UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

BRUNA JACOMEL FAVORETO DE SOUZA

Padronizacao detécnica para identificacao de géneros bacterianos
presentes no couro cabeludo de criangcas em idade escolar e a
suscetibilidade a pediculose

CURITIBA

2015



BRUNA JACOMEL FAVORETO DE SOUZA

Padronizacdo de técnica para identificagcdo de géneros bacterianos
presentes no couro cabeludo de criancas em idade escolar e a
suscetibilidade a pediculose

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Coordenacdo do Curso de Biomedicina da
Universidade Federal do Parand como requisito a
conclusdo do Curso de Biomedicina, Setor de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do
Parana.

Orientadora: Profa. Dra. Débora do Rocio Klisiowicz

Co-orientadora: Me. Juciliane Haidamak

CURITIBA

2015



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, por seu amor e pela salvagao.

A meus pais, Oziel e Rosangela, por todo o amor, carinho e compreensao
gue dedicaram a mim ao longo da vida.

A minha irmd, Taynan, por sempre me alegrar e estar presente quando
precisei.

Ao meu noivo, Diego Lima, por todo o suporte e compreensao, sempre me
apoiando, me motivando e dando forgas para continuar.

A Professora Débora do Rocio Klisiowicz e a Mestre Juciliane Haidamak,
pela confianga e por terem se disposto a me auxiliar no desenvolvimento deste
trabalho.

As amigas, Valéria Mendes, Ludiana Cardoso, Melyssa Kmecick e Leticia
Macohin, por estarem presentes durante os anos de graduacao, sempre apoiando
e tornando os dias mais felizes.

A Camila Oishi e demais colegas do projeto de extenséo, pelas conversas
e conselhos para o trabalho e também para a vida.

A todos os integrantes da MOBAP, por serem quem sao e trazerem mais
um pouco de alegria para os meus dias.

Aos integrantes do LabMicro, pela atencéo e paciéncia que me dedicaram,
possibilitando que este estudo fosse executado.



‘Entrega o teu caminho ao
Senhor; confia nele, e Ele tudo
fara.”

Salmos 37.5



RESUMO

A pediculose, doenca causada pelo artropode Pediculus humanus capitis, é
considerada um problema de saude publica, pois afeta milhdes de pessoas em
todo o mundo, principalmente criancas na faixa etaria de 3 a 11 anos. A
infestacdo por esse artropode pode causar constrangimento social, desconforto,
ansiedade, auséncia no ambiente escolar e de trabalho, e até mesmo feridas,
decorrentes do ato de cogar o couro cabeludo. Acredita-se que diversos fatores
podem estar relacionados com a escolha do hospedeiro, sendo um desses a
microbiota do couro cabeludo. O objetivo deste trabalho foi padronizar a técnica
para identificacdo morfolégica e bioquimica de bactérias isoladas do couro
cabeludo de criancas, visto que existem indicios de que a flora microbiolégica tem
influéncia na atratividade aos insetos. A coleta e o transporte da microbiota do
couro cabeludo foi feita em meio de transporte stuart e sabouraud liquido, o
isolamento foi feito em &gar sangue e agar chocolate, seguido de purificagdo em
agar simples. A identificacdo morfoldgica das bactérias isoladas foi realizada por
coloracdo de Gram e a identificacdo bioguimica por testes bioquimicos. Foram
coletadas amostras de oito criangas, sendo que o meio de transporte stuart e o
sabouraud liquido apresentaram crescimento semelhantes, assim como quando
semeados em agar sangue e agar chocolate. Através da coloracdo de Gram foi
possivel classificar os isolados bacterianos em trés grupos: 6,13% bacilos gram
positivos (BGP), 10,20% bacilos gram negativos (BGN) e 83,67% cocos gram
positivos (CGP). Foram selecionadas provas bioquimicas especificas para a
identificagcdo de BGP, BGN e CGP. Quanto aos resultados obtidos para a
identificacdo de bactérias do couro cabeludo indica-se o uso de meio de
transporte stuart, isolamento em agar sangue e purificacdo em agar simples. Para
a identificacdo morfolégica a coloracdo de Gram foi eficaz. Para a identificacdo
bioquimica os testes para bacilos gram negativos (BGN) e cocos gram positivos
(CGP) foram suficientes, contudo nédo foi possivel identificar todos os bacilos gram
positivo (BGP) apenas com os testes selecionados. Sendo assim foi concluido
que a padronizacdo desta técnica possibilitara o desenvolvimento de estudos
futuros que buscam analisar as bactérias do couro cabeludo a fim de relacionar
tais micro-organismos com a prevaléncia de pediculose, j& que bactérias
transformam compostos ndo volateis em volateis e dessa forma podem ser um
fator importante no processo de escolha do hospedeiro.

Palavras-chave: Pediculose. Crian¢a. Microbiota



ABSTRACT

Pediculosis, disease caused by an ectoparasite Pediculus humanus capitis, is
considered a public health problem because affects millions of people in the world,
especially children at the age of 3 to 11 years old. Lice infestation can cause social
embarrassment, discomfort, anxiety, absence from school and work until scalp
lesion caused by scratching. Is believed that many factors are involved in the
process of choosing the host, and one of these is the microbiota of the scalp. The
aim of this work was to establish the technique for morphological and biochemical
identification of the bacterial microbiota isolated from scalp of children which
present indications that microbiological flora may affect attractiveness for insects.
The collection and transport of scalp microbiota was made in sterile swabs in
stuart medium and liquid sabouraud, the isolation was in blood agar and in
chocolate agar, followed by purification in simple agar. The morphological
identification of the isolated bacteria was made with gram stain and the
biochemical identification was made using biochemical tests. Eight children
samples were collected, wherein stuart medium and liquid sabouraud presented
similar growth, as when plated on blood agar and chocolate agar. There was
abundant bacteria growth in blood agar and chocolate agar. The isolates were
separated in three groups based on gram stain: 6,13% bacilli gram positive (BGP),
10,20% bacilli gram negative and 83,67% gram positive cocci (CGP). Specific
biochemical tests were selected for BGP, BGN and CGP groups identification.
About the obtained results for identification of scalp bacteria it's indicated the use
of stuart medium for transport, isolation in blood agar and purification in simple
agar. To morphological identification the gram stain was effective. To biochemical
identification of BGN and CGP the select tests were enough however it wasn’t
possible to identify all BGP with only the selected tests. Therefore it was
concluded that the standardization of this technique will be able the development
of future studies that seek to analyze the bacteria of the scalp in order to relate
these micro-organisms with the prevalence of pediculosis, since bacteria converts
non-volatile compounds into volatile and thus can be an important factor in the
selection of the host process.

Key words: Pediculosis. Children. Microbiota.
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1. Introducéo

A pediculose, doenca causada pelo artropode Pediculus humanus capitis, €
considerada um problema de saude publica pois afeta milhdes de pessoas em todo
o mundo. A principal forma de transmissdo da doencga € pelo contato direto, sendo
gue a faixa etaria mais suscetivel é entre 3 e 11 anos. O diagndéstico dessa doenca é
feito a partir da visualizacdo de piolhos adultos, ninfas e/ou Iéndeas no cabelo e/ou
couro cabeludo do individuo parasitado (KO; ELSTON, 2004; BURKHART,;
BURKHART, 2005).

O principal indicativo de infestacdo por P. h. capitis € o prurido no couro
cabeludo, causado pela liberacdo de substancias anticoagulantes no momento da
picada e pelos antigenos presentes no material fecal do inseto. Apesar de nao
existirem indicativos de que P. h. capitis seja vetor de doencas, a infestacdo pode
causar constrangimento social, desconforto, ansiedade, auséncia no ambiente
escolar e de trabalho, bem como as feridas decorrentes do ato de cocar o couro
cabeludo podem ser porta de entrada de micro-organismos patogénicos (LEUNG et
al., 2005; NUTANSON et al., 2008; TAPPEH et al., 2012; VAHABI et al., 2012).

Segundo Catala et al. (2004) a prevaléncia mundial é bastante variavel,
como por exemplo, 6,8% na Turquia, 5,8% na Coréia, 21,8% no Egito e 56,7% em
Israel. Conforme Nunes et al. (2014) as taxas de infestacdo em criancas no Brasil
variam de 7,7% a 35%, contudo afirmam existir restricdo nos estudos sobre a
epidemiologia da pediculose no Brasil. De acordo com Heukelbach et al. (2003),
43,3% dos individuos analisados foram diagnosticados com pediculose, ja Borges et
al. (2007) identificou 20,6% dos voluntarios analisados como infestados por P. h.
capitis. Borges & Mendes (2002) observaram que 35% das criangas analisadas em
11 instituicdes estavam parasitadas. Segundo Wilke et al. (2002) apud Paula (2013)
as taxas de prevaléncia no Brasil podem atingir 40% em comunidades carentes
(MARTINS; FIORENTIN, 2008; PAULA, 2013).

Tendo em vista que o uso de pediculicidas ndo é indicado para todos os
casos de infestacao, ja que essa classe de medicamento atua somente nos adultos,

nao tendo efeito sobre as |Iéndeas, a principal forma de controle da pediculose é a



utilizacdo frequente de pente fino e a inspec¢éo visual, porém devido a falta de
conhecimento da populagdo a cerca dessa parasitose, e até mesmo por ndo a
considerarem uma doenca, os familiares ndo despendem a atencédo necessaria para
o controle da infestacdo, visto que é um trabalho que demanda tempo e paciéncia
(SMITH; GOLDMAN, 2012).

Os fatores que levam os piolhos adultos a escolherem seus hospedeiros
ainda ndo sao bem esclarecidos, contudo € de conhecimento popular que alguns
individuos apresentam maior suscetibilidade a pediculose do que outros apesar de
estarem sob as mesmas condi¢cdes. Estudos com Anopheles gambiae, vetor da
malaria, indicam que um dos fatores que podem estar relacionados com a escolha
do hospedeiro é o odor (CATALA et al., 2005; VERHULST et al., 2011).

Cada individuo possui um odor caracteristico, que é relacionado com a flora
bacteriana residente presente na pele. Essas bactérias sdo capazes de converter
compostos ndo volateis em volateis, de forma a possibilitar o estabelecimento de
uma relacéo entre determinado género bacteriano e um odor especifico (VERHULST
et al., 2011; DAVIS et al., 2013).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi padronizar uma técnica para
isolamento e identificacdo de bactérias do couro cabeludo de criancas em idade
escolar, a fim de facilitar o estudo dos fatores que podem influenciar o P. h. capitis

na escolha do hospedeiro.

2. Revisao de Literatura

2.1. Pediculus humanus capitis

2.1.1. Posicéao sistematica

Os piolhos sédo ectoparasitos pertencentes ao filo Arthropoda, classe Insecta,
ordem Pthiraptera, subordem Anoplura, familia Pediculidae ou familia Pthiridae.
Existem trés espécies que parasitam os humanos, sendo elas Pediculus humanus
capitis, Pediculus humanus humanos e Pthirus pubis. Sabe-se que o P. h. capitis
parasita o couro cabeludo, enquanto que o corpo pode ser parasitado por P. h.

humanus e a regiao pubiana pelo P. pubis (KO; ELSTON, 2004).
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2.1.2. Morfologia

Os insetos da subordem Anoplura sdo ectoparasitos obrigatorios,
hematofagos e apteros em todos os estagios evolutivos. Tém o corpo alongado e
achatado dorsoventralmente, sendo dividido em cabeca, térax e abdome. A cabeca
€ pequena e ovoide, com um par de olhos laterais, antenas com cinco segmentos e
aparelho bucal picador-sugador. O térax possui trés segmentos, sendo que em cada
um esta inserido um par de pernas e um par de orificios respiratérios, chamados de
espiraculos. Cada perna é formada por coxa, trocanter, fémur, tibia e tarso ou garra
tarsal, que possibilita ao inseto ficar firmemente aderido ao pelo. O abdome é
constituido de nove segmentos, sendo que os dois primeiros sdo fundidos e o ultimo
€ arredondado nos machos e bilobado nas fémeas (Figura 1). Lateralmente a cada
segmento existe um par de placas espiraculares (LINARDI; MARCONDES, 2001;
LEUNG et al., 2005).

FIGURA 1 - Pediculus humanus capitis. FEmea (a esquerda) e macho (a direita).

FONTE: DPDx - Laboratory Identification of Parasitic Diseases of Public Health Concern (09/2014).

Quanto ao tamanho, os adultos tém entre 2 e 3 mm de comprimento, sendo
as fémeas maiores que os machos. Os machos medem, em média, de 2,1 a 3 mm,
enquanto que as fémeas medem de 2,4 a 3,6 mm (LINARDI; MARCONDES, 2001;
LEUNG et al., 2005).

Os ovos, chamados de Iéndeas, tém formato eliptico, sdo branco-
amarelados, operculados e medem aproximadamente 0,8 mm de comprimento por
0,3 mm de largura. As |éndeas de P. h. capitis e de P. pubis sdo ovipositadas no

cabelo e/ou pelo, ja as de P. h. humanus séo depositadas nas fibras ou dobras de
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roupas (KO; ELSTON, 2004; LEUNG et al., 2005; NUTANSON et al., 2008; CDC,
2013).

Segundo Burkhart & Burkhart (2005) os ovos de P. h. capitis séo fixados, em
média, a 1,0 cm do couro cabeludo e séo firmemente aderidos ao fio de cabelo, o
que dificulta sua remocdo. As Iéndeas viaveis sdo caracterizadas pela coloracao
castanha da capsula que as envolve, sendo que para 0s autores apenas Iéndeas

localizadas em até 2,5 cm da base do fio podem permanecer nao eclodidas.
2.1.3. Biologia

Os piolhos, machos e fémeas, em todos 0s estagios evolutivos, com
excecao dos ovos, sdao hematéfagos obrigatérios, portanto se alimentam diversas
vezes ao dia, a cada trés a seis horas, e sobrevivem um a dois dias quando fora do
seu habitat, porém em condi¢Bes favoraveis podem sobreviver por até quatro dias,
sendo que as Iéndeas podem resistir por até dez dias (KO; ELSTON, 2004; LEUNG
et al., 2005; NASH, 2003; TEBRUEGGE et al., 2011).

Insetos da subordem Anoplura apresentam metamorfose incompleta em trés
fases: ovo, ninfa e adulto, portanto sdo hemimetabolos, ou seja, as ninfas séo
morfologicamente semelhantes aos adultos e passam por trés ecdises até atingirem
a fase adulta, o que ocorre em aproximadamente sete dias apds a eclosdo do ovo
(Figura 2) (NUTANSON et al., 2008; TEBRUEGGE et al., 2011).

As léndeas fixadas proximas ao couro cabeludo eclodem entre seis a nove
dias, liberando entdo as ninfas de primeiro estadio. Com isso a casca da léndea

torna-se mais amarelada, o que facilita a visualizagdo (CDC, 2013).

O tempo de vida do P. h. capitis é de trés a quatro semanas, sendo que
durante sua vida adulta, as fémeas depositam de 3 a 6 ovos por dia, um total de 50
a 150 ovos durante a vida adulta (TEBRUEGGE et al., 2011).
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FIGURA 2 - Ciclo de vida do Pediculus humanus capitis.
FONTE: Adaptado de www.cdc.gov.dpdx (14/09/2014).

2.2. Pediculose
2.2.1. Epidemiologia

A pediculose afeta milh6es de pessoas em todo o mundo, tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento. Nos Ultimos anos houve aumento nas
taxas de prevaléncia, o que pode estar relacionado com o desenvolvimento de
resisténcia dos piolhos aos pesticidas comumente utilizados, bem como com a
aplicacdo impropria — utilizando como tratamento de rotina para “prevengdo” —,
mudancas nas formulacbes dos pediculicidas e diagndsticos errbneos — como
somente pela presenca de Iéndeas, que ndo sofrem acdo de pediculicidas
(TAPPEH et al., 2012; VAHABI et al., 2012).

Sabe-se que a pediculose é uma doenca que afeta todas as classes sociais,
ndo somente aquelas em que a populagédo vive em condi¢cbes precérias, com falta
de higiene ou de educacdo. Segundo Barbosa & Pinto (2003) e Sim et al. (2011),
qualquer pessoa pode ser infestada por piolhos, independentemente da idade, sexo,
raca ou credo. Contudo, Vahabi et al. (2012) afirmam que fatores associados ao
hospedeiro — como faixa etaria, sexo e caracteristicas do cabelo — podem estar

relacionados com a prevaléncia de pediculose (TAPPEH et al., 2012).
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A transmissdo da pediculose ocorre por contato direto, principalmente em
criancas na faixa etéria de 3 a 11 anos, devido ao comportamento social infantil, e
acredita-se que estimulos como temperatura, umidade e odor possam interferir na
preferéncia de piolhos por determinadas pessoas. A transmissdo de piolhos atraves
de fébmites, como pentes, bonés e fronhas, pode ocorrer, porém € menos frequente
(KO; ELSTON, 2004; CATALA et al., 2005; BURKHART; BURKHART, 2005;
GREIVE; BARNES, 2012).

No que diz respeito ao sexo, criancas do sexo feminino sdo mais afetadas,
supdem-se que esse fato esteja relacionado com a preferéncia das mesmas por
cabelos compridos, o que facilita o contagio e dificulta a aplicacdo de medidas de
controle, como o uso de pente fino. O fator hormonal, também pode influenciar, uma
vez que modifica as caracteristicas do couro cabeludo e o comportamento das
criangas (BARBOSA; PINTO, 2003; CATALA et al., 2004; KO; ELSTON, 2004;
TAPPEH et al., 2012).

2.2.2. Fatores de suscetibilidade

Diversos fatores podem estar relacionados com a ocorréncia de pediculose,
entre eles: faixa etaria, sexo, condigcbes socioeconbmicas e caracteristicas
estruturais do cabelo (VAHABI et al., 2012).

Apesar das condicbes de higiene serem tidas como um dos principais
fatores associados com a ocorréncia da doenca, existem divergéncias quanto a sua
influéncia no desenvolvimento da infestacdo (RIOS et al., 2008; VAHABI et al.,
2012).

A pediculose afeta majoritariamente criancas, principalmente devido a alta
ocorréncia de contato cabeca-cabeca, sendo que independente da cultura ou do
pais, meninas sdo mais suscetiveis do que meninos. Uma explicacdo para este fato
pode ser por terem cabelos mais compridos do que meninos e por terem contato
mais proximo com outras meninas, o que facilita a transmissédo (RIOS et al., 2008;
FELDMEIER, 2012).

De acordo com Doroodgar et al. (2014), a maioria da populacdo infestada

possui cabelos compridos e lisos, porém outros fatores podem estar relacionados,
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como espessura do cabelo, abertura das escamas, entre outros que influenciem na

capacidade de fixacéo do piolho ao fio de cabelo.

Segundo Vahabi et al. (2012) a taxa de infestacdo aumenta quando o nivel
socioecondmico diminui, e diminui conforme aumenta o nivel de escolaridade dos

pais, j& que acredita-se que estes possuam maior conhecimento sobre a parasitose.
2.2.3. Microbiota da pele

A principal funcédo da pele € barrar fisicamente a invasdo de patdgenos e a
acao de substancias toxicas ao individuo. A interacdo entre o organismo e 0 meio
externo, através da pele, possibilita o desenvolvimento de um ambiente propicio
para a colonizacdo de micro-organismos, como bactérias, fungos, virus e acaros,
gque compdem a microbiota da pele (GRICE; SEGRE, 2011; HANNIGAN; GRICE,
2013; BAVIERA et al., 2014).

Os micro-organismos presentes na pele atuam em simbiose com o
organismo do hospedeiro, de forma que a presenca de determinadas bactérias
comensais impedem a colonizacdo por bactérias patogénicas. Exemplo disso € a
presenca de Staphylococcus epidermidis que impede a colonizacdo por
Staphylococcus aureus, um potencial patdgeno (BAVIERA et al., 2014).

2.2.4. Micro-organismos abundantes na pele

Apesar de estar constantemente exposta a micro-organismos do ambiente,
e, portanto abrigando-os de forma transitoria, a pele possui uma flora residente
constante e bem-definida. Diversos fatores podem contribuir para a variacdo da flora
residente, como a fisiologia do préprio hospedeiro, a idade e o sexo, o clima e a
geografia local, devido a variacdo de exposi¢cdo a luz ultravioleta, bem como a
ocupacao e a higiene do individuo, além de patologias (GRICE; SEGRE, 2011).

Contudo, a composicao da flora depende das caracteristicas da pele, que
podem variar conforme a localizagdo anatdbmica. Sabe-se que a localizacao
anatbmica tem influéncia sobre a temperatura e a umidade, bem como na
concentracdo de glandulas sebaceas. Fatores como proximidade a mucosas — boca,
nariz e area perianal — ou exposi¢do continua a roupas também influenciam na
composicao da flora microbiana (ROTH; JAMES, 1988; GRICE; SEGRE, 2011).
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Portanto, a colonizacao € dependente do microambiente da pele em analise,
podendo ser uma area sebacea, seca ou Umida. As regides occipital e retroauricular
sdo areas consideradas sebaceas, em que observa-se menor diversidade
bacteriana, devido a determinadas caracteristicas da pele que possibilitam

selecionar os micro-organismos (GRICE; SEGRE, 2011).

Os micro-organismos mais abundantemente encontrados na pele séo
Corynebacterium e Propionibacterium (bacilos difteréides aerébicos e anaerdbicos),
Staphylococcus epidermidis e outros estafilococos coagulase-negativa, pequeno
namero de Staphylococcus aureus e de Peptostreptococcus, Acinetobacter, bacilos
Gram-positivos, estreptococos do grupo viridans (a-hemoliticos), bacilos Gram-
negativos, enterococos, Candida sp, Malassezia spp. e micobactérias néo-
patogénicas alcool-acido-resistentes. Mais especificamente na regido occipital séo
encontrados em maior abundancia: Staphylococcus sp., Corynebacterium sp.,
proteobacterias, bacteroidetes, outras  actinobacterias  (por  exemplo:
Propinibacterium acnes). Na regido retroauricular sdo encontrados em maior
guantidade micro-organismos da familia Propionibacteriaceae, Corynebacteriaceae e
Staphylococcaceae, além de outras actinobactérias (BROOKS et al., 2009; GRICE;
SEGRE, 2011).

2.2.5. Relacéo entre micro-organismos e odor

As bactérias presentes na pele sdo responsaveis por produzir odores
caracteristicos através da transformacdo de compostos nao-volateis em volateis.
Dessa forma cada individuo possui um odor préprio, que esta relacionado com 0s
micro-organismos presentes em sua pele (VERHULST et al., 2011; DAVIS et al.,
2013).

Sabe-se que insetos possuem receptores quimicos sensiveis a compostos
volateis e que esses estimulos sdo capazes de modular o comportamento dos
insetos frente a situacbes adversas ou ndo, como a presenca de predadores ou de
uma fonte de nutrientes. Tem-se observado que insetos séo altamente responsivos
aos compostos volateis produzidos por bactérias, sendo que estes podem mediar a

atracao, repelir ou até mesmo gerar comportamentos anormais (DAVIS et al., 2013).
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Segundo Davis et al. (2013) os compostos volateis produzidos pelas
bactérias séo utilizados pelos insetos como indicadores de locais promissores para a
oviposicdo e bom desenvolvimento das formas imaturas, ja que tém grande
dependéncia de fatores olfativos para a escolha destes locais. Os insetos também
sofrem influéncia dos odores no que diz respeito a busca de fontes alimentares,
sendo capazes de diferenciar odores produzidos por bactérias presentes em sua
fonte preferencial de alimentacdo de odores produzidos por bactérias presentes no

ambiente de uma maneira geral.

Estudos realizados com Anopheles gambiae, mosquito transmissor da
malaria, demonstram a existéncia de uma relagédo entre a presenca de determinadas
bactérias e a atracdo ou repeléncia do inseto, sendo que estes insetos tém
preferéncia por odores produzidos por bactérias abundantes na pele humana do que
por odores relacionados com bactérias presentes no ambiente (VERHULST et al.,
2011; DAVIS et al., 2013).

3. Hipotese

A variabilidade da flora bacteriana do couro cabeludo de criancas em idade
escolar e os compostos volateis produzidos por essas bactérias estdo relacionados

com a prevaléncia de pediculose.

4. Justificativa

A pediculose é uma doenca que afeta indistintamente pessoas de todos os
sexos, etnias, classes sociais, porém a faixa etaria mais acometida é a de 3 a 11

anos.

Apesar de P. h. capitis ndo ser responsavel pela transmissdo de agentes
patogénicos, podem ocorrer complicacbes devido a alta carga parasitaria e ao
intenso prurido associado, como lesdes no couro cabeludo, infec¢cdes bacterianas
secundarias, adenopatias cervicais, dermatites inespecificas, anemia crbénica e, em

casos extremos, miiase. A presenca do ectoparasito pode, também, afetar
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psicologicamente a crianca e sua familia, gerando desconforto e embaraco, devido
ao estigma social associado a essa patologia, culminando em auséncia

desnecessaria na escola ou no ambiente profissional.

E de conhecimento popular que a pediculose afeta mais algumas pessoas
do que outras, inclusive da mesma familia, com os mesmos héabitos e que tem
contato direto. Devido a isso, € importante estudar qual(is) fator(es) pode(em) estar

relacionado(s) com a preferéncia dos piolhos por determinados individuos.

Um dos fatores que podem influenciar na escolha do hospedeiro € o cheiro,
ja que se sabe que os insetos, de uma maneira geral, sdo atraidos ou repelidos por
diferentes odores. Um estudo realizado com A. gambiae demonstrou que as fémeas
do inseto sdo atraidas pelos odores produzidos por determinada espécie de
bactérias presente na pele dos voluntarios, enquanto que outras espécies
bacterianas as repeliam. Da mesma forma, a identificacdo dos géneros de bactérias
presentes no couro cabeludo permite relaciona-los com os compostos volateis por
elas produzidos e estes com a suscetibilidade a pediculose, de maneira a esclarecer

um dos fatores que podem influenciar o piolho na escolha do hospedeiro.

Contudo, até o presente momento, ndo se tem conhecimento a cerca de um
protocolo estabelecido para a identificacdo de géneros bacterianos presentes no
couro cabeludo, de forma que se fez necesséaria a padronizacdo de uma técnica

para este fim.

5. Objetivos
5.1. Objetivo Geral

Padronizar a técnica para identificacdo morfolégica e bioguimica de bactérias
isoladas do couro cabeludo de criangas, visto que existem indicios de que a flora

microbioldgica exerce influéncia na predisposi¢ao a pediculose.

5.2.  Objetivos Especificos

e Estabelecer os meios mais adequados para o transporte e a cultura

(isolamento e purificacdo) de bactérias do couro cabeludo.
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e l|dentificar, através da morfologia e de provas bioquimicas, os géneros de

bactérias presentes no couro cabeludo de criancas em idade escolar.

6. Metodologia
6.1. Publico Alvo

O estudo foi realizado com 08 criancas com idades entre 6 a 10 anos,
residentes na cidade de Curitiba/PR, cujos pais sdo professores, alunos de um
programa de pds-graduacdo e/ou prestadores de servigcos da Universidade Federal
do Parana. A suscetibilidade para a parasitose foi estabelecida a partir do
preenchimento de um questionario (anexo 23), com perguntas relacionadas a
pediculose, que foi distribuido aos pais das criancas. O projeto foi aprovado no

comité de ética em pesquisa com o numero 38757614.9.0000.0102.
6.2. Critérios de excluséo e grupos

Ndo puderam participar do estudo criangcas que tinham doencas
dermatolégicas cronicas ou que tinham utilizado antibiéticos nos seis meses
antecedentes a amostragem. Os voluntarios aptos a participarem da pesquisa foram
instruidos a ndo utilizarem xampus, condicionadores, creme de pentear ou produtos

semelhantes nas 24 horas que antecedem a coleta das amostras.

6.3. Identificacdo bacteriana
6.3.1. Coleta e transporte

O material para as culturas bacterianas foi obtido a partir de esfregaco do
couro cabeludo com swabs estéreis e transportados em meio de transporte Stuart
(anexo 3) e meio Sabouraud liquido (anexo 4). Os swabs foram friccionados em
areas de aproximadamente 4 cmz2 nas regifes occipital e retroauricular por cerca de
3 minutos, sendo que foram colhidos a0 mesmo tempo quatro swabs por crianca,

dois transportados em meio de transporte stuart e dois em meio sabouraud liquido.
6.3.2. Isolamento

Posteriormente o material colhido nos swabs foi semeado em Agar Sangue
(anexo 5) e Agar Chocolate (anexo 6) e entdo foram incubados a 37°C por 24 a 48

horas. Apos o periodo de crescimento, foi feito registro fotografico das placas com a
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camera digital Sony Still modelo DSC-H50 e a caracterizagdo morfologica das
colénias, segundo COSTA JUNIOR et al. (2009).

6.3.3. Purificacdo das culturas

Todas as colbnias com aspectos diferentes de uma mesma placa foram
inoculadas por esgotamento em agar simples (anexo 7), a fim de minimizar a
ocorréncia de multiplas espécies em um mesmo isolado. As placas foram colocadas

em estufa a 37°C por 24 a 48 horas.

Apos o periodo de incubacéo, foi verificado o crescimento, sendo que 0s
purificados que n&do apresentaram crescimento suficiente foram deixados na estufa
por até 48 horas. Os purificados em que foi observado crescimento de mais de uma
espécie ou coldnias com aspecto diferenciado foram estriados novamente em agar
simples e colocados em estufa a 37°C. Este processo foi repetido até que se
obtivessem colbnias macroscopicamente puras, apos esse procedimento, as placas
de petri contendo as colbnias foram armazenadas em geladeira para inibir o

crescimento bacteriano e serem posteriormente utilizadas.

6.3.4. Coloracédo de Gram

Feita a purificacdo das colonias, foram selecionadas as colOnias purificadas
que apresentavam aspectos diferentes entre si na placa do isolamento, portanto foi
selecionado um isolado para cada tipo de colonia observado na placa do isolamento.
Dentre os isolados com aspecto semelhante foram escolhidos os que apresentaram
maior grau de pureza aparente e crescimento. Os demais foram descartados.

Com os isolados selecionados foram feitos esfregagos em laminas (anexo 1)
e em seguida foi realizado o procedimento de coloracdo de Gram (anexo 2). Apés
este procedimento as amostras isoladas foram semeadas em duplicata em tubos
com agar simples e em triplicata em eppendorfs com glicerol 40% para estoque do
material.

6.3.5. Divisdo dos grupos

Atraves da leitura das laminas de Gram foi possivel identificar a morfologia
celular das bactérias isoladas. A partir dessa identificacdo foi feita uma divisdo por
grupos de bactérias, sendo eles: bacilos gram positivos, bacilos gram negativos,

cocos gram positivos. Apos a divisdo em grupos foram feitas fotografias dos
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esfregacos utilizando uma Camera Digital modelo U Series, em aumento de 1000x,
para catalogacao da morfologia das bactérias isoladas.

6.3.6. Provas Bioquimicas

Para dar prosseguimento aos experimentos as amostras estocadas foram
semeadas em &agar simples e incubadas por até 72 horas a 37°C. ApOs o

crescimento foram separadas com base na classificacao por coloracao de gram.
6.3.6.1. Bacilos Gram Positivos

Para identificagdo dos bacilos gram positivos (BGP) foram realizadas os
testes de motilidade e de fermentacdo dos carboidratos arabinose, manitol e sorbitol
(Figura 3).

O teste de motilidade foi realizado utilizando-se o agar motilidade (anexo 8),
em que foi feita uma Unica picada central com o auxilio de uma agulha bacteriol6gica
e foi incubado a 37°C por 24 horas, sendo mantido em estufa por até 48 horas em
caso de prova negativa para confirmacao do resultado.

O teste de fermentacéo de carboidratos foi feito em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (anexo 9) com indicador purpura de bromocresol (anexo 17) e carboidratos
(arabinose 10%, sorbitol 10% e manitol 10%) filtrados (anexo 18). Com uma alca
bacterioldgica foi feito o in6culo por dissolucédo da coldnia no caldo e, em seguida, foi

incubado a 37°C por 24 até 48 horas, em caso de prova negativa.

I Megativa |
\ Arabinose /' *

Manitol I Corynebacterium sp. |
Sorbitol

| Positiva |

|N§D identificavel |

Figura 3 — Fluxograma para identificacdo de bacilos gram positivos.

FONTE: A autora (2015)
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6.3.6.2. Bacilos Gram Negativos

Para a identificagdo dos micro-organismos classificados como bacilos gram
negativos (BGN) primeiramente foi feita semeadura por esgotamento em Agar
MacConkey (anexo 10), a fim de observar o crescimento ja que esse meio é
diferencial e seletivo para BGN e se as colbnias eram lactose positiva ou negativa.

Apéds a semeadura as placas foram colocadas em estufa a 37°C por até 48 horas.

Apbs o crescimento em Agar MacConkey foi realizado o teste de oxidase
utilizando tiras de oxidase (Laborclin), em que uma colonia foi espalhada sobre a tira
reagente e foi observado se houve imediata alteracdo da cor, de branco para roxo,

indicando prova positiva. Nao foram consideradas as alteracdes tardias.

Em caso de prova de oxidase positiva, indicando uma bactéria nao
fermentadora, foram realizados os testes de motilidade (anexo 8) e de crescimento

em agar cetrimide (anexo 11).

Em caso de prova de oxidase negativa, indicativo de enterobactérias, foi
utilizado o Mini Kit de Identificagcdo de Enterobactérias (Newprov), que contém cinco
tubos com os seguintes meios: EPM modificado (anexo 12), Lisina (anexo 13), MIO

(anexo 14), Citrato de Simmons (anexo 15) e Rhamnose (anexo 16).

A inoculacdo no tubo de EPM modificado foi feita utilizando uma agulha
bacteriol6gica para coletar metade de uma col6nia pura, inoculando por picada e
estriamento na superficie, sendo o tubo deixado com a tampa frouxa; sem flambar a
agulha, o tubo de Lisina foi incubado por dissolucdo e selado com 6leo mineral
estéril, a tampa foi bem fechada; ainda sem flambar a agulha, foi semeado o tubo de
MIO, com picada Unica central e deixado com a tampa frouxa. Foi coletada a outra
metade da col6nia para ser inoculada por dissolugdo no meio de Rhamnose, que foi
selado com 6leo mineral estéril e tampa bem fechada; sem flambar foi estriada a
superficie do meio Citrato de Simmons. Todos os tubos foram incubados a 37°C por
18 a 24 horas (Figura 4).
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BGN
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Positiva MNegativa
N&o fermentadores Fermentadores
! v
Maotilidade Lactose Ornitina
Cetrimide LTD Motilidade
¢ Glicose Indol
| P. geruginosa | H,5 Citrato
Gés Rhamnose
Lisina Hcddigo de Identificagio

Figura 4 — Fluxograma para identificacdo de bacilos gram negativos.

FONTE: A autora (2015)

6.3.6.3. Cocos Gram Positivos

Para a identificacdo dos cocos gram positivos (CGP) foram realizadas as
seguintes provas: hemdlise em &gar sangue, catalase, coagulase em lamina e
coagulase em tubo, DNAse, resisténcia a novobiocina, a optoquina e a bacitracina,
crescimento em meio de toleréncia ao NaCl 6,5% (MTS), bile esculina e fermentacdo

de arabinose (Figura 5).

Para a verificacdo de hemdlise em agar sangue (anexo 5) foi feito semeadura
das amostras por esgotamento no meio que, posteriormente, foi incubado a 37°C
por 24 horas. Apos o periodo de incubacao foi observada presenca de a, 3 ou y-
hemolise. A prova da catalase foi realizada colocando-se uma gota de peréxido de
hidrogénio 3% sobre uma lamina e agregando-se uma colbnia ao peréxido de
hidrogénio. Observou-se a ocorréncia de formacéo de bolhas de ar (prova positiva)

ou nao (prova negativa).

A prova da coagulase em lamina foi feita agregando-se uma coldnia a ser
testada a uma gota de plasma de coelho. Em caso de prova positiva houve
aglutinacdo dos micro-organismos, jA& em caso de prova negativa ndo houve

aglutinacéo, formando uma suspensao leitosa e uniforme.

Para a prova da coagulase em tubo foi feito o in6culo das amostras a serem
testadas em caldo BHI (anexo 9) e foram incubados a 37°C por 24 horas. Apés o

periodo de incubacéo a turbidez foi acertada para 0,5 (1,5 x 108 UFC/ml) na escala
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nefelométrica de Mc Farland. Em um tubo de ensaio foram adicionados 500 pL de
plasma de coelho e 500 pL de cada amostra em BHI. Os tubos de ensaio foram
levados a estufa por 4 horas, sendo retirados ap0s esse periodo e mantidos a
temperatura ambiente por até 24 horas para confirmacao dos resultados negativos.
As provas positivas apresentaram formacdo de coagulo, enquanto ndo houve

coagulagéo nas negativas.

A prova da DNAse (anexo 19) foi realizada através da semeadura das
amostras a serem testadas em agar DNAse com Azul de Toluidina. A semeadura
feita foi circular e densa, em seguida foi incubada a 35°C por 24 horas. Nas provas
positivas observa-se a presenca de halo réseo ou transparente em torno da coldnia,
enguanto que nas provas negativas nao é observado halo em torno da col6nia apés

0 crescimento.

As provas de resisténcia a Novobiocina, Optoquina e Bacitracina foram feitas
a partir da semeadura para antibiograma em agar Mueller-Hinton (anexo 20), em que
foi feita uma suspensdo de bactérias em solucéo fisiologica 0,9% e ajustada para
escala de Mc Farland 0,5. Apds a semeadura foi colocado um disco do antibiético de
interesse no centro do meio e incubado a 37°C por 24 horas. Apés a incubacéo foi
medido o tamanho do halo de inibicAo e comparado com os valores determinados
nas bulas dos antibi6ticos para determinar se 0 micro-organismo € resistente ou

sensivel aguele medicamento (Quadro 1).

NOVOBIOCINA| OPTOQUINA 5| BACITRACINA
Sensivel 216 mm 212 mm Qualquer halo
Resistente <16 mm <12 mm Sem halo

QUADRO 1 - Valores de referéncia para teste de sensibilidade a antibiéticos
FONTE: A autora (2015)

A prova de tolerancia ao NaCl 6,5% (MTS) (anexo 21) foi feita a partir da
dissolucdo da amostra no caldo MTS, que foi incubado a 37°C por 24 horas. Foi
considerado como resultado positivo quando houve crescimento bacteriano com ou

sem viragem do indicador.

A prova de Bile Esculina (anexo 22) consiste em inocular por esgotamento a
superficie do meio e incubar a 37°C por até 72 horas. Apos 24 horas de incubacao
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foi observado se houve enegrecimento de metade ou mais do meio, o que foi
considerado como prova positiva. Se apos 72 horas ndo houve crescimento superior
a metade do meio ou ndo houve enegrecimento do meio a prova foi considerada

negativa.

Para a prova de fermentacao da arabinose (anexo 18) foi feita a dissolucao da
colénia bacteriana no caldo que foi incubado a 35°C por 24 horas. Apés esse
periodo foi observado se houve crescimento bacteriano e viragem do indicador,
indicando prova positiva, ou se ndo houve crescimento nem mudanca da cor original

do meio, indicando prova negativa.

CGP

Positiva Megativa
/ DiAse —, / MTs e
Positiva | #+——Coagulase em [amina — Negativa Bile esculing \
5. gureus Coagulaseemtubo |~ Positivas Negativas Sensiveis

N iocina
/ \ Arabinosd Optoquina [|~*| 5. pneumonige

Sensivel Resistente Bacitracina|™—*| 5. agaloctioe

s 5 Positiva Negativa

epidermidis saprophyticcus E. faecium E. fecaliz

Figura 5 — Fluxograma para identificacdo de cocos gram positivos.
FONTE: A autora (2015)

7. Resultados e Discussao

7.1. Identificacdo dos participantes

Participaram do estudo oito criancas, identificadas por cédigos, sendo que 0s
nameros subsequentes (ex.: 3 e 4) indicam a mesma crianga, no entanto com dois
meios de cultura diferentes (agar sangue e agar chocolate). As letras “A” e “B”
representam, respectivamente, os meios de transporte sabouraud liquido e stuart
(Quadro 2).

7.2. Coleta e transporte

A area delimitada para coleta do material mostrou-se suficiente uma vez que
100% das criancas que tiveram material coletado apresentaram crescimento
bacteriano abundante. Oh et al. (2012) utilizaram a mesma area para coleta de

material da pele e concluiram que com as amostras coletadas foi possivel analisar a
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flora bacteriana dominante da pele. O tempo estipulado para coleta foi considerado
eficiente, podendo inclusive ser diminuido. Fierer et al. (2010) utilizaram a mesma
técnica para coleta, porém o tempo de exposicdo a superficie a ser coletada foi de

10 segundos.

~ . MEIO DE | .. MEIO DE ~ . MEIO DE | . MEIO DE
IDENTIFICAGCAO |COD. CULTURA COD. TRANSPORTE IDENTIFICACAO (COD. CULTURA COD. TRANSPORTE
. Sabouraud " Sabouraud
A A
3 Sgr?al;e liquido 19 s:r?al:e liquido
Crianca 1 ’ B Stuart Crianca 5 ’ B Stuart
¢ . Sabouraud ¢ . Sabouraud
Agar A P Agar A oo
4 chocolate liquido 20 chocolate liguido
B Stuart B Stuart
. Sabouraud . Sabouraud
A ) A PR
7 s:r?aure liguido 23 s:r?aL:e liquido
Crianca 2 9 B Stuart Crianca 6 9 B Stuart
lang ; Sabouraud ang o Sabouraud
Agar A P Agar A P
8 chocolate liquido 24 chocolate liguido
B Stuart B Stuart
. Sabouraud . Sabouraud
A A
11 saAr?aL:e liquido 27 s:r?aL:e liquido
Cianca 3 g B Stuart Crianca 7 g B Stuart
rlanca P Sabouraud ranca . Sabouraud
Agar A - Agar A o
12 chocolate liguido 28 chocolate liguido
A Stuart A Stuart
. Sabouraud . Sabouraud
B B
15 s:r?al;e liquido 31 s:r?al;e liquido
cri 4 9 A Stuart i 8 9 A Stuart
rian rian
anca . Sabouraud anca . Sabouraud
Agar A P Agar A oo
16 liquido 32 liquido
chocolate chocolate
B Stuart B Stuart

QUADRO 2 — IDENTIFICACAO DAS CRIANCAS PARTICIPANTES DO ESTUDO. Cédigo (COD.) das
criangas, meio de cultura e de transporte utilizados para as amostras coletadas da microbiota do
couro cabeludo

FONTE: A autora (2015)

O uso de quatro swabs possibilitou a coleta de uma maior quantidade de
material e dessa forma pode ser usado um swab para cada meio de cultura utilizado,
evitando perda de material e, principalmente, contaminacao. Fierer et al. (2010) e
Flores et al. (2012) realizaram estudos para identificacdo bacteriana através de
biologia molecular utilizando replicatas de 16 e 8 swabs, respectivamente, sendo

gue em ambos, 4 swabs foram usados inicialmente para os experimentos.

Dentre os meios selecionados para o transporte do material as amostras
transportadas em meio stuart apresentaram 100% de crescimento enquanto que as
transportadas em meio sabouraud liquido apresentaram 87,50% de crescimento

bacteriano (Tabela 1). Segundo as bulas dos meios, o0 meio de transporte stuart é
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indicado para o crescimento de micro-organismos aerébios e anaerébios de diversas
espécies bacterianas e fangicas, ja 0 meio sabouraud liquido é mais especifico para
o transporte de leveduras, bolores e micro-organismos acidaricos, podendo por isso

ter apresentado menor crescimento .

TABELA 1 — CRESCIMENTO BACTERIANO EM AGAR SANGUE E AGAR CHOCOLATE APOS O
TRANSPORTE EM MEIO STUART E SABOURAUD LIQUIDO

Meio de Ne de
transporte |criangas

%

Stuart 8 100

Sabouraud 7 87,50

FONTE: A autora (2015)

Apesar da pequena diferenga de crescimento entre 0s meios de transporte, o
meio stuart foi selecionado para a continuidade dos estudos principalmente devido a
sua praticidade, uma vez que € comercializado, o que significa maior praticidade e

menor risco de contaminacgao durante o procedimento de preparo do meio.

7.3. Isolamento

Os isolamentos realizados em &gar sangue e &gar chocolate (Figura 6)
apresentaram 0s mesmos resultados, sendo que houve crescimento bacteriano de

100% das amostras isoladas em ambos 0s meios.

Apesar de os procedimentos para preparo dos meios serem semelhantes, o
agar chocolate tem um ponto critico de temperatura para garantir a lise total dos
eritrécitos e consequente liberacdo de hemina e hematina, compostos necessarios
para o crescimento de micro-organismos exigentes. Em virtude desse fator e de que
0S micro-organismos mais abundantes na regido corporal estudada ndo séo
considerados fastidiosos, o agar sangue foi escolhido como o padrdao para o
prosseguimento dos estudos. Porém, na continuidade deste trabalho foram
identificados todos os micro-organismos isolados, tanto do agar sangue como do

agar chocolate.
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Figura 6 — ISOLAMENTO DA MICROBIOTA BACTERIANA. Biplaca com &gar chocolate e agar
sangue semeada com material colhido do couro cabeludo de uma crianga

FONTE: A Autora (2015)
7.4. Purificacéo

A purificacdo das bactérias isoladas foi feita somente em agar simples, por
ser um meio de facil preparo, barato e eficaz para o crescimento das bactérias.

Foram purificadas 53 amostras (Tabela 2).

7.5. Coloracédo de Gram

Através da coloracdo de Gram foi possivel analisar a morfologia celular e
conferir a pureza das amostras. A partir da leitura das laminas foi constatado que 46
(86,80%) amostras estavam puras e 7 (13,20%) estavam ndo puras, ou seja, com
bactérias de mais de um tipo de morfologia celular ou com leveduras (Grafico 1). As

amostras ndo puras foram purificadas novamente até a completa purificacao.

Ao final da purificagdo foram analisadas 49 amostras, sendo que destas, 3
(6,13%) foram classificadas como bacilos gram positivos (BGP), 5 (10,20%) como
bacilos gram negativos (BGN) e 41 (83,67%) como cocos gram positivos (CGP)
(Grafico 2). Nao foram encontrados dados na literatura referentes a morfologia
celular das bactérias isoladas da pele. A morfologia celular dos grupos celulares
isolados esta representada na figura 7. Na tabela 3 estdo descritas as amostras de

bactérias conforme sua classificacao.



Purificacao das bactérias
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Gréfico 1 — Purificacéo inicial da microbiota bacteriana do couro cabeludo das criancas.

FONTE: A Autora (2015)
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TABELA 2 — RELACAO DAS AMOSTRAS DE BACTERIAS PURAS E NAO PURAS DO COURO

CABELUDO PURIFICADAS INICIALMENTE

PURAS NAO PURAS
1B2 12A1 20A1 26B1 1A2
2A1 12B1 20B1 27B1 4A1
3A1 14A1 21B1 28A1 17A2
3B1 15A1 22A2 28B1 1981
4B1 15B1 23A1 2982 22A2
4B2 16A1 23B1 29B4 26B1
5B3 16A2 23B2 31A1 27A1
7B1 16B1 24A1 31B1
881 17A2 24B1 32A1
8B2 17B1 25B1 32B1
11A1 17B2 25B2
11B1 19A1 25B4

FONTE: A Autora (2015)

7.6. Morfologia bacter

iana

Foram analisadas 46 colonias bacterianas quanto a sua morfologia

comparando com a morfologia celular observada a partir da colora¢édo de Gram.
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Figura 7 — COLORACAO DE GRAM. Morfologia celular dos grupos de bactérias isoladas do couro
cabeludo das criancas participantes.. A — Cocos gram positivos (CGP). B — Bacilos gram negativos
(BGN). C — Bacilos gram positivos (BGP)

FONTE: A autora (2015)

Morfologia celular

mBGP
mBGN
mCGP

Grafico 2 — Morfologia celular da microbiota bacteriana. Percentual de bacilos gram positivos (BGP),
bacilos gram negativos (BGN) e cocos gram positivos (CGP) isolados do couro cabeludo das

criangas.

FONTE: A Autora (2015)
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TABELA 3 — DIVISAO DAS AMOSTRAS DA MICROBIOTA DO COURO CABELUDO CONFORME
CLASSIFICAGAO POR COLORACAO DE GRAM

BGP | BGN | CGP
41 2A1 1B2 12A1  19A1 2581  328B1
2A2 4Bl 3A1 1281 1981  25B2
27A1 1781 3B1 14A1  20A1  26B1
2584 482 15A1 2081  27B1

31B1 5B3 15B1 21B1 28A1
7B1 16A1 23A1 28B1
8B1 16A2 23B1 29B2
8B2 16B1 23B2 29B4
11A1 17A2 24A1 31A1
11B1 17B2 24B1 32A1

Legenda: BGP — bacilo gram positivo. BGN — Bacilo gram negativo. CGP — Coco gram positivo

FONTE: A Autora (2015)

Quanto a forma das 2 (4,35%) colonias identificadas como bacilos gram
positivos (BGP), uma (50%) era circular com aspecto rugoso e borda ondulada e a
outra (50%) irregular com aspecto papiloso e borda inteira, ambas (100%)

apresentavam coloracdo acinzentada, eram planas e grandes.

Ja 3 (75%) das 4 (8,70%) colbnias identificadas como bacilos gram negativos
eram circulares e 1 (25%) era irregular, 2 (50%) tinham coloracdo amarela, 1 (25%)
tinha coloragéo branca e 1 (25%) coloracao cinza, 3 (75%) eram lisas e 1 (25%) era
rugosa, sendo 2 (50%) com borda inteira e 2 (50%) com borda ondulada. Quanto a
elevacéao, 2 (50%) eram convexas e 2 (50%) eram planas, sendo 3 (75%) grandes e
1 (25%) pequena. As coldnias das amostras identificadas como Serratia liquefaciens
apresentaram a mesma morfologia — col6nia circular, amarelada, lisa com borda

inteira e convexa.

Foram identificadas como cocos gram positivos 40 (86,96%) col6nias, destas,
14 (35%) com coloragcédo acinzentada, 12 (30%) brancas, 7 (17,50%) amarelas, 6
(15%) com coloracédo creme e 1 (2,5%) esverdeada. Quanto a forma, 30 (75%) eram
circulares, 6 (15%) puntiformes e 4 (10%) irregulares. Das 40 col6nias, 38 (95%)
eram lisas, 1 (2,5%) era papilosa e 1 (2,5%) era rugosa. 33 (82,5%) tinham borda
inteira e 7 (17,5%) com borda ondulada. Foram classificadas como convexas 24
(60%) coldnias, 14 (35%) como planas e 2 (5%) como umbanadas — semelhante a

convexa, porém com uma elevacdo ao centro da coldnia. Foram consideradas como



31

grandes 18 (45%) colbnias, 12 (30%) como médias e 10 (25%) como pequenas.
Todas as colonias de identificadas como de Staphylococcus aureus eram
acinzentadas, lisas com bordas inteiras e convexas, de tamanho pequeno a médio.

As demais espécies apresentaram morfologia variavel entre si.

N&o foram encontrados dados sobre a morfologia das colbnias bacterianas

isoladas da pele de criangas na literatura consultada.

7.7. Provas Bioquimicas
7.7.1. Bacilos Gram Positivos

A partir da utilizacdo das provas selecionadas foi possivel identificar duas das
trés amostras de bacilos gram positivos isoladas. As amostras apresentaram
resultados para todas as provas realizadas, contudo ndo foi possivel identificar a
amostra 4Al, pois acredita-se que o0s testes selecionados nao tenham sido
completamente eficientes para a identificacdo deste grupo de bactéria.

As amostras 22A1 e 27A1 apresentaram resultado negativo para motilidade,
enquanto que 4A1 era positiva. Quanto as provas de fermentacdo de carboidratos,
foi observado que 4A1l era positiva para fermentacédo de arabinose, ja 22A1 e 27A1
eram negativas. Para os demais carboidratos — sorbitol e manitol — as provas foram
negativas para todas as amostras (Tabela 4). A figura 8 ilustra os resultados obtidos
apos incubacao de 48 horas a 37°C.

TABELA 4 - INTERPRETACAO DAS PROVAS BIOQUIMICAS REALIZADAS PARA IDENTIFICACAO
DE BACILOS GRAM POSITIVOS (BGP) ISOLADOS DO COURO CABELUDO DAS CRIANCAS

AMOSTRA| MOTILIDADE |ARABINOSE SORBITOL| MANITOL
4A1 + + - -
22A1 - - - -
27A1 - - - -

FONTE: A Autora (2015)

A amostra 4A1 foi submetida a um teste adicional de motilidade a 25°C, uma
vez que, segundo a literatura consultada, haveria a possibilidade de ter sido isolado
Listeria sp., devido a ser considerada pouco movel a 37°C. A amostra foi incubada
por 48 horas, porém nao apresentou crescimento em forma de guarda-chuva, o que

€ incompativel com a espécie em questdo. A tabela 5 representa a identificacdo dos
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bacilos gram positivos (BGP) isolados e o grafico 3 representa o percentual de cada
espécie identificada.

TABELA 5 — IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE BACILOS GRAM POSITIVOS (BGP) ISOLADAS
DO COURO CABELUDO DAS CRIANCAS

AMOSTRA | IDENTIFICACAO
4A1 NI
22A1 Corynebacterium sp.
27A1 Corynebacterium sp.

Legenda: NI — Nao foi possivel identificar através das provas bioquimicas utilizadas

FONTE: A Autora (2015)

Segundo Grice & Segre (2011), as regifes occipital e retroauricular sdo
colonizadas principalmente por Propionibacterium sp. e Corynebacterium sp. Tais
resultados sdo compativeis com os identificados neste estudo, uma vez que 66,67%
dos bacilos gram positivos isolados pertencem ao género Corynebacterium. Grice et
al. (2009), identificaram mais de 22% como Corynebacterium sp. e 23% como
Propionibacterium sp. Assim como Grice et al. (2008), que identificaram
Corynebacterium sp. e Propionibacterium sp. além de outras actinobactérias.
Futuros testes em anaerobiose serdo propostos para a identificacdo de espécies

anaerobias, como Propionibacterium sp.

Figura 8 — PROVAS BIOQUIMICAS UTILIZADAS PARA A IDENTIFICAGAO DE BACILOS GRAM
POSITIVOS (BGP) ANTES DA INCUBACAO (A) E APOS 48 HORAS DE INCUBACAO A 37°C (B).
Da esquerda para a direita: prova da motilidade, prova da fermentacdo de arabinose, prova da
fermentac&o de sorbitol e prova da fermentagéo de manitol

FONTE: A Autora (2015)



33

7.7.2. Bacilos Gram Negativos

Foi possivel identificar 4 das 5 amostras de bacilos gram negativos, ja que a
amostra 17B1 ndo apresentou crescimento nas provas bioquimicas do kit de
identificacdo utilizado. Isso pode ter ocorrido devido as bactérias ja estarem
enfraquecidas, uma vez que precisaram de incubacdo mais prolongada pra

apresentar crescimento mesmo quando semeadas em égar sangue.

Todas as amostras, inclusive a 17B1, eram oxidase negativas, portanto
fermentadoras da glicose. As amostras 2Al1l, 17B1, 25B4 e 31B1 eram
fermentadores de lactose, enquanto que a 4B1 ndo a fermentava. Nenhuma das
qguatro amostras analisadas por completo era positiva para desaminacdo do L-
triptofano, nem produzia gas sulfidrico (H2S) — enegrecimento do meio —, gas —
presenca de bolhas ou ruptura do meio — ou indol — anel réseo apds a adicdo de
reativo de Kovacs. As amostras 2A1 e 4A1 foram positivas para a descarboxilagéo
da L-lisina, jA as amostras 25B4 e 31B1 eram negativas. Todas as quatro amostras
eram positivas para a descarboxilacdo da ornitina. Somente a amostra 25B4 era
movel, sendo as demais consideradas iméveis. As amostras 4A1 e 25B4 utilizavam
citrato como Unica fonte de carbono, enquanto que 2A1 e 31B1 possuem outras
fontes. Somente a amostra 25B4 ndo fermentava rhamnose, sendo que 2A1, 4Al e
31B1 fermentavam este agucar (Tabela 6). As figuras 9 e 10 ilustram os testes

realizados com as amostras de bacilos gram negativos.

Identificacao dos BGP

W Corynebacterium sp.

B N3o identificado
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Gréfico 3 — Representacao do percentual de cada espécie de bacilos gram positivo (BGP) isolados do

couro cabeludo das criangas.
FONTE: A Autora (2015)
TABELA 6 - INTERPRETACAO DAS PROVAS BIOQUIMICAS REALIZADAS PARA

IDENTIFICAGAO DE BACILOS GRAM NEGATIVOS (BGN) ISOLADOS DO COURO CABELUDO
DAS CRIANCAS

AMOSTRA | OXIDASE [LACTOSE] LTD [ Has Jolicose| GAs [ usiNa | INDOL [ORNITINA|MOTILIDADE[CITRATO|RHAMNOSE
2A1 - + - - + - + - + - - +
4B1 - - - - + - + - + - + +
1781 - + NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
25B4 - + - - + - - - + + + -
31B1 - + - - + - - - + - - +

Legenda: NC — N&o cresceu ap0s incubacao a 37°C por 48 horas

FONTE: A Autora (2015)

A partir do sistema de identificacdo utilizado foi possivel gerar um codigo
relacionado a determinada espécie de bacilo gram negativo (BGN), com um
percentual de probabilidade, consultado no “Manual para Identificagdo de
Enterobactérias Newprov” (Tabela 7). O grafico 4 representa o percentual de cada

espécie isolada.

TABELA 7 — IDENTIFICAGAO DOS BACILOS GRAM NEGATIVOS (BGN) ISOLADOS DO COURO
CABELUDO DAS CRIANCAS ANALISADAS

AMOSTRA | CODIGO IDENTIFICAGAO

2A1 2721 Escherichia coli
4B1 723  Serratia liquefaciens
17B1 NI NI

25B4 2632  Serratia liquefaciens
31B1 2621 Shigella sonnei

Legenda: NI - N&o foi possivel identificar a amostra 17B1

FONTE: A Autora (2015)

A presenca de enterobactérias no couro cabeludo pode ser intrigante, devido
a serem normalmente associadas a contaminacdes do trato gastrointestinal, contudo
Grice & Segre (2011) afirmam que as regides secas, possuem uma diversidade
filogenética ainda maior do que o intestino e a cavidade oral, incluindo uma grande
diversidade de bactérias gram negativas. Apesar de as regides estudadas serem

consideradas sebaceas, € possivel observar que as autoras indicam a presenca de
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proteobactérias principalmente na regido occipital. Oh et al. (2012) também
identificaram proteobactérias nas narinas, regido considerada umida, de criancas e
adultos, portanto, mesmo em regides mais Umidas ou sebaceas € possivel identificar
enterobactérias como pertencentes a flora bacteriana da pele. Grice et al. (2008)
estudaram a pele dos bracos de cinco voluntérios e obtiveram grande abundancia de

proteobactérias nestes locais, principalmente do género Pseudomonas, porém

afirmam que € comum encontrar Serratia sp.

Figura 9 — PROVAS DE FERMENTACAO DA LACTOSE EM AGAR MACCONKEY. (A) Negativa.
Com colbnia amarelada ou incolor. (B) Positiva. Com colénia rosada. A forma de estriamento
representa o tipo de bactéria,

FONTE: A Autora (2015)

Figura 10 — PROVAS BIOQUIMICAS UTILIZADAS PARA A IDENTIFICACAO DE BACILOS GRAM
NEGATIVOS (BGN). (A) Meios em suas cores originais apds 48 horas de incubacgdo a 37°C e sem
evidéncia de crescimento bacteriano. (B) Com evidéncia de crescimento e alteracdo da cor de alguns
meios. No momento da leitura das provas o meio de MIO apresentava coloracdo roxa, porém apos a
adicdo de reativo de Kovacs (para prova do indol) o meio muda de coloracdo. Da esquerda para a
direita: Meio EPM, Caldo Lisina, Meio de MIO, Meio Citrato de Simmons e Caldo Rhamnose.

FONTE: A Autora (2015)
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Identificacao dos BGN

HE. coli
B S. sonnei
S. liquefaciens

B N3o identificado

Gréfico 4 — Representagdo do percentual de cada espécie de bacilos gram negativos (BGN) isolados
do couro cabeludo das criancas.

FONTE: A Autora (2015)

7.7.3. Cocos Gram Positivos

Apenas 30 (73,17%) das 41 amostras inicialmente isoladas foram
identificadas, pois ndo foi possivel recuperar todas as amostras ap0s o estogque em
agar simples, sendo que 11 ndo cresceram mesmo apds semeadura em agar
sangue. Acredita-se que o0 estogue em agar simples ndo tenha sido suficiente para
garantir a viabilidade das bactérias apos estoque por periodo de tempo prolongado.
Sugere-se que em estudos posteriores seja testada a viabilidade das bactérias apés
estoque em agar sangue, visto que este é um meio enriquecido e que a semeadura

para prosseguimento dos experimentos seja realizada também em agar sangue.

Todas as 30 amostras foram positivas na prova da catalase (Figura 11), o que
indica que eram de espécies de estafilococos. Portanto ndo foi necessario realizar
algumas das provas inicialmente propostas — MTS, bile esculina, arabinose,
optoquina e bacitracina — para a identificacdo de estreptococos e enterococos, ja
que estes ndo foram isolados. Segundo a distribuicdo topografica das bactérias na
pele, proposta por Grice & Segre (2011), uma pequena parcela de outros firmicutes
(como estreptococos) é encontrada na pele, porém em outras regides que nao a

retroauricular e a occipital. Outra explicacdo para a auséncia de estreptococos nos
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isolados é que existem indicios de que a colonizacdo por Staphylococcus

epidermidis inibe a colonizacéo por Streptococcus sp.

Apébs o crescimento das colbnias em agar sangue foi observado o tipo de
hemdlise apresentado. Das 30 amostras, 21 (70%) apresentaram y-hemolise e 9
(30%) B-hemolise (Figura 12). Conforme manual da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), Staphylococcus epidermidis € considerado um controle de
qualidade para y-hemodlise, ja Staphylococcus aureus € controle de qualidade para

B-hemdlise.

As provas da DNAse (Figura 13), coagulase em lamina (Figura 14) e
coagulase em tubo (Figura 15) foram realizadas com todos os isolados, sendo que
foram positivas, respectivamente, 5 (16,67%), 10 (33,33%) e 5 (16,67%) amostras.
As amostras negativas na prova de coagulase em lamina foram submetidas a prova
da novobiocina (Figura 16), sendo que das 23 amostras, 18 (78,26%) eram sensiveis

ao antibidtico (Tabela 8).

A maior parte das amostras identificadas, 46,67%, correspondem a
Staphylococcus ndo produtores de coagulase, com indicativo de Staphylococcus
epidermidis por serem sensiveis a novobiocina e ndo produzirem hemdlise (y-
hemolise). As amostras identificadas como Staphylococcus saprophyticus
representam 16,67%, mesmo percentual de Staphylococcus aureus. Nao foi possivel
identificar a nivel de espécie 20% das amostras, contudo pode-se afirmar que
pertencem ao género Staphylococcus, que ndo sdo produtores de coagulase e que
nao sdo S. epidermidis nem S. saprophyticus (Tabela 9). O gréfico 5 representa o

percentual de cada espécie identificada.

Diversos autores identificaram espécies de estafilococos em amostras de
pele, sendo que Roth & James (1988) e Hannigan & Grice (2013) afirmam que em
sua maioria tratam-se de Staphylococcus epidermidis. Segundo Roth & James
(1988) aproximadamente 50% da flora residente da pele é composta por S.
epidermidis, outras espécies de Staphylococcus ndo produtores de coagulase

também sdo encontradas abundantemente na pele.
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Figura 11 — PROVA DA CATALASE. (+) indica prova positiva com formagdo de bolhas de ar. (-)
indica prova negativa.

FONTE: A Autora (2015)

Figura 12 — CRESCIMENTO EM AGAR SANGUE PARA A VERIFICACAO DE HEMOLISE. (A)
representa a y-hemdlise (ndo ha formagéo de halo). (B) representa a p-hemdlise (ha formagéo de
halo ao redor da coldnia).

FONTE: A Autora (2015)

-

o

Figura 13 — PROVA DA DNASE. (A) Negativa. Nao ha formacgao de halo r6seo ou transparente ao
redor da coldnia. (B) Positiva. Observa-se o halo transparente ao redor da coldnia.

FONTE: A Autora (2015)
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Figura 14 — PROVA DA COAGULASE EM LAMINA. (+) Positiva. H4 formag&do de grumos. (-) N&o ha
aglutinacéao.

FONTE: A Autora (2015)

Figura 15 — PROVA DA COAGULASE EM TUBO. (A) Negativa. Ndo ha formacgéo de coagulo. (B)
Positiva. Ha formacéo de coagulo.

FONTE: A Autora (2015)

Figura 16 — PROVA DA NOVOBIOCINA. (A) Resistente: o halo de inibicdo é inferior a 16 mm. (B)
Sensivel: o halo de inibi¢cdo é superior a 16 mm.

FONTE: A Autora (2015)
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Roth & James (1988) afirmam que Staphylococcus saprophyticus sao
considerados micro-organismos residentes da regido perianal e Rodrigues et al.
(1993) associam esta espécie com infeccdes urinarias. Acredita-se que nao seja
uma espeécie residente da flora bacteriana do couro cabeludo, mas que seja uma
espécie transitoria resultante da contaminagdo da pele por material fecal ou da
regiao perianal.

Conforme Santos et al. (2007) e Gelatti et al. (2009), apesar de
Staphylococcus aureus ser conhecidamente um patdgeno causador de diversos
tipos de infeccdes, desde as mais simples até as mais graves, esta espécie
bacteriana faz parte da flora residente da pele, tornando-se patogénica em casos de
quebra de barreira cutanea e/ou de diminuicdo da imunidade. Devido a sua
patogenicidade, varios autores (ROTH & JAMES, 1988; GRICE et al., 2008; GRICE
et al., 2009; GRICE & SEGRE, 2011; KONG et al., 2012; HANNIGAN & GRICE,
2013) fazem relacdo entre seu isolamento com o desenvolvimento de doencas
cutaneas, como dermatite atdpica ou eczema atopico.

TABELA 8 - INTERPRETAGCAO DAS PROVAS BIOQUIMICAS REALIZADAS PARA IDENTIFICAGCAO

DE COCOS GRAM POSITIVOS (CGP) ISOLADOS DO COURO CABELUDO DAS CRIANGAS
(CONTINUA)

. COAGULASE | COAGULASE
AMOSTRA |HEMOLISE |CATALASE| DNAse A NOVOBIOCINA
EMLAMINA| EMTUBO
3A1 Y + - - - 30 mm
3B1 Y + - - NS NC
8B1 B + - - - 22 mm
8B2 Y + - + - NS
11A1 Y + - - - Omm
11B1 Y + - - - 28 mm
12B1 B + - - - 29 mm
15A1 B + + + NS
15B1 B + + + NS
16A1 B + - + - 29 mm
16A2 B + + + + NS
16B1 B + + + + NS
17A2 Y + - - - 23 mm
19A1 Y + - - - Omm
1981 Y + - - - 09 mm
20A1 Y + - + - 29 mm
20B1 Y + - - NS 29 mm
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TABELA 8 - INTERPRETACAO DAS PROVAS BIOQUIMICAS REALIZADAS PARA IDENTIFICAGAO
DE COCOS GRAM POSITIVOS (CGP) ISOLADOS DO COURO CABELUDO DAS CRIANCAS
(CONCLUSAO)

23A1 Y + - - - 19 mm
23B1 Y + - - - 17 mm
23B2 Y + - + - 18 mm
24A1 Y + - - - 24 mm
24B1 Y + - - - 21 mm
25B2 Y + - - - Omm
26B1 Y + - - - 26 mm
27B1 B + + + + NS

28A1 Y + - - - 0Omm
28B1 Y + - - NS 27 mm
31A1 Y + - - - 26 mm
32A1 Y + - - - 24 mm
32B1 B + - + - 26 mm

Legenda: NS — Nao semeado

FONTE: A Autora (2015)

TABELA 9 — IDENTIFICAGAO DOS COCOS GRAM POSITIVOS (CGP) ISOLADOS DO COURO
CABELUDO DAS CRIANCAS (CONTINUA)

AMOSTRA IDENTIFICACAO INDICATIVO DE
3A1 Staphylococcus nao produtor de coagulase  S.epidermidis
3B1 Staphylococcus nao produtor de coagulase NE
8B1 Staphylococcus ndo produtor de coagulase NE
8B2 Staphylococcus nao produtor de coagulase NE
11A1 Staphylococcus saprophyticus S. saprophyticus
11B1 Staphylococcus nao produtor de coagulase  S. epidermidis
12B1 Staphylococcus ndo produtor de coagulase NE
15A1 Staphylococcus aureus S. aureus
15B1 Staphylococcus aureus S. aureus
16A1 Staphylococcus nao produtor de coagulase NE
16A2 Staphylococcus aureus S.aureus
16B1 Staphylococcus aureus S.aureus
17A2 Staphylococcus ndo produtor de coagulase  S. epidermidis
19A1 Staphylococcus saprophyticus S. saprophyticus
19B1 Staphylococcus saprophyticus S. saprophyticus

20A1 Staphylococcus nao produtor de coagulase  S. epidermidis
20B1 Staphylococcus ndo produtor de coagulase  S. epidermidis
23A1 Staphylococcus nao produtor de coagulase  S. epidermidis
23B1 Staphylococcus ndo produtor de coagulase  S. epidermidis
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TABELA 9 — IDENTIFICACAO DOS COCOS GRAM POSITIVOS (CGP) ISOLADOS DO COURO
CABELUDO DAS CRIANCAS (CONCLUSAO)

23B2
24A1
24B1
25B2
26B1
27B1
28A1
28B1
31A1
32A1
32B1

Staphylococcus ndo produtor de coagulase
Staphylococcus nao produtor de coagulase
Staphylococcus nao produtor de coagulase
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus ndo produtor de coagulase
Staphylococcus aureus
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus nao produtor de coagulase
Staphylococcus nao produtor de coagulase
Staphylococcus nao produtor de coagulase
Staphylococcus ndo produtor de coagulase

S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis

S. saprophyticus
S. epidermidis

S. aureus

S. saprophyticus
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis

NE

Legenda: NE — Nao foi possivel determinar a espécie. Considerar como Staphylococcus ndo produtor

de coagulase

FONTE: A Autora (2015)

Identificacao dos CGP

B S. saprophyticus
B S. aureus
m S. epidermidis

B N3o identificados

Gréfico 5 — Representacao do percentual de cada espécie de cocos gram positivos (CGP) isolados do
couro cabeludo das criancas.

FONTE: A Autora (2015)

8. Consideracdes finais

Através da realizacdo deste estudo foi possivel analisar a microbiota do couro

cabeludo de oito criancas em idade escolar. A padronizacdo desta técnica

possibilitara o desenvolvimento de estudos futuros que buscam analisar as bactérias
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do couro cabeludo a fim de relacionar tais micro-organismos com a prevaléncia de
pediculose, ja que bactérias transformam compostos ndo volateis em volateis e

dessa forma podem ser um fator importante no processo de escolha do hospedeiro.

A técnica utilizada para o isolamento da microbiota do couro cabeludo
possibilitou a obtencdo de colbnias puras que puderam ter sua morfologia, bem
como seu género e, em alguns casos, sua espécie identificados através de

coloragdo de gram e de testes bioquimicos.

O grupo de bacilos gram positivos (BGP) foi corretamente identificado através
de microscopia Optica, porém uma das trés amostras ndo pode ser identificada.
Supdbe-se que o acréscimo de testes bioquimicos — como teste CAMP, reducao de
nitrato, teste da pirazinamidase, entre outros — serd possivel identificar todas as

amostras de bacilos gram positivos isolados.

Os grupos de bacilos gram negativos (BGN) e cocos gram positivos (CGP)
foram identificados em nivel de género e alguns em nivel de espécie, com excecao
de uma amostra de BGN que ndo apresentou crescimento nos meios para
identificacdo bioquimica, porém acredita-se que com a adaptacdo para estoque em

agar sangue este caso seja solucionado.

As bactérias identificadas foram compativeis com as relatadas na literatura,
com excecao de Propionibacterium sp., pois por ser um micro-organismo anaerobio

necessita de condigbes de anaerobiose para crescimento.
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Anexos

Anexo 1. Procedimento para realizacdo de esfregaco em lamina

¢ Identificacdo de laminas limpas com codigo do isolado, data e nome;

e Adicdo de uma gota de agua destilada na lamina identificada;
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e Com uma alca bacteriolégica flambada, foi coletada uma pequena quantidade
da colbnia a ser analisada;

e Homogeneizado a colénia com a agua destilada, cuidando para que o
esfregaco nao ficasse muito carregado, ou seja, muito esbranquicado;

e Fixado o esfregaco por calor, passando a lamina logo acima do fogo, por 4 ou
5 vezes ou até que todo o esfregaco ficasse seco, dando intervalos de alguns
segundos entre uma passagem e outra para que a lamina ndo esquentasse

demais para ndo ocorrer alteracdo da morfologia celular.

Anexo 2. Procedimento para coloracdo de Gram

e Cobrir o esfregaco com Violeta de Genciana por 1 minuto;

e Retirar o excesso e cobrir com Lugol por 1 minuto;

e Retirar 0 excesso e lavar com 4gua destilada;

¢ Adicionar alcool-acetona ou etanol 99% até que todo o excesso de Violeta de
Genciana seja eliminado;

e Lavar com agua destilada;

e Cobrir o esfregaco com Fucsina por 30 segundos;

e Retirar 0 excesso e lavar com agua destilada;

e Secar a parte posterior da lamina, retirando as manchas de corante que
dificultam a visualizacdo ao microscopio;

e Deixar as laminas secando a temperatura ambiente;

e ApOs as laminas estarem secas, observar em microscépio na objetiva de

100x, utilizando 6leo de imerséo.

Composicao dos meios de transporte

Anexo 3. Stuart COPAN:

Cloreto de CAlCIO ......ccevvveeeeiieiiieeeee e, 0,19g/L
Glicerolfosfato de calCio .........ccocevvvvvvneenn. 10,0 g/L
Acido tioglicOliCO ......ooveeeeeeeeeieeee e 1,0 ml/L
Agua destilada ...........coooveeeeeieeieeeeeeeeee, q.s.p.

pH 7,4 +0,2



Anexo 4. Sabouraud liquido:

Dextrose (Glicose Anidra) .......ccccceeeeveeeeeennn.. 40,0 g/L
Peptona ........covvvviiiiiiiiie 10,0 g/L
Agua destilada .........c.cooeveeireiieieieeeeeae, q.S.p.

pH5,6 0,1

Composigéo dos meios de cultura

Anexo 5. Agar Sangue

Peptona de caseina ...........ccceevevvvveeiviinnnnnns 10,0 g/L
Peptona de carne ..........ccoeeeveveevivvenvnnnicnnnenn. 500g/L
Extrato de levedura ............coeeveeviiieeiinneennn. 500g/L
Infuso de carne ..........cccooevvriiieiiccccce e 3,0g/L
Amidode milho ... 1,0 g/L
Cloreto de SO0 ......cvvevvievieieiieie e 5,0 g/L
AGAT e 13,59g/L
Sangue de Carneiro .........ccccvceeeeeieeieieeeeeeeenn, 5%
Agua destilada ...........coooveeveeeeeeeeieeeeeee q.s.p.

pH final 7, 3 £ 0,2
Anexo 6. Agar Chocolate
Peptona de caseina ...........cccceeevvveveiiiiiinnnnn, 7,59/l

Peptonade carne ........ccccceevveeiiviiviiee e, 7,59/L



Amido de MilNO .......ccoovviiiiiiiii e, 1,0 g/L

Fosfato dipOtassSiCoO .........ccceeveevviviiiiieeiiiiiiinns 4,0 g/L
Fosfato monNOPOtaSSICO ......vvvvvvvieiiieieiieeeeeee 1,0 g/L
Cloreto de SO0 .......uuvevvveiiiiiiieeeiie e 5009/l
AGAT e 10,0 g/L
Sangue de Carneiro ..........ccccceeeeiieeeieeeeeennnne, 5%
Polienriqguecimento .........cccccceveeeeieeeeninnnnnne, 10ml/L
Agua destilada ..........ccoeveeveeeeeeie e q.s.p.

pH final 7,2 £ 0,2

Anexo 7. Agar Simples

Extrato de carne ..........cccceeeeeeeiiiiveeeeeiiiiinnns 4 g/L
Cloreto de SO0 ......ccvvveeeeeeiiiiiieeee e, 4 g/L
Peptona .......cevvviiiiiiiiie e 10 g/L
Yo F- | G SSRRP 15 g/L
Agua destilada ...........coooveeeerieieee e, q.s.p

Anexo 8. Agar Motilidade:
THPLOSE e 10 g

(@4 [o]7] (o]0 [RST0 o [ o 5009



pH7,2£0,2

Anexo 9. Caldo Brain Heart Infusion (BHI):

Infusdo de cérebro de carneiro .................... 12,59
Infusdo de coracdo de boi .............ccoevevennnns 50¢g
Proteose-peptona .........cccceeevvevniniiiiiee e, 10,0 g
D (+) gliCOSE ..covvvvivviiiie e 200
Cloreto de sOdio .......ccvvvvveviiieiieieeeeiiiiieee 50¢9
Fosfato disSOAICO ........ccevvvvvveviiiiiiiieeeeennnen, 259

pH 6,6 £ 0,2

Anexo 10. Agar MacConkey

Digestéo péptica de tecido animal ............. 15¢9g/L
Caseina enzimatica hidrolisada ................. 1,59g/L
Digestéo pancreatica de gelatina ............... 17,0 g/L
LaCtOSE ..ccooeeeiieeeeeeee e 10 g/L
Sais biliares ..........cccovviiiiiiii 1,59/l
Cloreto de SOIO .....ccvvvvvveviiieeiie e, 5009/l
Cristal de violeta .........cccoeveviiiieiiiiieeiieeeeie 0,001 g/L
Vermelho NeUtro .........ccovveiiiiiiiiiiiie e, 0,03 g/L
AGAr o 15,0 g/L
Agua destilada ...........coooveeveeeeeie e q.s.p

pH7,1+0,2



Anexo 11. Agar Cetrimide

Peptona pancreética de gelatina .................. 20,0 g/L
Cetrimida .......oeeeiii e 0,3 g/L
Cloreto de magnésio ......cccceeeeeeeeeeeeeiiiinennnnn, 1,4 g/L
Sulfato de potassio ...........ccceeeevvevvvveeiiiiiiinnn, 10,0 g/L
Agar BacteriolOgiCo ..........ccvevveveeeeeeerieeeanne. 15,0 g/L

pH7,2£0,2

Anexo 12. EPM Modificado

Agar bacteriol0giCo ..........ccccvevvevieieeeeeenan, 11,0 g/L
B I ] (0 = U 10,0 g/L
Extrato de Carne .........ccoeeeeiiiviiiiiiieciieees 2,0g/L
Cloreto de SOAIO .......vueveeveieiiiiieeeeee e 5,0 g/L
Fosfato dissOdiCO ...........ccoeevviiiiiiiiiiiiiiin. 2,0 g/L
L-triptofano ... 1,0 g/L
Citrato férrico amoniacal ...........cc..ccovvveeennn.. 0,35 g/L
Tiosulfato de sOdiO ............cooveeeeicinviriiinnne, 0,35 g/L
SACAIOSE ...coevvviiii et 14,0 g/L
GlICOSE ..o 1,925 g/L

Azul de bromotimol ..........cccooveviiviiiiiieiieee. 0,03 g/L



Agua deionizada ...........cccceeveveeereeeeeae, q.S.p.

Anexo 13. Caldo Lisina

Peptona de gelatina ............ccccvvivviviiieninnnnnnn. 5,0 g/L
Extrato de levedura ...........cooeevviviiiiiiiieinn. 3,09/L
DEXITOSE oovvviiiiiie i 1,0 g/L
Cloridrato de L-lisina .............ccovvvvviiiiiiieneennn. 5,0 g/L
Parpura de bromocresol ............cccccevvvveviinnnen, 0,02 g/L
Agua deionizada .........c..cccoeevveveeieeeeeeeeae, q.s.p.

Anexo 14. Meio de MIO

Extrato de levedura ..........ccccceeeeveiiiiieeeeeeenen, 3,0g/L
Peptona bacterioldgica ..........occcveeveeeiiiiinneen. 10,0 g/L
THPLONA v 10,0 g/L
(@ ¢ 11 1] = U 5,0 g/L
DEXITOSE oovvvviiiiei e 1,0 g/L
Parpura de bromocresol .........ccccccvvvveeeeeeeenn. 0,02 g/L
Agar bacteriol0giCo ...........ccoveeeeveeereeenennn 2,4 g/L
Agua deionizada ...........cocoveeeeeiieiieiieeee, q.s.p.

Anexo 15. Meio de Citrato de Simmons

Sulfato de Magnesio ............eeeveeeeeiieeeeinnininnnns 0,02 g/L



Fosfato de amonio dihidrogenado ................. 1,0 g/L

Fosfato dipOtassSiCo ..........ccceevvvvivveeeeiiiiiiiiennnn, 1,0 g/L
Citrato de SOIO ........cvvvvviiiiiiiieieeeeeeee e 2,0 g/L
(1[0 (=1 (0 o [=5=Y0 [0 [ To 5009/l
Azul de bromotimol .........cccoeveiiiiiiiiiiie, 0,08 g/L
Agar bacterioldgiCo ..........cccccvvvvviveceeeeerienne. 15,0 g/L
Agua deionizada ...........cocoeeveiieiiiieeeen, q.s.p.

Anexo 16. Caldo de Rhamnose

Extrato de carnNe .........cooeeveviveiiiiiiieeieeeees 1,0 g/L
LI 100 1 = U 10,0 g/L
Cloreto de SOIO ........uuvvviviiiiieeieeeeieeeeeeeeeeiian, 5,0 g/L
RhamMNOSE ... 5,0g/L
Azul de bromotimol .........cccooevviiiiiiiiiiies 0,03 g/L
Agua deionizada ...........c.coeeeiiiieiiiieeeen q.s.p.

Anexo 17. Composicédo do Indicador Purpura de Bromocresol 1,6%
Pudrpura de Bromocresol ...........ccccceeevviinnen. 16¢g
AICOOI 95% ... 100 ml

Anexo 18. Composicao da Solugéo de Carboidratos 10%:

Arabinose 10%:
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ArabiNoSe .....ccoovveiiiiiieie 10,0 ¢

Agua destilada ..........ccoveeveeriiiiiiiieeee 100 ml

Sorbitol 10%:
SOrbitol ..o 10,09

Agua destilada ............ccoovveveveeiiiirieen 100 ml

Manitol 10%:

ManNitol .....ccoeeieeeieeeeeee 10,09

Agua destilada ...........ccceeeveeereieeeeeene 100 ml

Anexo 19. Agar DNAse

THPLOSE e 20,0 g/L
Acido Desoxirribonucléico (DNA) ............... 2,0g/L
Cloreto de SO0 ........evvveeiiieeeeeiieiiieeeeieiii, 5,0g/L
Azul de toluidina ........ccoooeeeiiiiiiiiiii, 0,1g/L
AGAT e 15,0 g/L
Agua destilada ...........coooveeveeeeeieieeeeee q.s.p.

pH7,3+0,2
Anexo 20. Agar Mueller-Hinton
Infus@o de carne bovina .............cccevvieieenennn, 300 g/L

Caseina enzimética hidrolisada ..................... 17,5 g/L



Agua destilada ...........cccoveevevieeiiieiceeeeee q.S.p.

pH7,3£0,2

Anexo 21. Meio de Tolerancia ao NaCl 6,5%

(OF: 1[0 [0 1 =] = | I 25,0 g/L
Cloreto de SOIO ........uvvviiiieeeiieeeeeeieeeeeeeiiiiians 60,0 g/L
Indicador purpura de bromocresol ................. 1,0 mi/L
Glicose anidra ........coeevevviiiiiiee e 1,0 g/L
Agua destilada ..........c.cceeeveeeeeeieee e q.s.p.

Anexo 22. Agar Bile Esculina

Digestao péptica de tecido animal ............... 5,0g/L
Bile de bOi ....vuvveeiieeiii, 40,0 g/L
Citrato fEITICO .ovveiieeeieeeeee e, 0,5¢g/L
Extrato de CarnNe .........coovveeeiieiiiiiiie e, 3,0g/L
Esculina ..o 1,0g/L
AGAC o 15,0 g/L

Anexo 23. Questionario sobre suscetibilidade
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O projeto intitulado “Diferentes aspectos de susceptibilidade a pediculose no Brasil” tem por objetivo investigar

porqué algumas criancas sdo mais infestadas por piolhos que outras, para tanto, pretende-se estudar se a microbiota do

couro cabeludo (fungos e/ ou bactérias) pode influenciar na predisposicdo a pediculose. Para que esta pesquisa seja

realizada é necessaria a sele¢do de criangas para a coleta de material (fric¢io de um swab no couro cabeludo) para

participarem do projeto piloto. Estamos convidando as criangas de sua familia para participarem desta fase do projeto e a

selecdo sera baseada em caracteristicas que atendam as questSes abaixo relacionadas.

wonoe

N o v

10.
11.

Nome do entrevistado (a):

Nome da crianga:

Escola que estuda:

Idade da crianga:

A crianga tem alguma doenca dermatolégica cronica? () Sim ( ) Nao
Tomou antibiético e/ou antifingico nos dltimos seis meses? () Sim ( ) Nio
A crianga:

() Nunca teve piolhos no decorrer da sua vida.

() Teve piolhos até duas vezes no decorrer da sua vida.

() Teve piolhos mais de duas vezes no decorrer da sua vida.

A crianga tem cabelo oleoso? ( ) Sim () Nao

O couro cabeludo apresenta umidade “suor” excessivo? () Sim ( ) Nio

Convive com pessoas infestadas por piolhos e nio ¢ parasitada? ( ) Sim ( ) Naio

Caso a crianga seja selecionada para participar do projeto piloto seria possivel, no periodo de 24 horas que
antecederio a coleta (que serd dia 09 de margo — Segunda-feira préxima):

- Nio lavar o cabelo e¢/ou udlizar creme de pentear ( ) Sim ( ) Nio

- Nao utilizar produtos como perfumes, logSes, cremes corporais ou sabonetes antibacterianos proximos da
regido occipital e retroauricular da cabega ( ) Sim ( ) Nao

- Nio ingerir alimentos como cebola, alho ou pimenta () Sim ( ) Nao

Obs. Caso a crianga seja selecionada entraremos em contato e por isso solicitamos seu e-mail e ou telefone:

E-mail:

Telefone:

Obrigada,

Dra. Débora do Rocio Klisiowicz

Universidade Federal do Parani

Setor de Ciéncias Biologicas

Departamento de Patologia Basica

C.P. 19031, 81.531-980, Curitiba, PR, Brasil
Tel: +55 41 33611704 Fax +55 41 3266.2042
e-mail: deborak@ufpr.br

Centro Politécnico — Caixa Postal 19031 — CEP: 81531-990 — Curitiba/PR
Telefones: (41) 3361-1697/1700 — Fax (41) 3266-2042 — dpat@ufpr.br



