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Resumo

Introdugao: Staphylococcus aureus é uma bactéria comum na flora humana, mas
com potencial para causar infecdes graves em contextos hospitalares e comunitarios. A
sua transmissao pode ocorrer entre pessoas ou através de superficies contaminadas,
onde consegue sobreviver por longos periodos. A variante resistente a meticilina
(MRSA) representa um sério problema de saude publica, sobretudo em Portugal, onde
as taxas sado superiores a média europeia. Este estudo tem como principal objetivo
avaliar a prevaléncia de MRSA na Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias.

Metodologia: Foram amostradas superficies de alto contato da ESALD com
recurso a compressas estéreis humedcidas em soro fisiolégico que foram depois
inoculadas em meio semi-seletivo para MRSA e incubadas durante 24h a 37 °C. Extraiu-
se DNA a partir de amostras positivas através do método boiling out. Foram realizados
PCRs para identificacdo de S. aureus (nuc + femA) e de MRSA (mecA e mecC).
Confirmacdes adicionais por métodos fenotipicos, quando necessarias, incluiram
fermentacao de manitol, crescimento em meios comogénicos e o teste da coagulase.

Resultados: Vinte por cento (4/20) das amostras analisadas sao S. aureus dos
quais 50% sao MRSA (2/4) o total de MRSA representa 10% (2/20) das amostras totais.
Todos os MRSA apresentaram o gene de resisténcia mecA.

Conclusao: Os resultados mostram que a ESALD pode atuar como um
reservatorio de MRSA e evidenciam a necessidade de adotar medidas rigorosas de
higienizacao, vigilancia e formagao continua em prevencao de infecbes, de forma a
reduzir o risco de disseminacdo de MRSA em instituicdes de ensino superior na area da
saude.

Palavras Chaves: MRSA, superficies de alto contacto, PCR, Escola Superior de
Saude Dr. Lopes Dias
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Abstract

Introduction: Staphylococcus aureus is a common bacterium in the human flora but
has the potential to cause severe infections in both hospital and community settings. It
can be transmitted between individuals or via contact with contaminated surfaces, where
it is capable of surviving for extended periods. The methicillin-resistant variant (MRSA)
represents a serious public health concern, especially in Portugal, where rates are higher
than the European average. This study aims to assess the prevalence of MRSA at the
Dr. Lopes Dias School of Health (ESALD).

Methodology: High-contact surfaces at ESALD were sampled using sterile gauzes
moistened with saline solution. These were then inoculated on semi-selective media for
MRSA and incubated for 24 hours at 37 °C. DNA was extracted from positive samples
using the boiling out method. PCRs were performed to identify S. aureus (nuc + femA)
and MRSA (mecA and mecC). When necessary, additional phenotypic confirmation
methods included mannitol fermentation, growth on chromogenic media, and the
coagulase test.

Results: Twenty percent (4/20) of the samples tested positive for S. aureus, of which
50% (2/4) were identified as MRSA. Overall, MRSA was detected in 10% (2/20) of the
total samples. All MRSA strains carried the mecA resistance gene.

Conclusion: The results indicate that ESALD may act as a reservoir for MRSA,
highlighting the need for strict hygiene protocols, surveillance, and ongoing infection
prevention training to reduce the risk of MRSA transmission in higher education
institutions within the health sector.

Keywords: MRSA, high-contact surfaces, PCR, Escola Superior de Saude Dr. Lopes
Dias
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Prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) em superficies de alto contacto na Escola Superior de
Saude Dr. Lopes Dias

Introducao

O Staphylococcus aureus (S.aureus) € uma bactéria da flora humana com
potencial patogénico. Pode ser encontrada nas cavidades nasais, pele, cavidade
oral, trato respiratorio superior, trato urinario inferior e trato gastrointestinal (1).
Coloniza permanentemente entre 25% a 35% da populacéao (2) e cerca de 60%
€ colonizada de forma transitoria (1). Este microrganismo pode causar uma
ampla gama de doencas, tanto hospitalares quanto comunitarias (1).

A transmissdo do S. aureus pode ocorrer de pessoa para pessoa, de
reservatorios para pessoas e do ambiente para pessoas. Individuos
contaminados, sintomaticos ou nao, e colonizados, podem disseminar a bactéria
para superficies ao seu redor, onde esta pode sobreviver por longos periodos,
contaminando pele, roupa, entre outros (3).

O S. aureus esta associado a infegcbes gravissimas como sépsis (1),
pneumonia necrosante (3), infecdes de tecidos moles e endocardite (4). Possui
diversos fatores de viruléncia que favorecem a resisténcia em ambientes
extremos e a variedade de doencgas causadas, como formacao de biofilmes,
producdo de enterotoxinas, hemodlises, exotoxinas, proteina A, toxina da
sindrome do choque téxico 1 e leucocidina de Panton-Valentine (5).

O uso excessivo de antibiéticos levou, em 1961, ao surgimento do S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), apenas dois anos apés a introducao da meticilina
como substituta da penicilina (3). A resisténcia decorre da aquisicao do gene
mecA (por transferéncia horizontal do elemento genético mével SSCmec), que
codifica a proteina PBP2a, uma enzima que realiza a ligagcao cruzada dos
peptidoglicanos da parede celular bacteriana. A PBP2a possui baixa afinidade
para B-lactamicos, permitindo a sobrevivéncia da bactéria mesmo na presenca
destes antibiéticos, conferindo resisténcia a toda a classe (6).

As infegdes por MRSA classificam-se em MRSA associado a comunidade
(CA-MRSA) e MRSA associado ao hospital (HA-MRSA). O CA-MRSA refere-se
a infecdo sem histéria de hospitalizagdo ou exposicdo a cuidados de saude,
enquanto o HA-MRSA ¢é adquirido apds internamento ou contato hospitalar (5).

O MRSA € um grave problema de saude publica. Na Europa, a frequéncia de
MRSA de origem invasiva & cerca de 15,2%. Em Portugal, em 2015, a taxa de
MRSA era 46,9%, uma das mais elevadas da Europa, tendo tido um declinio
para 25% em 2022. Apesar da queda, Portugal mantinha uma das taxas mais
elevadas da Unido Europeia, passando da terceira posicdo em 2015 para a
sétima em 2022, ainda acima da média europeia (7). Embora o numero de
infecdes seja elevado, a prevaléncia de MRSA na comunidade em Portugal &
baixa (8)(9)(10).
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Os estabelecimentos de ensino superior com cursos de saude constituem um
ambiente de elevada promiscuidade entre o ambiente hospitalar e a comunidade
(11). O contato de alunos e professores com unidades de saude pode aumentar
o risco de colonizagdo por MRSA. Assim, este trabalho visa analisar a
prevaléncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina na Escola Superior
de Saude Dr. Lopes Dias. Pretende-se avaliar o potencial da escola como
reservatério de MRSA, com possivel disseminacdo entre a comunidade e
hospitais.

Metodologia
Colheita das amostras e enriquecimento seletivo

Foram colhidas 20 amostras na Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias.
As amostras foram agrupadas de acordo com o local de colheita: bar (mesas,
costas das cadeiras e balcao), corrimao das escadas, porta de acesso a
varanda (macanetas), salas de aula (mesas e costas das cadeiras), casas de
banho dos alunos, bar e docentes (maganetas dos cubiculos, torneiras e
descargas dos urindis), multibanco (botbées), elevador (botées), maquina de
venda automatica (botbes) e auditério (mesas). Nas salas de aulas, devido ao
elevado numero de mesas e cadeiras, foram selecionadas 4 mesas e 4
cadeiras aleatoriamente em cada sala.

A colheita foi realizada com compressas estéreis humedecidas em soro
fisiolégico, amostrando toda a area referida. As compressas foram imersas em
erlenmeyers contendo 40 mL de caldo semi-seletivo para MRSA: triptona de soja
suplementada com 2,5% NacCl, 3,5 mg/L de cefoxitina (ThermoScientific) e 20
mg/L de aztreonam (TCI)(12) As amostras foram incubadas em aerobiose
durante 24 horas a 37 °C.

Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA das amostras 2 mL de cultura foram centrifugados a
13.600 rpm durante 3 minutos; o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 200 uL de tampao fosfato salino (PBS).

Foram adicionados 0,1 ug/ul de lisozima, e os tubos foram incubados no
Thermomixer Compact (Eppendorf) a 37 °C durante 20 min. Para inativagao da
enzima os tubos foram incubados a 95 °C, durante 20 minutos com agitacao,
seguidos de uma incubagao a -20 °C durante 20 min. Apos centrifugagao a
13.600 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi transferido para um tubo de
1.5mL identificado, o pellet descartado, e o DNA foi armazenado a -20 °C.
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A extracao dos controlos foi realizada a partir de placas de cultura. Realizou-
se uma suspensao bacteriana com %2 das colonias da placa em 1 mL de PBS. O
restante protocolo foi igual ao descrito acima.

A qualidade e concentracdo do DNA foram avaliadas por espectrofotometria
através da razdo A260/A280 e A260/230, utilizando o NanoDrop.

PCR para identificagcao de S. aureus e MRSA

Antes de iniciar o protocolo do PCR foi adicionado a cada amostra um DNA
de concentracdo e qualidade conhecidas, usado como controlo interno de
inibidores da PCR (100ng de DNA de uma estirpe de Streptococcus
pneumoniae). Esta estirpe foi escolhida por apresentar bons resultados para o
par de primers escolhidos para amplificagcdo do gene 16SrRNA. Realizou-se a
PCR visando a detegdo dos genes femA (gene da aminoacetiltransferase
FemA), nuc (gene da termonuclease), 16SrRNA (gene da subunidade 16S do
ribossoma, controlo interno), mecA (gene da PBP2a) e mecC (homdlogo do
mecA, associado a resisténcia a meticilina). A sequéncia dos primers utilizados
foi previamente descrita por outros autores ((13), (14), (15)) e esta representada
na Tabela 1.

Foram realizadas trés reacdes de PCR multiplex: a primeira para detegao de
S. aureus (femA, nuc e 16SrRNA), e as seguintes para detecao de MRSA, por
amplificagdo dos genes mecA e 16SrRNA e dos genes mecC e 16SrRNA,
respetivamente. A detecdo de mecA e mecC foi realizada para amostras que
amplificaram para pelo menos um dos genes identificativos de S. aureus (femA
e nuc).

A mistura reacional continha: 0,4 uM de cada primer, exetuando femA e nuc
que foi 0,8 pM, 1 U/ul de Taq polimerase (Promega), 0,12 uM de dNTPs
(NZYTech), tampao 1x (Promega), 2,5 yM de MgCl, (Promega), 1 yL de DNA e
agua milli-Q até completar o volume final de 10 L.

A amplificacéo foi realizada com as seguintes condigdes no termociclador:
95 °C durante 5 minutos (desnaturagéo inicial), seguido de 30 ciclos de 95 °C por
30 segundos, 50 °C (para nuc, femA, 16SrRNA, mecA e mecC) por 40 segundos,
e 72 °C por 3 minutos.

Foram utilizadas a estirpes listadas na Tabela 1 como controlos do PCR.
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Tabela 1 — Estirpes e primers utilizados no estudo

Estirpe Objetivo Referéncia

ATCC14990 Controlo negativo, coagulase

, - ) ATCC
Staphylococcus epidermidis | negativo
ATCC25933 Controlo positivo para nuc e

ATCC

Staphylococcus aureus femA
COL — MRSA

(estirpe laboratorial) Controlo positivo para mecA

LGA251 — MRSA Controlo positivo para mecC

iisolado cll’nicoi

Nome Objetivo Referéncia
femA fw Amplific_:agéo do gene da
- aminoacetiltransferase FemA
com produto de amplificagao
de132pb
Temperatura de annealing:
50°C (11)
Amplificacdo do gene da
termonuclease com produto de
amplificacdo de 279pb
nuc_rv Temperatura de annealing:
50°C
Amplificacdo do gene da
16STRNA_fw subunidade 16S do ribossoma
com produto de amplificagao de
522pb
Temperatura de annealing:
50°C
Amplificagdo do gene da
mecA_fw PBP2a com produto de
amplificagao de 105pb
mecA_rv Temperatura de annealing:
50°C
Amplificacdo do gene
mecC_tw homologo do mecA, associado (12)
a resisténcia a meticilina com
produto de amplificacdo de
mecC_rv 87pb
Temperatura de annealing:
50°C

femA rv

nuc_fw

(13)
16SrRNA rv

Eletroforese

Para todas as reagdes de PCR, os produtos amplificados foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 2%. Prepararam-se 100 mL de agarose 2%
em tampé&o TAE, aos quais foram adicionados 3 pL de GreenSafe (NZYTech).
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Ap0ds a polimerizagao do gel, este foi colocado na tina de eletroforese e coberto
com TAE.

Foram adicionados os produtos de PCR com 1 uL de loading dye a cada pogo
e um marcador de peso molecular (1 Kb plus, ThermoFisher Scientific). A corrida
foi realizada durante 1 hora e 30 minutos a 90 V.

A visualizagao foi feita por luz UV e o gel foi fotografado apds o término da
corrida.

Amostras com amplificagdo positiva para os genes nuc, femA, 16srRNA
foram consideradas positivas para S. aureus. As que adicionalmente revelaram
positividade para mecA ou mecC foram consideradas positivas para MRSA.

Cultura

Realizou-se cultura para a confirmagdo de 4 amostras. O isolamento das
bactérias foi realizado a partir do meio liquido, utilizando-se 10yl do meio para
realizar as estrias em cada placa. Para cada amostra inoculou-se uma placa de
agar cromogeénico de S. aureus e uma de MRSA (Frilabo). Ap6s incubar durante
24 horas a 37 °C em aerobiose as coldnias caracteristicas de MRSA no agar
cromogénico de MRSA foram isoladas para 0 mesmo meio para posterior
extracao do DNA.

Teste Coagulase

O teste da coagulase foi executado nas 4 amostras mencionadas
anteriormente. Para a realizacdo do teste da coagulase utilizou-se o teste de
aglutinagcdo de latex do kit comercial SATPHYTEC PLUS (ThermoFisher
Diagnostics) para a identificagcdo de S. aureus. O teste foi realizado de acordo
com as instru¢des do fabricante.

Resultados

Das 20 amostras colhidas em superficies de alto contacto da ESALD, todas
apresentaram crescimento bacteriano, pelo que se procedeu a extracao do DNA
das 20 amostras. A Tabela 2 apresenta os dados relativos a qualidade e
quantidade do DNA das amostras, incluindo o DNA das coldnias isoladas (ver
em baixo) e estripes controlo. A qualidade do DNA foi avaliada com base na
razao de absorvancia 260/280 e 260/230 que permite avaliar a contaminagao por
proteinas, sendo o valor ideal situado entre 1,8 — 2,0. Embora a maioria das
amostras apresentasse parametros de qualidade fora dos limites estabelecidos
como ideais, as quantidades de DNA obtidas foram elevadas, permitindo a sua
utilizacéo no PCR.
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Tabela 2 — Qualidade e quantidade do DNA extraido das amostras e controlos

Amostra 260/280 | 260/230 | Quantidade
(ng/pi)
Auditorio
Mesas| 148 | 0,52 | 1388
Bar
Cadeiras 1,32 0,46 138,3
Mesas 1,87 1,03 296.,4
Casas de Banho
Bar — macanetas 1,05 0,26 44 02
Bar — torneiras 1,95 1,15 406,6
Bar — urindis 0,77 0,19 18,8
Alunos —macanetas | 1,47 0,59 2229
Alunos — torneiras 0,97 0,25 61,4
Alunos — urindis 0,92 0,23 55,5
Professores — macanetas 1,70 0,71 176,5
Professores — torneiras 0,97 0,25 68,4
Professores — urindis 0,83 0,20 23,8
Salas de aula
Cadeira 1,04 0,28 64,5
Mesas 1.61 0,65 190,1
Outras superficies
Corrimao 1,6 0,66 207.,5
Botbes do elevador 1,56 0,62 113,8
Botdes maquina de vending | 1,75 0,93 3337,9
Botdes do microondas 1,79 0,90 387,2
Botdes do multibanco 1,63 0,62 177,2
Maganetas das porgas_ de 1,25 0.35 716
acesso a varanda (bar e 1° piso)
Coldnias isoladas
Corrimao -isolado
Salas cadeiras - isolado 2,25 1,60 1416,4
Salas mesas - isolado 2,25 1,70 1461,2
Controlos
ATCC14990 | 2,07 1,29 817,8
ATCC25933 | 2,33 2,02 1931,9
MRSA COL | 2,38 1,78 738,7
MRSA LGA251 2,30 1,92 1479,9

No PCR realizado para a identificacao de S. aureus (Figura 1) foram usados
como alvo os genes nuc e femA e o gene 16SrRNA como controlo interno. Todas
as amostras amplificaram a 16SrRNA mostrando a auséncia de inibidores da
reacao de PCR nos DNAs das amostras em estudo.
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Figura 1 — Resultado do PCR para identificagdo de S. aureus por amplificagdo dos genes nuc e
femA. 1 S. aureus ATCC25933; 2 S. epidermidis ATCC14990; 3 MRSA COL; 4 MRSA LGA251;
5 Botdes elevadores; 6 maquina de vendas; 7 Multibanco; 8 Corrimao; 9 portas varandas; 10 Bar
mesas; 11 Bar cadeiras; 12 Microondas; 13 Casa de banho bar torneiras; 14 Casa de banho bar
macanetas; 15 Casa de banho bar urinéis (autoclismo); 16 Casa de banho alunos torneiras; 17
Casa de banho alunos macanetas; 18 Casa de banho alunos urinéis (autoclismos); 19 casa de
banho professores (macanetas); 20 casa de banho professores torneiras 21 casa de banho
professores urindis (autoclismo); 22 salas mesas; 23 salas cadeiras; 24 auditério mesas; 25
controlo negativo. Controlo interno: 16SrRNA.

Os controlos da reacdo amplificaram os trés genes alvo, seis amostras
amplificaram pelo menos um gene alvo: quatro amostras (identificadas com seta
verde) amplificaram todos os genes alvo (resultado esperado para S. aureus) e
duas amostras (identificadas com seta amarela) amplificaram os genes
16SrRNA e nuc, mas nao o gene femA. Contrariamente ao esperado, o controlo
de coagulase negativos (S. epidermidis), amplificou os dois genes-alvo
identificativos de S. aureus.

As seis amostras positivas para pelo menos um dos genes de S. aureus foram
posteriormente submetidas a PCR para pesquisa de mecA e mecC (Figura 2 e
3, respetivamente). Com a excecao da estirpe ATCC25933 (S. aureus) todas as
amostras amplificaram o controlo interno em ambos os PCRs. Quatro das seis
amostras foram positivas para mecA (bar cadeiras, bar mesas, corrimao e sala
cadeiras) e nenhuma positiva para mecC.
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Figura 2 — Resultado doPCR para identificagdo de MRSA por amplificagdo do gene mecA 1 S.
aureus ATCC25933; 2 S. epidermidis ATCC14990; 3 MRSA col; 4 MRSA LGA, 5 Botdes
elevadores; 7 Multibanco; 8 Corriméo; 10 Bar mesas; 11 Bar cadeiras; 22 salas mesas; 25
branco. Controlo interno: 16SrRNA

Figura 3 —Resultado do PCR para identificagdo de MRSA por amplificacdo do gene mecC 1
S. aureus ATCC25933; 2 S. epidermidis ATCC14990; 3 MRSA col; 4 MRSA LGA; 5 Botbes
elevadores; 7 Multibanco; 8 Corrimao; 10 Bar mesas; 11 Bar cadeiras; 22 salas mesas; 25
branco. Controlo interno: 16SrRNA

Relativamente aos controlos, todos apresentaram o resultado esperado para
os genes de resisténcia a meticilina: as amostras de S. epidermidis (coagulase
negativo) e MRSA COL (controlo positivo para mecA) amplificaram mecA e a
estirpe MRSA LGA251 (controlo positivo para mecC) amplificou mecC.

Uma vez que o DNA de S. epidermidis apresentou positividade para ambos
os genes identificativos de S. aureus, procederam-se a confirmacgdes adicionais
nas quatro amostras positivas para mecA.

Todas as amostras inoculadas em em manitol salt agar apresentaram
crescimento, mas apenas as colbnias provenientes das amostras Salas-mesas
e Salas-cadeiras induziram a alteracdo da coloracdo do meio de rosa para
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amarelo (Figura 4A), sugerindo que as amostras Bar-mesas e Corrimao poderao
nao corresponder a S. aureus.

Figura 4 — Placas de cultura para isolamento de MRSA putativos a partir das amostras mecA
positivas. (A) sala-mesas, sala-cadeiras, corrimdo e bar-mesas em manitol salt agar, (B) bar
mesas em agar cromogénico para S.aureus; C bar cadeiras em agar cromogénico para MRSA,;
(D) corrimao em agar cromogénico para MRSA; (E) corrim&o em agar cromogénico para S.
aureus; (F) salas-cadeiras em agar cromogénico para MRSA; (G) salas- cadeiras em agar
cromogénico para S. aureus; (H) salas-mesas em agar cromogénico para MRSA,; (I) salas-mesas
em agar cromogénico para S. aureus. A presenca de S.aureus e MRSA ¢ indicada pelo
crescimento de colonias rosa nos meios cromogénicos para detecdo de S. aureus e MRSA,
respetivamente.

Relativamente ao crescimento nos meios cromogénicos para identificagéo de
S. aureus e MRSA, nao foram observadas col6nias caracteristicas de S. aureus
ou MRSA nas placas referentes a amostra Bar-mesas (Figura 4B e C)). A
amostra proveniente do corrimao apresentava coldnias caracteristicas de S.
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aureus, no entanto nao houve crescimento na placa de MRSA (Figura 4D e E).
As amostras Salas-mesas e Salas-cadeiras apresentavam colénias
caracteristicas de S. aureus (rosa) na placa de S. aureus e de MRSA nas placas
de MRSA (Figura 4 F-I).

Nos PCRs realizados para as amostras isoladas (Figura 5) os controlos
amplificaram todos os genes alvos para identificacao de S. aureus. MRSA COL
e MRSA LGA251 amplificaram o gene mecA e mecC, respetivamente, no PCR
para identificacdo de MRSA. Dentre as amostras, as mostras Salas mesas e
Salas cadeiras nao amplificaram o controlo interno, a amostra sala mesas foi
positivo para femA e negativo para o gene nuc. A amostra bar cadeiras foi
positivo para nuc e femA. Aamostra Corrimao amplificou os trés genes alvo. Para
identificacdo de MRSA, as amostras Salas mesas e Bar cadeiras amplificaram o
gene de resisténcia mecA e nenhuma amostra amplificou mecC.

4000 pb
3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb
r— 700 pb

mecA 105pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

700 pb

500 pb

400 pb

300 pb

mecC 87pb 200 pb

[ ] 757

Figura 5 — Resultado do PCR para identificagdo de S. aureus por amplificagéo de nuce femA e
MRSA por amplificagdo do gene mecA e mecC. 1 S. aureus ATCC25933; 2 S. epidermidis
ATCC14990: 3 MRSA col;: 4 MRSA LGA; 22 salas mesas; 11 Bar cadeiras; 8 Corriméo; 25 branco.
Controlo interno: 16SrRNA.
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Discussao

Os estabelecimentos de ensino superior que lecionam cursos na area da
saude representam um ambiente de elevada interligagdo entre o meio hospitalar
e a comunidade. O contacto regular de alunos e docentes com unidades de
saude pode favorecer o risco de colonizagdo por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). Neste contexto, o presente estudo teve como
objetivo analisar a prevaléncia de MRSA na Escola Superior de Saude Dr. Lopes
Dias, procurando avaliar o seu potencial enquanto reservatério deste agente,
com possiveis implicagbes na sua disseminacdo entre a comunidade e os
servigos de saude.

A prevaléncia de S. aureus identificada neste estudo (20%, 4/20 amostras) é
consistente com investigagdes internacionais em ambientes universitarios. Os
nossos resultados sao comparaveis aos 22,2% reportados num estudo
americano conduzido em superficies de alto contacto universitarias (4). Contudo,
a proporcao de MRSA entre os isolados de S. aureus (10%, 2/20) foi superior
aos 5,9% relatados no estudo americano. Esta diferenga pode refletir as
diferencas metodoldgicas entre estudos, caracteristicas especificas da
populacdo estudantil ou as superficies analisadas.

A comparagao com o estudo realizado na Jordania revelou prevaléncias
inferiores as nossas: 14,6% para S. aureus e 2,78% para MRSA (5). As
diferengas metodoldgicas séo relevantes para esta comparagao, uma vez que o
estudo jordano utilizou identificacdo fenotipica inicial seguida de confirmagéo
molecular, enquanto o presente trabalho empregou detecado molecular direta.
Importa real¢ar que no estudo jordano, as maiores concentragdes de MRSA
foram detetadas em macanetas e lavatérios de casas de banho, superficies
tradicionalmente associadas a maior carga microbiana, o que nao se verificou no
presente estudo.

Quatro amostras (elevador botdes, multibanco, bar cadeiras e salas mesas)
foram identificadas como S. aureus através de PCR, com confirmagéao posterior
de MRSA nas amostras bar cadeiras e salas mesas pela presenca do gene
mecA. A auséncia do gene mecC esta em concordancia com a literatura, dado
que a prevaléncia de resisténcia a meticilina conferida por este gene € baixa (16).

As amostras elevador botdes e salas mesas ndo amplificaram o gene femaA,
apesar de este estar presente em 72,5% a 100% dos isolados de S. aureus (13).
Esta situacao pode ser explicada por mutagées nos locais de ligagao dos
primers, impedindo a amplificacdo do gene. No entanto, estas amostras
amplificaram o gene nuc, altamente especifico para S. aureus (13), e
apresentaram teste da coagulase positivo, sustentando a identificagdo como S.
aureus.
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A andlise molecular revelou resultados aparentemente contraditérios nas
amostras (corrimdo e bar mesas). Ambas as amostras apresentaram genes de
identificacdo de S. aureus (nuc e femA) e de resisténcia a meticilina (mecA), mas
nao metabolizaram manitol no meio manitol salt agar, caracteristico do género.
A amostra bar mesas n&o apresentou crescimento nos meios cromogénicos
especificos de S. aureus ou MRSA. Esta discrepancia nos resultados pode ser
devida a uma limitagdo metodoldgica na abordagem molecular utilizada e que &
importante realgar. os primers utilizados neste estudo foram inicialmente
desenhados para reagbes de PCR em tempo real com recurso a sondas
oligonucleotidicas fluorescentes (17). A utilizacdo destas sondas confere uma
especificidade acrescida ao método de detecdo que, num sistema de PCR
convencional, € perdida. Esta limitagdo explica também o resultado obtido para
a estirpe S. epidermidis ATCC14990 no PCR para identificacdo de S. aureus
(nuc e femA positivo).

Ainda assim, as confirmacdes adicionais efetuadas por meio de testes
fenotipicos permitem-nos confiar nos resultados reportados neste trabalho.

Todas as superficies analisadas apresentaram crescimento bacteriano no
meio semi-seletivo, confirmando que funcionam como reservatorios microbianos.
A identificacdo de MRSA em cadeiras do bar é particularmente relevante,
considerando que estas superficies de plastico podem manter a viabilidade de
microrganismos até 175 dias (18). Esta persisténcia prolongada aumenta
significativamente o risco de transmiss&o.

As mesas do bar representam superficies de alto risco devido a sua utilizagao
intensiva por toda a comunidade académica (professores, estudantes e
funcionarios), sendo utilizadas durante refeicbes e deixando frequentemente
restos alimentares que favorecem a proliferacdo bacteriana. No entanto esta
superficie ndo apresentou MRSA, possivelmente devido a elevada frequéncia da
sua higienizagao (trés vezes diariamente). Sugere-se estender esse protocolo
de limpeza para as outras superficies de alto contato para evitar a proliferacado e
disseminacgao desta bactéria.

Os achados deste estudo evidenciam que a ESALD pode atuar como
reservatorio de MRSA, criando um ciclo de contaminagdo com implicagbes na
saude publica. Esta situagao € particularmente preocupante considerando que
funcionarios, estudantes (futuros profissionais de saude) e professores podem
adquirir MRSA através do contacto com superficies contaminadas na instituicéo.

O risco de disseminacao é amplificado pelo facto de esta populacdo
frequentar regularmente ambientes clinicos (hospitais, clinicas, centros de
saude), podendo transportar este microrganismo multirresistente para contextos
de cuidados de saude e comunidade. Simultaneamente, esta contaminacao
pode ser perpetuada pela introducdo continua de novas estirpes de MRSA
oriundas dos ambientes clinicos frequentados por esta populacédo especifica,

12



Prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) em superficies de alto contacto na Escola Superior de
Saude Dr. Lopes Dias

estabelecendo um ciclo de contaminagao bidirecional entre a instituicdo
académica e os servigos de saude.

Conclusao

O presente estudo teve como objetivo principal a detecdo de MRSA em
superficies de elevado contato na ESALD. Verificou-se que 10% das superficies
demonstraram contaminacao por MRSA, nomeadamente em mesas de salas de
aula e cadeiras do bar.

A prevaléncia de MRSA observada podera estar intrinsecamente relacionada
com o perfil singular da populagdo da ESALD, onde estudantes e docentes da
area da saude estabelecem uma circulagdo entre ambientes hospitalares e
académicos. Isto podera facilitar a introducdo de estirpes resistentes
provenientes do meio hospitalar para o contexto académico.

Os resultados obtidos evidenciam a importancia da implementagdo de
medidas de controlo de infecdo em instituicdes de ensino superior da area da
salde. E necessario estabelecer protocolos de limpeza e desinfecdo
direcionados as superficies de elevado contacto e programas de sensibilizagéo
sobre higiene das méos. A presenca de MRSA nestas superficies representa um
risco ndo apenas para a comunidade académica, mas também para a
comunidade em geral.

Este trabalho ressalta a importancia da vigilancia em instituicdes de ensino
da area da saude, fornecendo dados epidemioldgicos essenciais para o
desenvolvimento de estratégias preventivas direcionadas ao controlo da
disseminagcao de MRSA entre o ambiente académico, hospitalar e comunitario.
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