Hospital, University of São Paulo, Brazil (UETDI-HC-FMRP-USP), 
4 

5 and control patients were recruited at the dental care clinics of the School of Dentistry of 

6 Ribeirão Preto, University of São Paulo, Brazil (FORP-USP). The inclusion criteria for both 
8 

groups were: patients with periodontitis aged 18 years or older, with at least 12 teeth, and at 
9 
10 least two sites with probing depth ≥ 5mm and two teeth with clinical attachment level ≥ 4mm. 
11 

12 Diagnosis of PD was made according to the 1999 classification of PD (Armitage, 1999) and 
13 

14 later re-evaluated according to the last World Workshop classification system (G. Caton et al., 

15 2018). For HIV-1-infected patients, the inclusion criteria were HIV-1 seropositivity, 
16 
17 determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and confirmed by Western Blot, 
18 

19 and ART with a nucleoside analogue reverse transcriptase inhibitor, a non-nucleoside 

20 analogue reverse transcriptase inhibitor, an integrase inhibitor, and a protease inhibitor. In 
22 addition, only patients diagnosed with AIDS (CD4+ T-cell count below 200 cells /mm³ and/or 
23 
24 presence of opportunistic infections) were enrolled. The protocol was approved by the local 
25 

26 Institutional Review Board (CAAE #: 54415.1.000.5419) and all patients provided written 

27 informed consent. 
29 All included patients underwent a full-mouth periodontal examination. Pocket probing 
30 

31 depth was measured at six sites per tooth with a manual periodontal probe. Clinical level of 

32 attachment, pocket probing depth, and bleeding on probing were registered. Samples of 
34 subgingival biofilm from healthy sites (HS) and sites with active PD (PS) were collected 
35 
36 using sterilized paper cones in three different times, T0-baseline: before the NSPT, Time 1 
37 

38 (T1): 30 days after NSPT, Time 2 (T2): 90 days after NSPT. 
39 

40 
41 Oral microbiota characterization using 16S rRNA gene amplification and sequencing 
42 

43 Bacterial genomic DNA was extracted from the samples using a modified protocol for 
44 

45 DNA extraction using CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) (Doyle & Doyle, 1990; 

46 Nascimento et al., 2004), and sequencing of amplified samples by the 16S rRNA-based PCR 
48 method was applied using the next-generation sequencing system MiSeq (Illumina®). The 
49 

50 primers (Reverse: 5’ 

51 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC 
53 3’; Forward: 5’ 
54 
55 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 3’) 
56 

57 were obtained by IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, EUA) allowing the 

58 sequencing of the variable regions V3 to V4. Briefly, a PCR was performed to amplify V3-V4 
60 region of 16S using NEBNext® Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix (New England Biolabs). 
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3 Amplicons were purified with Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter, EUA). Samples 
4 

5 were submitted to agarose gel electrophoresis to confirm the amplicon size. A second PCR 

6 was performed to allow barcoding of samples. After a second round of purification with 
8 

Agencourt AMPure, libraries were quantified by real-time PCR using the NEBNext® Library 
9 
10 Quant Kit for Illumina.  Pipetting was performed using an automated system (Eppendorf 
11 

12 epMotion® 5070). Purified and diluted amplicons (4nM) were pooled and submitted to 

13 quality analysis using the Agilent DNA 1000 kit and the 2100 BioAnalyzer (Agilent 
15 Technologies). Library size was confirmed, and the pool of samples was denaturized and 
16 
17 diluted to 10pM for sequencing. Next generation sequencing system MiSeq (Illumina®) was 
18 

19 carried out according to the manufacturer’s instructions (Illumina, 2013). 
20 

21 

22 

23 Statistical and Bioinformatics analysis of 16S rRNA sequencing 
24 
25 Demographic and clinical data were evaluated using descriptive statistics, categorical 
26 

27 variables were described as frequency, and expressed as mean and standard deviation. We 
28 

29 divided HIV samples/patients into three categories based on CD4+ T-cell count and viral load 

30 to determine the influence of CD4+ T-cell count and viral load on bacterial diversity. Then, 
31 
32 CD4+ T-cell count categories were as follows: <100 cells/mm3, <200 cells/mm3 (101-199 
33 

34 cells/mm3), and <500 cells/mm3 (200-500 cells/mm3); and viral load categories consisted of 
35 

<1,000 copies/mL (50-999 copies/ml), <100,000 copies/mL (1,000-100,000 copies/mL), and 
37 >100,000 copies/mL. 
38 
39 

40 Data were checked for normality using the Shapiro-Wilk test. The t-test and the Mann- 

41 Whitney test were used to access parametric and non-parametric variables, respectively. One- 
43 Way ANOVA test was used for comparisons between three or more variables. The Shannon 
44 

45 diversity index (H) was applied to assess alpha diversity in different groups. The beta 

46 diversity was calculated by Bray-Curtis Index with PERMANOVA statistical test. The level 
48 of significance was set at 0.05. A random forest model was used to determine the main 
49 
50 features of the analyzed groups. All statistical analyses were performed using R software (R 
51 

52 Core Team, version 3.3.1. Vienna, Austria, 2016). 
53 
54 The FastQC software version 0.11.9 (Andrews, 2019) was used to check the quality of 
55 

56 the sequence reads, as well as the number of duplicates, ambiguous bases, and truncated 

57 sequences. Subsequently, the sequences were processed via R script, using the pipeline of the 
59 DADA2 package (Callahan et al., 2016). First, the low-quality sequences were filtered with 
60 
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3 the following parameters: the maximum allowed number of 0 (maxN = 0), the maximum 
4 

5 allowed number of expected errors of 2 and 5 for forward and reverse sequences, respectively 

6 (maxEE = 2.5). Then, a machine learning model was used to correct possible erroneous bases 
8 

with the use of a parametric error model. The method learns this error model from the data, by 
9 
10 alternating estimation of the error rates and inference of the sample composition until they 
11 

12 converge into a consistent solution set. Then, the similar sequences were grouped for later 

13 creation of the count table (ASV, Amplicon Sequence Variant), and after this, chimeras were 
15 removed to minimize potential PCR bias. The taxonomic analysis was performed considering 
16 
17 the SILVA database version 132 (Callahan, 2018) available online, and the composition table 
18 

19 was generated from this process. 
20 
21 These sequence data have been submitted to the GenBank database under accession 
22 

23 number PRJNA678700. 
24 

25 
26 Results 
27 
28 Samples and patients’ characteristics 
29 

30 The original sample of subgingival biofilm from HS and PS (collected at T0, T1 and 

31 T2) of HIV (N=22) and control group (N=26) consisted of 132 and 156 samples, respectively. 
33 However, after the sequencing was completed, 108 samples of the HIV group and 84 of the 
34 

35 control group were analyzed. Samples containing errors in the sequences (96 samples) were 

36 excluded from analysis in the present study and will be analyzed in further studies. Then, we 
38 

present the results from samples from 32 patients (16 men, median age 46 years), 18 HIV-1 
39 
40 infected patients and 14 controls. All patients completed the study. 
41 

42 Most patients (93.7% of the patients in both groups) had generalized periodontitis; 

43 44% of the HIV group had periodontitis stage IV, and 50% of the control group had stage III. 
45 Considering periodontitis grading, both groups had a high prevalence of periodontitis grade B, 
46 
47 with 77.8% in the HIV group and 57.1% in the control group; however, no significant 
48 

49 differences in periodontitis stages or grades were found between the groups. Mean number of 

50 teeth was 22 in both groups, and the HIV group had a significantly lower mean number of 
52 teeth (p=0.039) (Table 1). 
53 

54 

55 
Immunological parameters 

57 Of the 18 patients included in the HIV group, only three patients had more than 20 
58 
59 years of HIV-1 infection, the mean time of seropositivity was 14 years at the time the medical 
60 
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3 history was taken. Regarding the CD4+ T-cell count, all patients except one had a CD4+ T-cell 
4 

5 count of <200 cells/mm3, and an increase was observed at T1 and T2. With respect to viral 

6 load, undetectable levels were more common in HIV-1 patients, in 10 patients (55.6%) at T0, 
8 

12 (67%) at T1, and 11 (61%) at T2. Sixteen of the 18 patients of the HIV group had a history 
9 
10 of HIV-related opportunistic infections – 10 cases of coinfections, including pneumonia and 
11 

12 oral candidiasis; pneumonia  and  herpes  zoster;  pneumonia,  cytomegalovirus,  and  herpes 

13 zoster; pneumonia and cryptococcosis; oral candidiasis and herpes simplex; oral candidiasis 
15 and toxoplasmosis. Other infections included cryptococcosis and tuberculosis. All patients in 
16 
17 the HIV-1 group (100%) were in ART, and nucleoside reverse transcriptase inhibitors 
18 

19 (NRTIs) were the most common therapy. The ART regimens included NRTIs (5.6%), 

20 combinations of NRTIs and protease inhibitors (29%), NRTIs and non-nucleoside reverse 
22 transcriptase inhibitors (11.1%), NRTIs and integrase inhibitors and CCR5 inhibitors (11.1%), 
23 

24 and protease inhibitors and integrase inhibitors (11.1%) (Table 2). 
25 

26 
27 Microbial diversity and clinical characteristics 
28 
29 Overall, the microbiota community structures differed significantly between the HIV 
30 

31 and control group. The control group showed a wider range of bacterial species in alpha (p- 

32 value: 2.6582e-10) and beta (p-value: 3.8142e-08) diversity in comparison to the HIV group 
34 (Figure 1a. and 1.b). 
35 

36 The presence of HIV-1 seropositivity had an influence on the relative abundance of 
37 

38 oral and periodontal pathogens, as observed in Figure 1c. Overall, the most abundant genus 

39 among the samples was Streptococcus spp. Both groups showed high proportions of 
41 Stenotrophomonas and Veillonella. The HIV group also showed an abundance of 
42 

43 Fusobacterium, and the control group revealed a significant enrichment of Porphyromonas, 

44 Peptostreptococcus and Haemophilus in comparison to the HIV group. 
46 

47 

48 Periodontal disease classification and oral microbiota 
49 

50 The association between periodontal parameters and bacterial distribution is shown in 

51 a heat map in Figure 2. Based on the grading of PD, grade B showed a more diverse 
53 microbiota in comparison to grade A and C. Based on stage classification, stage III showed 
54 

55 the most diverse microbial communities, followed by stage IV and II. None of patients had 
56 

57 periodontitis stage I. Generalized periodontitis was characterized by the presence of 

58 periodontal pathogens, like Porphyromonas, Treponema and Fretibacterium, while the 
59 
60 indicators for localized periodontitis were Veillonella, Leptotrichia and Actinomyces, among 
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3 other genera. Porphyromonas, Methylobacterium, Filifactor and Tannerella were detected in 
4 

5 the control group (Supplementary Figures 1). The number of teeth was associated with 

6 bacterial diversification, in that patients with 26 to 29 teeth had a higher diversity of species, 
8 

while patients with less than 15 teeth had a lower diversity (p-value: 1.5814e-05) 
9 
10 (Supplementary Figure 2). 
11 

12 

13 
Comparison of the microbiota in HS and PS 

15 Figures 3a, 3b and 3c exhibit the bacterial alpha diversity of subgingival biofilm 
16 
17 samples collected from HS and PS. In general, PS showed a lower bacterial diversity in 
18 

19 comparison to HS (p-value: 0.0432076). At T0, there was an increased tendency in bacterial 

20 diversity in HS compared to PS of both control and HIV groups (p-value: 0.056117). At T1 
22 (p-value: 5.3561e-11) an increase in bacterial diversity was observed in both groups, 
23 

24 however, while bacterial diverisity was not different between PS and HS in the HIV group, a 

25 higher bacterial diversity was found in HS than PS in controls. At T2, bacterial diversity was 
27 reduced in PS, mainly in the control group (Figures 3b and 3c). The increase in bacterial 
28 
29 diversity from T0 to T1 and T2 relates to the performance of NSPT; however, in the PS 
30 

31 samples, despite the increase in bacterial diversity, it was still lower than in HS samples. 

32 With regard to the genera identified in PS and HS in the HIV and control group, the 
34 following genera were found abundant in in both groups: Streptococcus, Veillonella, Kingella, 
35 

36 Neisseiria, Capnocytophaga, Peptostreptococcus, Leptotrichia, Fusobacterium and 
37 

38 Campylobacter. In the HIV group, Veillonela, Stenotrophomonas, and Prevotella were the 

39 most abundant periodontal pathogens in the PS, whereas in the control group, the most 
41 abundant were Porphyromonas, Treponema and Tannerella. There was a significant reduction 
42 

43 in the diversity of genera in PS samples at T1 and T2 of the HIV group, with detection of 

44 Anaeroglobus and Actinomyces. On the other hand, in the PS samples of the control group, 
46 Porphyromonas, Treponema and Tanerella at T1 and T2 were as abundant as at T0, along 
47 
48 with Filifactor, Treponema and Defluviitaleaceae genera in the same cluster (Supplementary 
49 

50 Figure 3) . 
51 

52 
53 Immunological status and microbial diversity 
54 
55 

56 Associations between the relative abundance of each bacterial genus, CD4+ T-cell 
57 

58 counts, and viral load at the three time points (T0, T1 and T2) were evaluated in HIV group. 

59 The control group was included only for comparison of bacterial diversity, since we did not 
60 
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3 check CD4+ levels and viral load counts in this group. The results of bacterial diversity based 
4 

5 on CD4+ T-lymphocytes categories are demonstrated in the Table 2 and Supplementary 

6 Figures 4,5 and 6. An increase in alpha diversity (Shannon index) was observed after NSPT in 
8 

both T1 (p-value: 4.9469e-08) and T2 (p-value: 2.8709e-09) in comparison to T0 (baseline) 
9 
10 (p-value: 2.8652e-10) in the three CD4+ T-cell count categories (Figures 4a, 4b and 4c). 
11 

12 Patients with CD4+ T-cell counts of <100 cell/mm3 showed a significant abundance of 

13 Streptococcus, Stenotrophomonas, Fusobacterium and Veillonella at T0, T1 and T2. An 
15 enrichment of Prevotella and a decrease of the Stenotrophomonas genus were observed at T2. 
16 
17 In patients with counts of <200 cells/mm3, the most abundant genus was Streptococcus in all 
18 

19 the times. Fusobacterium, Prevotella and Veillonella were more abundant at T0 and T1, and 

20 Veillonella and Stenotrophomonas at T2. Patients with CD4+ T-cell counts of <500 cells/mm3 

22 showed greater variation in alpha diversity (genus richness) over time. At T1 and T2, 
23 

24 Streptococcus was the most abundant genus, followed by different abundances of 

25 Fusobacterium, Veillonella, Stenotrophomonas and Prevotella. At T0, besides the genera 
27 previously identified at T1 and T2 (Fusobacterium, Veillonella, Stenotrophomonas and 
28 
29 Prevotella), an enrichment of Parvimonas, Leptotrichia, Gemella, Treponema, 
30 

31 Campylobacter and Dialister was observed, however, this result was seen in a single patient 

32 (T0 <500 cells/mm3 n=1). Only two patients had CD4+ T-cell count >500 cell/mm3 (at T2), 
34 which represented the lowest abundance of periodontal pathogens among all CD4+ T-cell 
35 

36 counts at the three times. The graphs of relative abundance over time and its association with 
37 

38 CD4+ T-cell count are provided in Supplementary Figures 4, 5 and 6. 
39 

40 
Regarding the overall viral load, when all samples from HIV-1 infected patients were 

42 analyzed together, a higher bacterial relative abundance was observed in patients with 
43 

44 undetectable viral load over time, and a reduced diversity was observed in patients with 

45 detectable load (Figures 5a, 5c, and 5c) (p-value: 4.704e-10, 5.3561e-11 and 6.0381e-10 
47 respectively). In undetectable viral load, similar abundance of Streptococcus, 
48 
49 Stenotrophomonas, Fusobacterium, Veillonella and Prevotella was observed over time. At 
50 

51 T2, an enrichment of Capnocytophaga, Leptotrichia and Gemella was also observed. The 

52 results regarding bacterial diversity based on viral load categories are demonstrated in the 
54 Table 2 and Supplementary Figures 7, 8 and 9. 
55 

56 In patients with a viral load <1,000 copies/mL, Fusobacterium abundant at T0, and 
57 

58 later reduced at T1 and T2. A decrease in the relative abundance of periodontal-related 

59 pathogens was shown at T1 and T2. The Streptococcus genus showed similar abundance in 
60 
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3 the three time points. Only three patients had a viral load of <100,000 copies/mL, registered at 
4 

5 T0, who showed a higher diversity of genera in comparison to patients with <1,000 

6 copies/mL.  Streptococcus was the most abundant genus, and Veillonella, Leptotrichia, 
8 

Prevotella, Campylobacter and Fusobacterium were also abundant genera. In patients with a 
9 
10 viral load of  >100,000   copies/mL, at   baseline (T0), Streptococcus, Veillonella and 
11 

12 Fusobacterium were the most abundant genera, and a marked decrease in the relative 

13 abundance of periodontal pathogens was observed at T1 and T2 after the NSPT. Graphs 
15 showing the association of the times of sampling and viral load are provided in 
16 
17 Supplementary Figures 7, 8, and 9. 
18 

19 

20 
Discussion 

22 Our study compared the subgingival microbiota of HIV-1 and non-HIV-1 patients 
23 

24 with PD. We performed a comparative analysis of the changes in the microbiota based on 

25 clinical and immunological parameters and time after NSPT, including sites with and without 
27 clinical signs of PD. Our results revealed that HIV-1 infection was associated with lower 
28 
29 bacterial diversity in the subgingival biofilm as compared with a non-infected control group. 
30 

31 This is in accordance with the study of Annavajhala et al. (2020) who observed significant 

32 lower oral and gut bacterial diversity in patients with HIV infection. Li et al., (2014) also 
34 reported a lower bacterial diversity in saliva samples of HIV-1 infected patients. Since all 
35 

36 patients included in the HIV group in the current study were on ART, the lower bacterial 
37 

38 diversity may be related to the restorative effect of ART on the microbiota, comparably to 

39 non-HIV-infected patients (Beck et al., 2015). In addition, the difference between oral 
41 microbiota of HIV-1 and non-HIV- infected patients has also been related to the development 
42 

43 of PD; in more advanced stages of periodontitis, a less diverse microbiota tend to be 

44 established in the oral tissues (Griffen et al., 2019; Noguera-Julian et al., 2017; Stern et al., 
46 2019). 
47 
48 Streptococcus was the most abundant genus in the subgingival samples of both PS and 
49 

50 HS of our study groups followed by Fusobacterium, Veillonella and Prevotella, whose 

51 relative abundance order changed depending on sampling time, and periodontal and 
53 immunological parameters. Streptococcus and Veillonella had been previously reported as 
54 

55 dominant genera in HIV-1 patients with PD (Noguera-Julian et al., 2017). These two genera 
56 

57 are early colonizers and seem to coaggregate in oral biofilm formation. Fusobacterium has a 

58 role in subgingival biofilm structure, with a potential synergistic pathogenic effect with 
59 
60 
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3 Prevotella. These two genera are related to tissue destruction and changes in host response, 
4 

5 and are found both in health and disease (Holt & Ebersole, 2005; Socransky et al., 1998) 

6 In our study, bacterial genera that are traditionally linked to PD, such as 
8 

Porphyromonas, Treponema   and Tannerella, were   found   in   lower   abundance   in the 
9 
10 microbiota of HIV-1-infected patients compared to control group.  Despite the higher 
11 

12 abundance of these pathogens in PS samples, these periodontal pathogens were not found in 

13 higher abundance compared with the other genera identified in this study. Such variation in 
15 microbial communities among PD patients has been previously reported, with description of 
16 
17 two types of microbiota in periodontitis, one where pathogenic species are predominant, and 
18 

19 another where commensal species are predominant (Annavajhala et al., 2020; Hong et al., 

20 2015; Noguera-Julian et al., 2017; Zhou et al., 2014). The latter was the type of microbiota 
22 found in our HIV group. In addition, the presence of Porphyromonas, Treponema and 
23 

24 Tannerella was predominant in non-HIV-infected patients, and associated with generalized 

25 periodontitis, and PD stage IV and grade B. 
27 Regarding the association of bacterial diversity with sampling sites (PD and PS), PS 
28 
29 showed a lower bacterial diversity at the three time points. This result is in contrast with the 
30 

31 results reported by Tsai et al., 2018 and Chen et al., 2018, where a higher diversity of bacteria 

32 was found in diseased than in healthy samples. However, while in those studies the healthy 
34 samples were collected from patients without PD, in our study, the HS samples were collected 
35 

36 from sites with probing depth <4mm from the same periodontal patients, which could result in 
37 

38 differences in bacterial diversity observed between the samples. The increase in bacterial 

39 alpha diversity in both PS and HS at T1 and T2 suggests a positive effect of NSPT on the 
41 proliferation of health-related species, as reported by Chen et al., 2018 and Lu et al., 2019. 
42 

43 In addition, changes in microbial abundance were detected at T1 and T2 compared 

44 with T0. In the analysis of the association between CD4+ T-cell count, bacterial diversity, and 
46 time of sample collection, at T2, bacterial diversity in patients with <100 cells/mm3 and <200 
47 
48 cells/mm3 was the most similar to controls. In the group with CD4+ T-cell >500 cells/mm3, a 
49 

50 reduced diversity was found, however, only two patients were included in this group, 

51 resulting in an insufficient sample size. 
53 With respect to viral load, in samples from patients with undetectable viral load the 
54 

55 bacterial diversity was closer to that in the control group, with no changes after the NSPT 
56 

57 compared with baseline. At T2 (90 days after the NSPT), samples from patients with viral 

58 loads of less than 1,000 copies/mL showed an increase in bacterial diversity. Pereira et al., 
59 
60 2014 reported higher bacterial abundance in patients with detectable levels of viral load, 
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2 
3 including periodontal pathogens and commensals, in contrast with our results, where the 
4 

5 highest bacterial abundance was found in the undetectable levels of viral load. 

6 Our study had some limitations, including the small sample size, which limited the 
8 

possibility of performing more robust statistical analyses. Moreover, limitations inherent to 
9 
10 the 16S rRNA sequencing procedure, such as the relativity of the result obtained with this 
11 

12 technique and the lack of determination of pathogenic and synergistic relationships within the 

13 microbiota (Jo et al., 2016). In addition, Other than that, our methodology was based on the 
15 sequencing of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene. Kim et al. (2011) showed that OTUs 
16 
17 (Operational Taxonomic Unit), or as in our case ASV’ definition and richness are more 
18 

19 reliably estimated by sequencing of nearly full-length 16S rRNA gene, instead of a partial 

20 region. However, the V1-V4 regions were shown to provide more accurate estimates than 
22 other regions (Kim et al., 2011). This limitation did not allow us to classify the sequencing 
23 

24 reads at more specific levels (species or subspecies). 

25 Despite these limitations, our results suggest that NSPT produced a reorganization of 
27 the subgingival biofilm, and improved bacterial diversity, making it more similar to that in the 
28 
29 control group. Also, the microbiota identified among the HIV group has been correlated with 
30 

31 less aggressive forms of periodontitis, with a combination of disease-associated, health- 

32 associated and core species, such as Streptococcus, Fusobacterium, Prevotella, Leptotrichia, 
34 Rothia and Actinomyces (Hong et al., 2015). The wide presence of Streptococcus, 
35 

36 Fusobacterium, Leptotrichia and Actinomyces was also reported by Lu et al., 2019 in patients 
37 

38 with PD three months after the NSPT. Although we did not find a significant shift in bacteria 

39 genera over the time points analyzed, a change in the abundance of the already established 
41 genera was noted in the subgingival biofilm. These findings support the importance of the 
42 

43 NSPT for HIV-1 patients with periodontitis. 
44 

45 
46 Conclusion 
47 
48 Different subgingival microbiota profiles were identified in HIV patients with 
49 

50 periodontitis as compared with non-HIV patients. In HIV patients, a less diverse microbiota, 

51 composed mostly of commensal and health-associated genera was found, in contrast to a more 
53 diverse microbiota, with more abundance of periodontal pathogens detected in non-HIV 
54 

55 patients with periodontitis. 
56 

57 

58 

59 

60 
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3 Ethics approval and consent to participate 
4 

5 This study was approved by the research ethics committee (CAAE: 

6 50004415.1.0000.5419) and all patients provided written informed consent. The study was 
8 

also registered at ClinicalTrials.gov (NCT03262402). 
9 
10 
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3 Tables 
4 

5 
6 Table 1. Clinical profile and periodontal parameters of HIV-infected patients with 
7 

8 periodontitis (n=18) and non-HIV patients with periodontitis (control group, n=14) 
9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 
58 

59 T0: baseline, T1: 30 days from baseline T2: 90 days from baseline, ±: standard deviation 

Characteristics HIV group (%) 

 
(n= 18) 

Control group (%) 

 
(n= 14) 

Total 

 
(n= 32) 

P value 

 
0.083 

Age (mean) 44 ± 6.2 48 ± 9.5 46 ± 8 0.264 

Male 10 (62.5) 6 (37.5) 16 0.243 

Female 8 (50) 8 (50) 16 0.218 

Periodontal 

parameters 

  

Number of teeth 

(mean) 

20 ± 6 24 ± 4 22 ± 6 0.264 

Extent 

Generalized 

Localized 

 

16 (89) 
2 (11) 

 

14 (100) 

 

30 (93.75) 
2 (6.25) 

 

0.09 

Stages 

II 

III 

IV 

 

3 (16.6) 

7 (39) 
8 (44.4) 

 

2 (14.3) 

7 (50) 
5 (35.7) 

 

5 (15.6) 

14 (43.8) 
13 (40.6) 

 

0.5614 

Grades 

A 

B 

C 

 

2 (11,1) 

14 (77.8) 
2 (11.1) 

 

2 (14.3) 

8 (57.1) 
4 (28.6) 

 

4 (12.5) 

22 (68.75) 
6 (18.75) 

 

0.4761 

Probing depth (mean) 

T0 

T1 

T2 
P-value 

 

2.77 ± 0.6 

2.29 ± 0.7 

1.95 ± 0.6 
0.0102 

 

2.84 ± 0.7 

2.60 ± 0.7 

2.43 ± 0.5 
0.002049 

 

2.79 ± 0.6 

2.40 ± 0.7 

2.17 ± 0.6 

 

Clinical attachment 

(mean) 

T0 

T1 

T2 
P-value 

 
 

3.05 ± 0.7 

2.70 ± 0.8 

2.56 ± 1.0 
0.002756 

 
 

3.42 ± 0.8 

3.26 ± 0.6 

3.08 ± 0.6 
0.00091 

 
 

3.21 ± 0.8 

2.93 ± 0.7 

2.79 ± 0.8 

 

Bleeding on probing 

(mean) 

T0 

T1 

T2 
P-value 

 
 

39.22 ± 30.1 

21.05 ± 27.4 

16.23 ± 15.0 
0.06778 

 
 

34.96 ± 23.8 

15.40 ± 13.7 

10.92 ± 8.4 
0.1095 

 
 

37.44 ± 26.6 

17.72 ± 21.3 

13.30 ± 12.2 
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2 
3 Table 2. Immunological parameters of HIV-infected patients with periodontitis (n=18) 
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5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 
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14 

15 
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17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

1 

Immunological parameters Total (%) 

(n=18) 

Time of HIV-infection (years) 

(mean) 

14 ± 7.9 

≤10 7 

10-20 8 

>20 3 

Opportunistic infections 16 (89) 

Candidiasis 8 (44) 

Pneumonia 8 (44) 

Herpes Zoster 6 (33) 

Herpes simples 3 (17) 

Toxoplasmosis 4 (22) 

Cytomegalovirus 3 (17) 

Other infections 4 (22) 

Coinfections 10 (55) 

CD4+ T-cells (cells/mm3) T0 T1 T2 

<100 9 (50) 4 (22) 5 (28) 

101-199 8 (44) 5 (28) 5 (28) 

200-500 1 (6) 8 (44) 6 (33) 

>500 0 0 2 (11) 

N/A  1 (6)  

Viral load copies/mL T0 T1 T2 

Undetectable 10 (55.6) 12 (67) 11 (61) 

50 – 999 2 (11) 4 (22) 5 (28) 

1.000-100.000 3 (16.7) 0 0 

>100.000 3 (16.7) 2 (11) 2 (11) 

ART regimen  

NTRIs 1 (5.6) 

NTRIs + PI 10 (55.5) 

NTRIs + PI + INIs 1 (5.6) 

NTRIs + NNTRIs 2 (11.1) 

NTRIs + INIs + CCR5I 2 (11.1) 
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3 

4 

5 

6 
7 

8 F: female, M: male, T0: baseline, T1: 30 days from baseline, T2: 90 days from baseline, 

9 CD4+: CD4+ T lymphocytes’ count, N/A: not applied, NTRIs: nucleoside reverse 
10 
11 transcriptase inhibitors, PI:  protease inhibitors, INIs: integrase inhibitors, NNRTIs: non- 
12 

13 nucleoside reverse transcriptase inhibitors, CCR5I: CCR5 inhibitors. 
14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

59 

 

  1 

2 (11.1) PI + INIs 
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6 Figures 1a. Beta-diversity (Bray-Curtis Index with PERMANOVA statistical test) of 
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8 subgingival microbiota of the HIV group and control group (p=3.8142e-08) 1b. Shannon 

9 Index alpha-diversity of subgingival microbiota in of the HIV group and control group 
11 (p=2.6582e-10) 1c. Relative abundance of bacterial genera of the HIV group and control 
12 
13 group 
14 

15 Figure 2. Heat map of the relative abundance of microbial genera of each amplicon sequence 

16 variant (192 samples), with taxonomic identities, and relation to grading and staging of 
18 periodontitis, viral load, CD4+ count and patients’ characteristics 
19 

20 Figures 3a. Bacterial alpha diversity (Shannon index) of subgingival biofilm samples 
21 

22 collected from healthy and periodontitis sites (p= 0.0432076). 3b. Alpha diversity of healthy 

23 and periodontitis sites at the three sampling times in the HIV group. 3c. Alpha diversity of 
25 healthy and periodontitis sites at the three sampling in the control group. PS: periodontitis 
26 

27 sites, HS: healthy sites, (T0 p= 0.056117), (T1 p= 5.3561e-11), (T2 p= 2.8709e09) 
28 

Figures 4.  Bacterial alpha-diversity (Shannon Index) of subgingival biofilm samples 
30 collected from healthy and periodontitis sites of HIV patients and controls by CD4+ T-cell 
31 
32 counts at 4a. T0 (p= 2.8652e-10) 4b. T1 (p= 4.9469e-08) 4c. T2 (p= 2.8709e-09) 
33 

34 Figure 5. Bacterial alpha-diversity (Shannon Index) of subgingival biofilm samples collected 

35 from healthy and periodontitis sites of HIV patients and controls by viral load at 5a. T0 (p= 
37 4.704e-10) 5b. T1 (p= 5.3561e-11) 5c. T2 (p= 6.0381e-10). 0= control group 
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HIV patients and non-HIV patients with periodontitis 1b. Distribution of bacterial genera in 
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>100,000 copies/mL 
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