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

 
 
 

 
Para a extração 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 µL de tampão fosfato salino (PBS).  

 
Foram adicionados 0,1 µg/µl de lisozima, e os tubos foram incubados no 

 durante 20 min. Para inativação da 
enzima os tubos foram incubados com agitação, 
seguidos de uma incubação a - durante 20 min. Após centrifugação 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 -  
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A extração dos controlos foi realizada a partir de placas de cultura. Realizou-
se uma suspensão bacteriana com ¼ das colónias da placa em 1 mL de PBS. O 
restante protocolo foi igual ao descrito acima. 

 
A qualidade e concentração do DNA foram avaliadas por espectrofotometria 

através da razão A260/A280 e A260/230, utilizando o NanoDrop.  

 
 

 
Antes de iniciar o protocolo do PCR foi adicionado a cada amostra um DNA 

de concentração 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 amplificação do gene 16SrRNA. Realizou-se a 
PCR visando a deteção 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 (homólogo do 
mecA, associado à resistência à meticilina). A sequência dos primers utilizados 
foi previamente descrita por outros autores ((13), (14), (15)) e está representada 
na Tabela 1. 

 
Foram realizadas três reações de PCR multiplex: a primeira para deteção de 

S. aureus (femA, nuc e 16SrRNA), e as seguintes para deteção de MRSA, por 
amplificação dos genes mecA e 16SrRNA e dos genes mecC e 16SrRNA, 
respetivamente. A deteção 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 µM de cada primer, exetuando femA e nuc 

que foi 0,8 µM, 1 U/µl de Taq polimerase (Promega), 0,12 µM de dNTPs 
(NZYTech), tampão 1x (Promega), 2,5 µM de MgCl  (Promega), 1 µL de DNA e 
água milli-Q até completar o volume final de 10 µL. 

A amplificação foi realizada com as seguintes condições no termociclador: 

nuc, femA, 16SrRNA, mecA e mecC) por 40 segundos, 
 

 
Foram utilizadas a estirpes listadas na Tabela 1 como controlos do PCR.  
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Estirpe bacterianas   
Estirpe Objetivo Referência 

ATCC14990 
Staphylococcus epidermidis 

Controlo negativo, coagulase 
negativo 

ATCC 

ATCC25933 
Staphylococcus aureus 

Controlo positivo para nuc e 
femA 

ATCC 

COL  MRSA  
(estirpe laboratorial) 

Controlo positivo para mecA  

LGA251  MRSA  
(isolado clínico) 

Controlo positivo para mecC  

Oligonucleótidos   
Nome Objetivo Referência 

femA_fw Amplificação do gene da 
aminoacetiltransferase FemA 
com produto de amplificação 
de132pb 

Temperatura de annealing: 
50°C (11) 

femA_rv 

nuc_fw Amplificação do gene da 
termonuclease com produto de 
amplificação de 279pb 

Temperatura de annealing: 
50°C 

nuc_rv 

16SrRNA_fw Amplificação do gene da 
subunidade 16S do ribossoma 
com produto de amplificação de 
522pb 

Temperatura de annealing: 
50°C 

(13) 
16SrRNA_rv 

mecA_fw Amplificação do gene da 
PBP2a com produto de 
amplificação de 105pb 

Temperatura de annealing: 
50°C 

(12) 

mecA_rv 

mecC_fw Amplificação do gene 
homólogo do mecA, associado 
à resistência à meticilina com 
produto de amplificação de 
87pb 

Temperatura de annealing: 
50°C 

mecC_rv 

 

 
 

Para todas as reações de PCR, os produtos amplificados foram separados 
por eletroforese em gel de agarose a 2%. Prepararam-se 100 mL de agarose 2% 
em tampão TAE, aos quais foram adicionados 3 µL de GreenSafe (NZYTech). 
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Após a polimerização do gel, este foi colocado na tina de eletroforese e coberto 
com TAE. 

Foram adicionados os produtos de PCR com 1 µL de loading dye a cada poço 
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 visualização foi feita por luz UV e o gel foi fotografado após o término da 

corrida. 
 
Amostras com amplificação 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. 

 
 

 
Realizou-se cultura para a confirmação de 4 amostras. O isolamento das 

bactérias foi realizado a partir do meio líquido, utilizando-se 10µl do meio para 
realizar as estrias em cada placa. Para cada amostra inoculou-se uma placa de 
agar cromogénico de S. aureus e uma de MRSA (Frilabo). Após incubar durante 

em aerobiose as colónias características de MRSA no agar 
cromogénico de MRSA foram isoladas para o mesmo meio para posterior 
extração do DNA. 

 

 
O teste da coagulase foi executado nas 4 amostras mencionadas 

anteriormente. Para a realização do teste da coagulase utilizou-se o teste de 
aglutinação de latex do kit comercial SATPHYTEC PLUS (ThermoFisher 
Diagnostics) para a identificação de S. aureus. O teste foi realizado de acordo 
com as instruções do fabricante.  
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Amostra 260/280 260/230 
Quantidade  

(ng/µl) 
Auditório 

Mesas 1,48 0,52 138,8 
Bar 

Cadeiras  1,32 0,46 138,3 
Mesas 1,87 1,03 296,4 

Casas de Banho 
Bar  maçanetas 1,05 0,26 44,02 

Bar  torneiras 1,95 1,15 406,6 
Bar  urinóis 0,77 0,19 18,8 

Alunos  maçanetas  1,47 0,59 222,9 
Alunos  torneiras 0,97 0,25 61,4 

Alunos  urinóis 0,92 0,23 55,5 
Professores  maçanetas  1,70 0,71 176,5 

Professores  torneiras 0,97 0,25 68,4 
Professores  urinóis 0,83 0,20 23,8 

Salas de aula 
Cadeira  1,04 0,28 64,5 

Mesas 1.61 0,65 190,1 
Outras superfícies 

Corrimão 1,6 0,66 207,5 
Botões do elevador 1,56 0,62 113,8 

Botões máquina de vending 1,75 0,93 3337,9 
Botões do microondas 1,79 0,90 387,2 
Botões do multibanco 1,63 0,62 177,2 

Maçanetas das portas de 
acesso à varanda (bar e 1º piso) 

1,25 0,35 71,6 

Colónias isoladas  
Corrimão -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 
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Os estabelecimentos de ensino superior que lecionam cursos na área da 

saúde representam um ambiente de elevada interligação entre o meio hospitalar 
e a comunidade. O contacto regular de alunos e docentes com unidades de 
saúde pode favorecer o risco de colonização por Staphylococcus aureus 
resistente à meticilina (MRSA). Neste contexto, o presente estudo teve como 
objetivo analisar a prevalência de MRSA na Escola Superior de Saúde Dr. Lopes 
Dias, procurando avaliar o seu potencial enquanto reservatório deste agente, 
com possíveis implicações na sua disseminação entre a comunidade e os 
serviços de saúde. 

A prevalência de S. aureus identificada neste estudo (20%, 4/20 amostras) é 
consistente com investigações internacionais em ambientes universitários. Os 
nossos resultados são comparáveis aos 22,2% reportados num estudo 
americano conduzido em superfícies de alto contacto universitárias (4). Contudo, 
a proporção de MRSA entre os isolados de S. aureus (10%, 2/20) foi superior 
aos 5,9% relatados no estudo americano. Esta diferença pode refletir as 
diferenças metodológicas entre estudos, características específicas da 
população estudantil ou as superfícies analisadas.  

 
A comparação com o estudo realizado na Jordânia revelou prevalências 

inferiores às nossas: 14,6% para S. aureus e 2,78% para MRSA (5). As 
diferenças metodológicas são relevantes para esta comparação, uma vez que o 
estudo jordano utilizou identificação fenotípica inicial seguida de confirmação 
molecular, enquanto o presente trabalho empregou deteção molecular direta. 
Importa realçar que no estudo jordano, as maiores concentrações de MRSA 
foram detetadas em maçanetas e lavatórios de casas de banho, superfícies 
tradicionalmente associadas a maior carga microbiana, o que não se verificou no 
presente estudo.  

 
Quatro amostras (elevador botões, multibanco, bar cadeiras e salas mesas) 

foram identificadas como S. aureus através de PCR, com confirmação posterior 
de MRSA nas amostras bar cadeiras e salas mesas pela presença do gene 
mecA. A ausência do gene mecC está em concordância com a literatura, dado 
que a prevalência de resistência à meticilina conferida por este gene é baixa (16). 

As amostras elevador botões e salas mesas não amplificaram o gene femA, 
apesar de este estar presente em 72,5% a 100% dos isolados de S. aureus (13). 
Esta situação pode ser explicada por mutações nos locais de ligação dos 
primers, impedindo a amplificação do gene. No entanto, estas amostras 
amplificaram o gene nuc, altamente específico para S. aureus (13), e 
apresentaram teste da coagulase positivo, sustentando a identificação como S. 
aureus. 
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A análise molecular revelou resultados aparentemente contraditórios nas 
amostras (corrimão e bar mesas). Ambas as amostras apresentaram genes de 
identificação de S. aureus (nuc e femA) e de resistência à meticilina (mecA), mas 
não metabolizaram manitol no meio manitol salt agar, característico do género. 
A amostra bar mesas não apresentou crescimento nos meios cromogénicos 
específicos de S. aureus ou MRSA. Esta discrepância nos resultados pode ser 
devida a uma limitação metodológica na abordagem molecular utilizada e que é 
importante realçar: os primers utilizados neste estudo foram inicialmente 
desenhados para reações de PCR em tempo real com recurso a sondas 
oligonucleotídicas fluorescentes (17). A utilização destas sondas confere uma 
especificidade acrescida ao método de deteção que, num sistema de PCR 
convencional, é perdida. Esta limitação explica também o resultado obtido para 
a estirpe S. epidermidis ATCC14990 no PCR para identificação de S. aureus 
(nuc e femA positivo).  

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

 
Todas as superfícies analisadas apresentaram crescimento bacteriano no 

meio semi-seletivo, confirmando que funcionam como reservatórios microbianos. 
A identificação de MRSA em cadeiras do bar é particularmente relevante, 
considerando que estas superfícies de plástico podem manter a viabilidade de 
microrganismos até 175 dias (18). Esta persistência prolongada aumenta 
significativamente o risco de transmissão. 

As mesas do bar representam superfícies de alto risco devido à sua utilização 
intensiva por toda a comunidade académica (professores, estudantes e 
funcionários), sendo utilizadas durante refeições e deixando frequentemente 
restos alimentares que favorecem a proliferação bacteriana. No entanto esta 
superfície não apresentou MRSA, possivelmente devido à elevada frequência da 
sua higienização (três vezes diariamente). Sugere-se estender esse protocolo 
de limpeza para as outras superfícies de alto contato para evitar a proliferação e 
disseminação desta bactéria.  

 
Os achados deste estudo evidenciam que a ESALD pode atuar como 

reservatório de MRSA, criando um ciclo de contaminação com implicações na 
saúde pública. Esta situação é particularmente preocupante considerando que 
funcionários, estudantes (futuros profissionais de saúde) e professores podem 
adquirir MRSA através do contacto com superfícies contaminadas na instituição. 

O risco de disseminação é amplificado pelo facto de esta população 
frequentar regularmente ambientes clínicos (hospitais, clínicas, centros de 
saúde), podendo transportar este microrganismo multirresistente para contextos 
de cuidados de saúde e comunidade. Simultaneamente, esta contaminação 
pode ser perpetuada pela introdução contínua de novas estirpes de MRSA 
oriundas dos ambientes clínicos frequentados por esta população específica, 
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estabelecendo um ciclo de contaminação bidirecional entre a instituição 
académica e os serviços de saúde.  

 
 

 

 
O presente estudo teve como objetivo principal a deteção de MRSA em 

superfícies de elevado contato na ESALD. Verificou-se que 10% das superfícies 
demonstraram contaminação por MRSA, nomeadamente em mesas de salas de 
aula e cadeiras do bar. 

 
A prevalência de MRSA observada poderá estar intrinsecamente relacionada 

com o perfil singular da população da ESALD, onde estudantes e docentes da 
área da saúde estabelecem uma circulação entre ambientes hospitalares e 
académicos. Isto poderá facilitar a introdução de estirpes resistentes 
provenientes do meio hospitalar para o contexto académico. 

 
Os resultados obtidos evidenciam a importância da implementação de 

medidas de controlo de infeção em instituições de ensino superior da área da 
saúde. É necessário estabelecer protocolos de limpeza e desinfeção 
direcionados as superfícies de elevado contacto e programas de sensibilização 
sobre higiene das mãos. A presença de MRSA nestas superfícies representa um 
risco não apenas para a comunidade académica, mas também para a 
comunidade em geral. 

 
Este trabalho ressalta a importância da vigilância em instituições de ensino 

da área da saúde, fornecendo dados epidemiológicos essenciais para o 
desenvolvimento de estratégias preventivas direcionadas ao controlo da 
disseminação de MRSA entre o ambiente académico, hospitalar e comunitário.  
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