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RESUMO

Diariamente o corpo humano entra em contatos com diversos fomites, alguns como os
fones de ouvido sdo facilmente portados e estdo em contato direto com a pele e o canal
auditivo. Este trabalho teve como objetivo investigar diferentes bactérias que possam
estar presentes em fones de ouvido e se as mesmas apresentam um perfil de resisténcia
importante. Para isso foram realizadas coletas por meio de fric¢do de swab estéril nos
fones de 30 voluntarios da comunidade universitaria, em seguida cultivados em meios
de cultura para diferenciacao das bactérias Gram, negativas e positivas, e realizado
testes especificos para identificacdo e resisténcia dos micro-organismos. Posteriormente
avaliou-se a morfologia dos fones e o material de sua composi¢do, buscando verificar se
estes fatores influenciam na contaminagdo bacteriana encontrada. Dentre os recuperados
60% eram enterobactérias, além de Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp. e
Pseudomonas aeruginosa, inclusive com a recuperacdo de isolados com perfil de
multirresisténcia, como ESBL e MLSBi. O estudo aponta para uma grande diversidade
de bactérias patogénicas nos fones de ouvido investigados e que tais bactérias se em
condigdes favoraveis podem impactar diretamente na saide humana.
Palavras-chave: Gram negativos, resisténcia a antimicrobianos, Staphylococcus,
MLSBI, ESBL.

ABSTRACT
Every day the human body meets various inanimate object, some like headphones are
easily carried and are in direct contact with the skin and ear canal. This study aimed to
investigate different bacteria may be present in headphones and if they have a resistance
profile. For this purpose, collections were performed by sterile swab rubbing in the
earphones of 30 volunteers from the university community, then cultivated in culture
media for differentiation of Gram negative and positive bacteria and specific tests for
identification and resistance of microorganisms. Subsequently, the morphology of the
earphones and the material of its composition were evaluated, seeking to verify if these
factors influence the bacterial contamination found. Among the recovered 60% were
enterobacteria, including with multiresistance profile vulnerability recovery such as
ESBL and MLSBi. The study points to a wide variety of pathogenic bacteria in the
headphones investigated and that such bacteria in favorable conditions can directly
influence human health.

Keywords: Gram negatives, antimicrobial resistance, Staphylococcus, MLSBi, ESBL.



1. INTRODUCAO

A contaminagdo do corpo humano por micro-organismos pode ocorrer de
diversas maneiras, dentre elas o contato direto com fomites, que sdo substincias ou
objetos capazes de transmitir agentes infecciosos (MURRAY et al., 2010). Ao longo de
um mesmo dia, o corpo humano entra em contato com estes objetos que podem abrigar
uma vasta gama de bactérias e outros agentes infeciosos (BURES et al., 2000;
ELMUFTI et al., 2014).

Telefones celulares e seus acessorios, devido a praticidade de serem portados, e
seu uso frequente em contato com o rosto, facilitam a contaminagdo (SINGH et al.,
2012; WALIA et al., 2014). E o uso de tampoes e fones de ouvido foi associado como
fator de predisposicao para infecgdes do canal auditivo externo, por facilitar a entrada
de micro-organismos da pele para o ouvido, assim como contribuir para o aumento da
umidade e temperatura local (SINGH & PUROHIT, 2012). Dentre os micro-organismos
potencialmente patogénicos encontrados em fones foram relatados na literatura diversos
grupos de bactérias. Dentre elas: enterobactérias, Staphylococcus spp. € Samonella spp.
(ALVES; COSTA; BAROLO, 2014; ANDERSON et al., 2009; ELMUFTI, 2014;
RODRIGUES et al., 2012). Concomitante a isso ¢ crescente o nimero de pesquisas que
evidenciam a recuperacdo de cepas resistentes a antimicrobianos fora do ambiente
hospitalar (ROSSI; DEVIENNE; RADDI, 2009).

Fones de ouvidos sdo objetos amplamente usados, estando disponiveis no
mercado diversos modelos, que podem ser divididos em quatro grupos: intra-auriculares
(in-ear) o qual sua principal caracteristicas sdo projecdes e borrachas com o objetivo de
melhorar o encaixe no ouvido, extra-auriculares ou auriculares (earbud), modelo mais
simples sem proje¢des e costumeiramente sem borrachas, supra-auriculares (on-ear) e
circumaural (ear cover) ambos modelos externos, mas o ultimo com maior
envolvimento da orelha visando melhor qualidade do som (OLIVEIRA, 2019). Neste
trabalho foram investigados os modelos intra-auticulares e extra-auriculares visando
observar a conataminagdo presente nestes fones de ouvido por estes serem os que mais
apresenta contato com a parte mais interna do pavilhdo auditivo e com a por¢do externa
do canal auditivo (HD STORE, 2011).

O presente trabalho tem como objetivo investigar a contaminagdo em fones de
ouvido verificando a relagdo do tipo de material e contaminacdo por bactérias
patogénicas, e o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, bem como as caracteristicas

dos fones e do portador.



2. METODOLOGIA

Foram realizadas coletas de 30 fones, no periodo de mar¢o a maio de 2019, de
ouvido de voluntarios, dentre eles alunos de graduacao e pds graduacdo de uma
universidade federal, no interior de Minas Gerais, considerando a presenga ou auséncia
de borracha e os tipos de fones (intra e extra). Nessas coletas foram utilizandos swabs
secos ¢ esterilizados, friccionados por toda a superficie que envolve partes do fone em
contato direto com o pavilhao auditivo e locais com maior contato das maos do usudrio.
Apos a coleta o swab era inserido em um tubo de ensaio contendo Caldo TSB, incubado
a 37°C por até 24 horas.

Apds a turvagcdo a solucdo era cultivada em Agar MacConkey, Agar Sal
Manitol, Salmonella Shigella, e Bile Esculina, para cultivo de Bacilos Gram negativos,
Estafilococos, espécies de Salmonella e/ou Shigella e enterococos, respectivamente. As
amostras que apresentavam crescimento bacteriano com indicios de serem as colonias
investigadas eram submetidas a coloragdo de Gram e posteriormente estocadas (BHI
com glicerol a -20°C), para depois serem submetidas aos testes de identificagdo, para
identificar Enterobactérias pelos meios de cultura: MiLi (Motilidade, Lisina, Indol),
EPM (Gas, Sulfeto de hidrogénio, Ureia, LTD), Citrato Simmons e TSI (fermentagdo de
glicose e lactose), Gram negativos ndo fermentadores por OF da glicose (Oxidagdo e
Fermentagao) e Oxidase, Staphylococcus aureus através de teste de catalase e coagulase
e Enterococcus spp. por teste de catalase, hidrolise da esculina e crescimento em NaCl a
6,5%.

As amostras identificadas foram reativadas em agar TSA, 3 a 4 colonias foram
selecionadas e transferidas para 2 ml de solucdo salina a 0,85% até alcancar a turbidez
padrao correspondente a 0,5 na escala de McFarland. Com auxilio de um swab o
indculo foi semeado na superficie do Agar Muller-Hinton e discos de antimicrobianos
dispostos na superficie, conforme o tipo de microrganismo: Para Gram negativos foi
utilizado o Cefuroxima (CRX 30), Cefalotina (CFL 30), Ampicilina (AMP 10),
Meropem (MER 10), Ciprofloxacina (CIP 05), Trimetoprim (SUT 25), Amicacina
(AMI 30), Gentamicina (GEN 10), Ceftazidima (CAZ 30), Cefepime (CPM 30),
Cefoxitina (CFO 30), Amoxicilina + Clavinulato (AMC 30), este ultimos quatro
proximos, a centro a fim de detectar o perfil ESBL (Extended-spectrum beta-lactamase).
Para Gram positivo foi utilizado Cefoxitina (CFO 30), Amoxicilina + Clavulanato

(AMC 30), Sulfametoxazol/ Trimetoprim (SUT 25), Ciprofloxacina (CIP 05),



Cefalotina (CFL 30), Gentamicina (GEN 10), Ampicilina (AMP 10), Oxacilina (OXA
01), Penicilina G (PEN 10), Tetraciclina (TET 30), Clorofenical (CLO), Rifampicina
(RIF 05), Vancomicina (VAN 05), Clindamicina (CLI 02), Eritromicina (ERI 15), estes
dois tltimos proximo a centro a fim de detectar o perfil MLSB (Macrolide-lincosamide-
streptogramin B), conforme as recomendagdes do CLSI, 2017.

Os dados foram tabulados em planilha do Excell (Microsoft office) e a analise
estatistica realizada pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fischer, utilizando o

intervalo de confianca de 95%, P<0,05, no programa BioEstat 5.3 (Mamiraua, Belém,

PA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 30 fones de ouvido investigados foi encontrado contaminacao bacteriana em
8 fones diferentes, dois apresentaram contaminacdo por Gram positivo, em especial
Staphylococcus aureus. A amostra 21 apresentou contamina¢do por Klebisiella,
Acinetobater spp., € Pantoea agglomerans. As outras 5 amostras apenas apresentaram
contaminagdo por Gram negativos.

No que refere-se aos fones de ouvido os modelos intra-auriculares (83%) eram a
maioria ¢ os demais extra-auriculares. Comparando a presenga de borracha na estrutura
da ponta dos fones, o sexo fisioldgico e curso do portador, ndo houve diferenca
estatistica quanto a estas distribuicdes. Assim como, ao comparar o isolamento de
bactérias Gram positivas e negativas (Tabelal), no entanto bactérias Gram negativas

forma mais recuperadas.



Tabela 1 — Caracteristicas dos achados microbioldgicos, tendo em vista modelo de fone

e caracteristicas do portador

Variavel fntra fxtra P (IC 95%)
N=25 (%) N=15 (%)
Presenca de borracha (sim) 11 (44) 1(20) 0,6171
Sexo Feminino 15 (60) 5(100) 0,2253
Curso
Agronomia 4 (16) - 0,8102
Biotecnologia 2 (8) - 0,7434
Ciéncias Biologicas 5(20) 3 (15) 0,1962
Enfermagem 1(4) - 0,3630
Engenharia ambiental 2(8) - 0,3630
Medicina 1(4) - 0,7434
Medicina Veterinaria 6 (24) - 0,5403
Nutri¢ao - 1 (20) 0,3630
Odontologia - 1 (20) 0,3630
Psicologia 2(8) - 0,7434
P6s Graduacao 2(8) - 0,7434
Gram positivo (8. aureus) 1(4) 1 (20) 0,7434
BGN 7 (28) 1 (20) 1,000
Enterobacteriaceae 5(20) 1 (20) -
Nao fermentador da glicose 2 (8) - 1,000

Fonte: Os autores.
IC: intervalo de confianga; BGN: bacilos Gram negativos

O uso de fones de ouvido pode contribuir para transmi¢do de diverso patdgenos,
mesmo que por uma microbiota normal, causando uma variedade de infecgdes,
inclusive dificeis de serem tratadas, dependendo do perfil de resisténcia antimicrobiana
(VALENTE et al., 2017).

Dentre os isolados encontrados as enterobactérias foram maioria, totalizando
uma frequéncia de 60% (E. coli, Klebsiella spp., Pantoea agglomerans, Shigella spp.),
seguidas de Staphylococcus aureus (20%) e Acinetobacter spp./Pseudomonas

aeruginosa (10%) (Grafico 1).



Grafico 1 — Frequéncia de isolados, de acordo com a espécie bacteriana

encontrada

El' Oc(;)h Staphylococcu
Pseudomonas § aureus
aeruginosa 20%
10%
Pantoea
agglomerans Klebsiella
20% spp.
20%
Acinetobacter
spp. Shigella spp.
10% 10%

Fonte: Os autores.

Sao descritas na literatura enterobactérias, Staphylococcus aureus, Acinetobacter
spp. € Pseudomonas aeruginosa presentes em diversos fomites (ANDERSON et al.,
2019; ELMUFTI, 2014; ISLAM, 2001; RODRIGUES et al, 2012). Dentre os
contaminantes ja encontrados em telefones celulares no trabalho de Mendes e Rezende
(2018) S. aureus esta presente representando 45% dos recuperados.

Pantoea agglomerans, ja foi recuperado em amostra do balcao de uma unidade
de pronto atendimento, apesar de ser um patdégeno de plantas e contaminante do solo
(GLOWACKI, 2016), age como um micro-organismo oportunista, ja encontrado em
sangue, urina e feridas (CARVALHO, 2005). E ja comprovado sua participacdo em
varios surtos de septicemia de nos Estados Unidos (KONEMAN, 2006). E as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus ja foram encontradas em fones de
audidmetros, tais bactérias podem estar relacionadas a patologia da otite média e otite
externa (TALBOTTI, 1969).

O Staphylococcus aureus ¢ em geral uma bactéria multirresistente, que pode ser
encontrado na microbiota transitéria da pele, sendo patogénico nas condi¢des de baixa
de imunidade e quebra de barreiras da pele. Estd relacionado a uma variedade de

infecgdes como: infecgdes cutaneas e subcutaneas, osteomielites, abscessos, e infec¢des
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relacionadas a pos cirargicos (GELATTI et al., 2009). Nas amostras analisadas neste
trabalho foi isolada uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a
Sulfametoxazol/Trimetoprim em um fone de ouvido do modelo extra-auricular, e outro

resistente a Sulfametoxazol/Trimetoprim e Eritromicina, este com perfil de resisténcia

MLSBi (Tabela 2).

Tabela 2 — Perfil de resisténcias das amostras bacterianas isoladas nos fones de

ouvido
Identificacio da amostra  Micro-organismos Antimicrobiano (R)
19 Staphylococcus aureus ERI "
3 S. aureus SUT
11 Klebsiella spp. AMP, CFO, CFL, CRX™
21 Klebsiella spp. -
29 Escherichia coli CFL, CRX "2
21 Acinetobacter spp. -
29 Pantoea agglomerans CFL
21 P. agglomerans -
18 Shigella spp. -
24 Pseudomonas aeruginosas -

Fonte: Os autores.

R: resisténcia; ERI: eritromicina; SUT: Sulfametoxazol/Trimetoprim; AMP: ampicilina; CFO:

cefoxitina; CFL: cefalotina; CRX: cefuroxima; *': isolado produtor de Resistencia do tipo

MLSBI (teste D positivo); " isolado produtor de B-lactamase de espectro extendido (ESBL).

O perfil MLSBi caracteriza-se por um mecanismo de resisténcia aos
macrolideos, lincosamidas, e as estreptograminas do grupo B, podendo ser constitutiva
(MLSBc) ou induzivel (MLSBi) (PEREIRA, 2014). Estes medicamentos atuam
inibindo a sintese proteica, através da ligagao ao receptor 23s do RNA que faz parte da
subunidade 50s do ribossomo bacteriano (AMORIM et al., 2009). E a mutagao no sitio
de ligacdo das drogas, implica em resisténcia aos antimicrobianos e ndo sendo possivel
mais usa-los.

O perfil de resisténcia encontrado neste trabalho foi corraborado por outros
trabalhos j& descritos na literatura onde as cepas de Staphylococcus aureus recuperados
em fones de ouvido apresentavam resisténcia a clindamicina (VALENTE et al., 2017).

Além de resisténcia a f-lactamico (LIAQAT et al, 2015, VALENTE et al., 2017).
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Na pesquisa desenvolvida por Valente et al. (2017) dos 37 fones de ouvidos
analisados, em 9 (24,33%) foram encontrados Staphylococcus aureus, sendo os modelos
intra-auriculares estavam associados a uma maior contamina¢ao (18,92%). Esta taxa foi
associada ao formato anatomico do fone que permite maior inser¢do no conduto
auditivo. Porém estatisticamente isso ndo foi corroborado, pois a analise nao foi
significativa. Dentre estes fones de ouvido foram encontradas cepas resistentes aos
antimicrobianos.

Nos isolados de Gram negativo (Tabela 2), confirmou-se resisténcia de
Klebsiella sp. (amostra 11) e Escherichia coli (amostra 29) a Cefalotina e Cefuroxima.
Que caracteriza o perfil ESBL (extended-spectrum B-lactamase-producing). A amostra
29, Pantoea agglomerans, também se mostrou resistente a Cefalotina (Tabela 2).

As enterobactérias recuperadas neste estudo sdo retratadas na literatura como
patégenos importantes quando fora do trato intestinal, sua microbiota habitual.
Ocasionando diferentes infecgdes, como as de corrente sanguinea, pele e tecidos moles,
além de pneumonias (ROSSI; ANDREAZZI, 2009; MURRAY; PFARLEY, 2010;
BARAN; AKSU, 2016). Destacando Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Escherichia
coli, que sdo isolados bem frequentes e causam infec¢des oportunistas que variam de
pielonefrite, cistite, pneumonia, meningite, peritonite e septicemia (MURRAY;
PFARLEY, 2010).5 CANDAN; AKSOZ, 2017). E deixam de ser amplamente
encontradas e disseminadas apenas no ambiente hospitalar (DIAB et al., 2018.)

A disseminacdo de ESBL em enterobactérias tem prejudicado o uso de
cefalosporinas de 3* geracdo, e consequentemente gerando um aumento do uso de
carbapenémicos. Este aumento induz o surgimento do CRE (Carbapenem Resistant
Enterobacteriaceae) (BARAN; AKSU, 2016). O isolamento de amostras expressando
ESBL demonstra a ocorréncia de um perfil hospitalar também na comunidade.

Quanto a investigacdo do material utilizado na composi¢do dos fones, ao
comparar a presenca (40%) ou auséncia de borracha ndao se observou diferenca
estatistica entre os isolados (Tabela 3), embora nos dispositivos com borracha as

frequéncias absolutas foram maiores.

Tabela 3 — Micro-organismos encontrados tendo em vista presenga de borracha

no fone
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Micro-organismos Com Borracha Sem Borracha P (IC 95%)
N=12 (%) N =18 (%)
S. aureus 1(8,3) 1(5,6) 0,6540
BGN 6 (50,0) 3(16,7) 0,0844
Enterobactérias 4(33,3) 2 (11,1) 0,2475
N/F 2 (16,7) 1(5,6) 0,7094

Fonte: Os autores.
BGN: bacilos Gram negativos; N/F: Nao fermentadores.

A presenca de microrganismos resistentes encontrada nos fones de ouvidos de
voluntarios de diversos cursos, tais como medicina, ciéncias biologicas, agronomia, e
medicina veterinaria apontam que ndo hé relagdo do curso ao qual o voluntario estd
vinculado e o isolamento de bactérias resistentes aos antimicrobianos.

E fato que as interrupgdes precoces no uso de antibidticos, a auséncia de
higienizacdo das maos, do mesmo modo a ma higienizacdo dos objetos ¢ capaz de
captar e disseminar bactérias de outros fomites para os de uso pessoal do voluntario.
Para uma descontaminagdo eficiente de fones de ouvido pode se utilizado alcool 70%
friccionando por 30 segundos (MANCINI et al., 2008). A higiene das maos deve
acontecer sempre que necessario com uso de agua e sabao ou mesmo com fric¢do de gel
alcoolico (BORGES et al., 2008). Estas sdo medidas simples e que podem ser realizados
por todos no dia a dia.

Por isso, segundo Valente et al. (2017), a conscientizagdo da comunidade da
possibilidade de transmissdo de infec¢des por meio dos fones de ouvido € necessaria.
Visto que o avanco da tecnologia contribui para o bom acondicionamento dos fones de
ouvido, modelos novos, com conexao bluethooth sdo acompanhados por um suporte que
serve para manter a bateria do aparelho eletronico (ANSELMO, 2019), que pode
terminar por proteger os fones da contaminagdo relacionada ao armazenamento
inapropriado. A auséncia de cabos conectores aos aparelhos celulares pode diminuir as
chances de contaminacdo cruzada por evitar a manipulacdo constante e por ndo possuir

nenhuma parte do objeto livre no ambiente.
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4. CONCLUSOES

A presenga de bactérias nao foi relacionada a algum material utilizado na
composicdo dos fones de ouvidos, ou seja, a presenga dos micro-organismos
patogénicos ndo se restringiu a borrachas, silicones ou projecdes anatomicas, sendo
encontrados também em fones sem compartimentos que pudessem favorecer a
permanéncia destes micro-organismos, mas que os fones de ouvido estavam
contaminados por bactérias patogénicas, inclusive de origem intestinal e resistente aos
antimicrobianos. Estes resultados apontam para a importancia da higieniza¢ao de maos,
bem como dos objetos pessoais, a fim de evitar a disseminagdo de microrganismos

patogénicos e suas doengas relacionadas.
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