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A éagua é o principal reservatério de Legionella, que € um microrganismo
patogénico. Este pode ser encontrado em ambientes aquaticos naturais ou
artificiais como, aguas de consumo humano, piscinas, torres de refrigeracao e
outros.

Como a rede de abastecimento de agua chega a um grande namero de
individuos, se L. pneumophila estiver presente pode tornar-se uma ameaca para
a saude. Os aerosséis sdo a principal fonte de transmisséo de Legionella. A
Legionella quando inalada pode causar pneumonia atipica, conhecida como
doenca do legionario (DL). Assim, existe a necessidade de detecdo e
quantificacdo de Legionella em amostras de &agua. A monitorizacdo de
Legionella é fundamental a nivel de saude publica ndo sé para detetar potenciais
focos de Legionella, mas também para avaliar a eficacia das medidas de
controlo vigentes.

A detecdo de Legionella em amostras de agua pode ser avaliada através do
método cultural e da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR).
O método cultural deteta as bactérias cultivaveis e o RT-PCR tem a capacidade
de detetar também as bactérias viaveis, mas nédo cultivaveis (VBNC). Neste
estudo, entre 2017 e 2019, foram analisadas 3352 amostras de &gua, dos
Distritos de Aveiro, Coimbra e Viseu, de Portugal, para monitorizar a presenca
de Legionella. Os resultados mostraram que ao longo dos trés anos a incidéncia
de Legionella diminuiu. Pode concluir-se que a monitorizacdo das aguas de
abastecimento est4 a ter efeitos positivos no controlo deste agente patogénico.
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The water is the main reservoir of Legionella, which is a pathogenic
microorganism. It can be found in natural or artificial aquatic environments such
as drinking water, swimming pools, cooling towers and others.

As a water supply network reaches many individuals, the presence of L.
pneumophila can become a threat. Aerosols are the main source of transmission.
Legionella, when inhaled, can cause atypical pneumonia, known as legionary
disease (DL). Thus, there is a need for detection and quantification of this
bacterium in water supply systems.

Legionella monitoring is critical at the public health level to detect potential
outbreaks of Legionella, but also to assess the effectiveness of existing control
measures. Legionella detection in water can be done by using culture media and
by Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). The culture method
detects cultivable bacteria and the RT-PCR can detect also viable but not
cultivable bacteria (VBNC). In this study, between 2017 and 2019, 3352 samples
of water were analyzed for the detection of Legionella, of the Districts of Aveiro,
Coimbra and Viseu, in the Central Portugal Region. The results showed that over
three years the incidence of Legionella decreased. It can be concluded that the
monitoring of the supply waters is having positive effects on the control of this
pathogen.
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1. Capitulo 1: Microbiologia de Alimentos e Aguas

1.1.Consideracdes gerais

Ao longo do ano letivo 2019/2020, no ambito da unidade curricular 49991
Dissertacao / Projeto / Estagio, realizada no Laboratério de Saude Publica de Aveiro
(LSPA), acompanhei as atividades relacionadas com a preparacdo de material e
meios de cultura, o processamento analitico das amostras e o controlo da qualidade
dos ensaios. O Laboratério de Saude Publica de Aveiro esta classificado como um
laboratério de nivel 2 de seguranca bioldgica, o que significa que, é apropriado para
trabalhar com agentes biolégicos da classe Il. A preparacéo de diluentes, meios de
cultura e outras solucbes necessarias para a realizacdo de analises
microbiolégicas, foi feita de acordo com os procedimentos implementados no
laboratério. O controlo de atividade realizado envolveu todos os aspetos, desde a
qualidade analitica, selecdo e manuseamento de amostras, metodologias,

ambiente, meios de cultura e reagentes, e controlo de qualidade interno e externo.

1.2.Microbiologia dos Alimentos

A alimentacdo é essencial para a vida e contribui para o bem-estar. A
aquisicao de alimentos, a preparagdo e 0 consumo Sao vitais para o sustento da
vida, pois fornecem energia e nutrientes ao ser humano. (1) A vigilancia de
contaminantes alimentares e a identificacdo de fatores de risco sédo cruciais para
garantir a seguranca alimentar. (2) Desta forma, a microbiologia alimentar passou
a ser uma ciéncia no século XX gue ja evoluiu bastante e esta sujeita a constante

mudanca e atualizacao. (3)

Ha microrganismos que contribuem de forma benéfica para o
processamento, seguranca e qualidade de determinados produtos alimentares.
Contudo, muitos microrganismos estao envolvidos em processos que causam
efeitos indesejaveis ndo s6 nos alimentos como também na saude dos

consumidores, levando a casos de doencas de origem alimentar. Estas doencas



podem ser agudas ou crénicas, afetando o aparelho digestivo, os sistemas nervoso,

circulatério, urinario e respiratério. (4)

Alteracbes recentes na producdo e processamento de alimentos e a
constante mudanca nos habitos alimentares do consumidor, s&o fatores
importantes para a ocorréncia de infecdes transmitidas por alimentos. Muitos
microrganismos patogénicos ja conhecidos sao de grande preocupacao

atualmente. (5)

Os microrganismos estdo naturalmente presentes no solo, na agua e no ar e
contaminam, naturalmente, as plantas e os animais. A microflora dos alimentos
reflete a microflora do ambiente em que as plantas foram cultivadas e onde os
animais sao criados. O trato gastrointestinal dos animais contém grande namero de
microrganismos, mas se forem utilizados procedimentos adequados no abate, a
contaminacdo do tecido muscular interior pode ser evitada. Porém, desde o
momento do abate, captura ou colheita, os tecidos da superficie e do interior de
animais e plantas estéo sujeitos a contaminacéao. (6) Cada etapa do processamento

estd sujeita a contaminacao, desde a matéria prima ao produto final.

A preparacéo de alimentos seguros adquire importancia especial em cantinas
escolares, porque qualquer incidente que ocorra nas fases de preparacdo ou
confecdo de alimentos pode afetar um numero elevado de consumidores,
maioritariamente criancas e jovens, pois 0 seu organismo ainda ndo esta capaz de
responder da mesma forma do de um adulto. (7) Os idosos, sao outro grupo de
risco, estando associado a altas taxas de morbilidade. Desta forma os lares tornam-

se um foco fundamental no controlo dos géneros alimenticios. (8)

A presenca de microrganismos no alimento n&o significa necessariamente
um risco para o individuo quando este ingere uma quantidade pequena desses
produtos. Muitos alimentos tornam-se potencialmente perigosos somente quando
os principios de sanitizacdo e higiene sao violados. Se o alimento for sujeito a
condicbes que permitam a entrada e/ou crescimento de agentes infeciosos ou
toxicos, pode tornar-se um veiculo de transmissdo de doencas. (9) As méaos dos
manipuladores de alimentos sdo um dos principais veiculos de contaminacéo dos

alimentos. E fundamental que os manipuladores de alimentos cumpram as boas



praticas de higiene pessoal, de forma a prevenirem a contaminacao. Pois, estes
tém um papel crucial na prevencéao de situacdes que possam por em risco a saude
do consumidor. A higiene do manipulador € um contributo decisivo para a higiene
final do alimento. (10) Da mesma forma, as superficies onde ou pelas quais 0s
alimentos passam ou sdo confecionados, podem ser fontes de contaminacgéo. Estas
podem ser contaminadas por manipuladores (as maos do preparador), utensilios
(facas, colheres, tacas, etc) ou superficies (tAbuas de corte, bancadas de trabalho).
(11)

A vigilancia microbiol6gica dos alimentos prontos a comer corresponde a uma
area de grande interesse em saude publica, cujo objetivo é confirmar a seguranca
alimentar e atuar na prevencéo das doencas de origem alimentar. A implementacéo
de medidas preventivas, tais como o cumprimento de Boas Préticas de Fabrico e a
aplicacdo do Sistema de Identificacdo de Perigos e Pontos Criticos de Controlo
(HACCP), contribuem para assegurar a qualidade dos alimentos. As andlises
microbiolégicas, sendo parte integrante destes sistemas (4), fornecem informacao

acerca da seguranca do alimento. (12)

A pesquisa de microrganismos indicadores serve para avaliar a seguranca e
a qualidade microbiologica dos alimentos. (13) Os microrganismos indicadores,
gquando presentes podem fornecer informacdo sobre a ocorréncia de
contaminacdo, sobre a deterioracéo potencial do alimento, além de poderem indicar
condicdes sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou
armazenamento. (14) Segundo a “International Commission on Microbiological
Specifications for Foods” (ICMSF), os indicadores podem ser agrupados em
microrganismos que nao oferecem risco direto para a salde e microrganismos que
oferecem um risco baixo ou indireto para a saude. Sdo exemplo de indicadores os
coliformes totais, coliformes fecais, Enterococcus e enterobactérias. (9) As
bactérias patogénicas associadas a doencas transmitidas por alimentos sdo
principalmente Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes. (2) Em
Portugal, a avaliacdo dos alimentos prontos a consumir (Tabelas 2 e 3) € baseada
nos valores guia facultados pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA). (4)



1.3.Microbiologia das Aguas

A agua € um componente importante de toda vida e a agua potavel é
essencial para a qualidade de vida dos seres humanos. E suscetivel a
contaminagdo por microrganismos e matéria organica, entre outros poluentes,
independentemente da fonte. (15) A contaminacdo da agua com material fecal
comum em areas com baixos padrdes de higiene e saneamento. A determinacao
da qualidade microbiologica da &gua é essencial. (16) Os microrganismos
indicadores tém sido usados para avaliar a presenca de microrganismos

patogénicos presentes na agua. (17)

Os microrganismos patogénicos humanos transmitidos pela agua incluem
bactérias, virus e protozoarios. A maioria dos microrganismos transmitidos pela
agua geralmente cresce no trato intestinal humano e atinge o exterior através das
fezes. A presenca de bactérias coliformes na agua potavel & vista como um
indicador de contaminacao fecal devido a tratamento inadequado ou incapacidade
de manter um residuo desinfetante no sistema de distribuicdo de agua. (18) As
infecBes transmitidas pela agua matam quase um milhdo de pessoas todos 0s
anos. (19)

As aguas sujeitas a vigilancia sdo as de consumo humano, aguas de piscinas
e aguas minerais naturais e de nascente e aguas balneares. A agua destinada ao
consumo humano deve apresentar qualidade de modo que, quando ingerida néo
prejudique a saude. Tal exige infraestruturas e uma rede de distribuicdo que se
devem encontrar em condi¢des de operacao e manutencao abrangida pelo Decreto
de Lei 152/2017. Segundo esta legislacdo, as bactérias pesquisadas nestas aguas
sao microrganismos a 22 °C e 37 °C, coliformes, E. coli, Enterococcus e Clostridium
perfringens. As aguas de piscinas podem ser um risco para a saude, em particular
as aguas de piscinas publicas. Podem causar ndo s6 doenca gastrointestinal, mas
também infecdes nos olhos, nariz e pele. (20) A legislacdo vigente para as aguas
de piscinas é a da Circular Normativa n° 14/DA. Os parametros microbiolégicos
nestas aguas sado microrganismos a 30 °C, Coliformes, E. coli, Enterococcus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus totais e coagulas positiva. As aguas
minerais naturais também sao controladas. Em Portugal, a legislacdo aplicada € a



da Portaria n°® 1220/2000. As bactérias testadas sdo microrganismos a 22 °C e 37
°C, E. coli, Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa e Esporos Clostridium sulfito

redutores.

1.4.Parametros Microbiol6gicos

A anadlise microbiolégica dos alimentos, superficies ou aguas é essencial
para o controlo, assegurando a qualidade, de forma a evitar riscos para a saude do
ser humano. Os critérios microbiologicos sao diretrizes baseadas em principios

estabelecidos internacionalmente, usados para avaliar 0os niveis microbioldgicos.

Um microrganismo indicador apresenta caracteristicas uniformes e estaveis
nos diferentes tipos de aguas e alimentos e possui propriedades especificas para
uma correta identificacdo do grupo a que pertence. Idealmente, um microrganismo
indicador ndo é patogénico e 0 método usado para sua detecédo deve ser rapido,
barato e com um resultado claro. A presenca destes microrganismos também
permite fazer uma correlacdo a determinados agentes patogénicos que possam
estar presentes nas amostras de aguas e alimentos. Em baixo estdo apresentados
0s microrganismos indicadores e patogénicos que sao detetados e quantificados

para avaliar a qualidade microbioldgica de alimentos e aguas.

1.4.1. Microrganismos a 22 °C, 30°C e 37 °C

A contagem de microrganismos a 30 °C reflete a qualidade higiénica do
alimento analisado, fornece informacdes acerca das condicdes de higiene da
matéria-prima, do manipulador ou da superficie onde este foi confecionado.
Contudo, uma presenca baixa destes nao garante que o alimento seja seguro e que
nao possua agentes patogénicos ou toxinas, nem a contagem alta reflete a
presenca de bactérias patogénicas. O microrganismo mesofilo € um dos
indicadores mais gerais da qualidade dos alimentos (21), indicando a adequacao
do controle de temperatura e saneamento durante o processamento, transporte e
armazenamento e revelando fontes de contaminag&o durante a fabricacao. (22) O

namero de microrganismos aerébios mesofilos encontrados num alimento € um



indicador de qualidade do mesmo e é mais comumente utilizado. Indica a eficacia
da limpeza, da desinfecdo e da temperatura de processamento, transporte e

armazenamento. (9)

Na analise microbiolégica da agua a contagem de microrganismos a 22 °C e
a 37 °C reflete a microflora total presente na agua, sendo a temperatura o fator
seletivo. Esta analise engloba um largo espetro de microrganismos heterotréficos.
A contagem do numero de unidades formadoras de coldnias a 22 °C representa 0s
microrganismos de origem ambiental. As unidades formadoras de colonias (UFC)
contabilizadas a 37 °C correspondem a microrganismos de origem humana ou
animal. A principal finalidade desta andlise é avaliar a eficacia do tratamento a que

a agua foi sujeita. (23)

1.4.2. Coliformes e Escherichia coli

A contaminacdo por bactérias do grupo coliformes é frequente. Os coliformes
sdo bactérias que pertencem a familia Enterobacteriaceae. Este grupo inclui os
coliformes totais e os coliformes fecais. Os coliformes sao bacilos Gram-negativos,
ndo esporulados, aerébios ou anaerébios facultativos, fermentam a lactose com
producéo de acido e gas, a 37 °C. Os coliformes totais sdo bons indicadores de

condicBes de higiene e sanitarias. (24)

Os coliformes sao predominantes no intestino e nas fezes, coliformes fecais,
mas também podem estar presentes no leite e solo. Ndo produzem esporos,
aerdbios facultativos, fermentadores glicose e lactose, potencialmente patogénicas.
(25) Os coliformes fecais estao restritos aos microrganismos capazes de fermentar

lactose com producéo de gas em 24-48 h a 44,5-45 °C. (24)

A bactéria Escherichia coli pertence ao grupo dos coliformes fecais. E. coli
€ um bastonete, pode apresentar mobilidade quando possui flagelos. As estirpes
de E. coli podem ser diferenciadas com base nos antigénios somaticos, flagelares
e capsulares. O que a distingue dos outros coliformes € a producao de indol a partir
do triptofano e a presenga da enzima B-glucuronidase. (26) Esta bactéria pode ser
encontrada na flora intestinal do Homem e dos animais. Contudo, ha estirpes que

induzem doencas. (27) A presenca de E. coli em amostras de alimentos e aguas



estd associada a contaminacéao fecal. Em produtos alimentares é indicativo de
processamento térmico ineficaz. Nas aguas, a presenca de E. coliindica desinfecao

deficiente ou contaminag&o posterior. (28)

1.4.3. Enterococcus

As bactérias do género Enterococcus sédo classificadas como cocos Gram-
positivos, anaerdbios facultativos ndo esporulados. As bactérias deste grupo
crescem em ambientes ricos em nutrientes e fazem parte da flora intestinal. (29)
Os isolados mais comuns humanos séo E. faecalis e E. faecium. Estas bactérias
apresentam resisténcia a ambientes adversos, podendo causar infe¢des no trato
urindrio, intra-abdominal, pélvico e em feridas. (30) A presenca de Enterococcus

intestinais € indicativa de contaminacéao fecal.

1.4.4. Clostridium perfringens

A bactéria C. perfringens € um bastonete Gram-positivo, anaerébio estrito
formador de esporos resistentes a condicdes de adversas de temperatura e pH.
Este microrganismo é causador de doencas no trato intestinal. (31) A presenca de
C. perfringens esta associada a ambientes como o solo, o esgoto e € membro da
microbiota intestinal normal de animais de sangue quente. (32) Alimentos de origem
animal sdo reservatorios comuns da bactéria e da toxina que produz. (33) Este

agente patogénico € um indicador de contaminacao hidrica de origem fecal.

1.4.5. Esporos de Clostridium sulfito-redutores

As bactérias sulfito-redutoras sédo microrganismos anaerobios que produzem
esporos resistentes a condi¢cdes adversas. O géenero Clostridium que pertencente
a familia Bacillaceae, forma esporos imoveis. Estes esporos podem ser de 5 tipos
(A, B, C, D e E). Sendo que, na origem da maioria dos problemas de seguranca

alimentar surge C. perfringens tipo A e, em muito menor escala, do tipo C. (33)



1.4.6. Listeria spp.

As bactérias do género Listeria sdo bastonetes Gram-positivo, flagelados e
moveis, oxidase negativa, anaerobios facultativos, catalase positiva néo
formadores de esporos. A Listeria spp. estd naturalmente presente no meio
ambiente, agua, solo, vegetacédo e fezes de animais e seres humanos. A carne e
0s produtos de aves sdo os principais veiculos de linhagens patogénicas de L.
monocytogenes para humanos. (34) A presenca de outras espécies como L.

ivanovii, L. welshimeri, L. innocua aponta para maus procedimentos de higiene. (35)

1.4.7. Listeria monocytogenes

As infecBes por L. monocytogenes sdo uma das principais causas de morte
por doencas transmitidas por alimentos. (34) A bactéria € anaerdbia facultativa e
ndo esporulada, Gram-positiva, catalase positiva e beta-hemolitica quando
cultivada em agar sangue. (36) A temperatura 6tima para o crescimento da bactéria
€ entre 0os 30 °C e os 37 °C. A bactéria L. monocytogenes esta presente em
ambientes humidos, no solo e na vegetacdo. Encontra-se associada a produtos
como vegetais e carne crus. Trata-se de um microrganismo resistente a
deterioracdo pela congelacdo, desidratacdo e calor. (37) Os idosos e o0s

imunocomprometidos sédo particularmente suscetiveis a listeriose. (38)

1.4.8. Legionella spp. e Legionella pneumophila

As bactérias do género Legionella sdo bacilos Gram-negativo e sem
formacao de esporos. A espécie L. pneumophila é patogénica para o Homem. (39)
A infec@o por Legionella spp. € uma causa de pneumonia que pode ocorrer de
forma esporadica e em surtos. (40) Encontra-se principalmente na agua e
associada a amebas. A bactéria L. pneumophila pode estar associada a
comunidades complexas de biofilmes. A inalacdo de aerossoéis contaminados pode

causar a doenca dos legionarios. (39)



1.4.9. Staphilococcus spp., Staphylococcus Coagulase Positiva e S.
aureus

Os microrganismos do género Staphylococcus sdo bactérias Gram-positivas
em forma de cocos. A bactéria S. aureus € anaerobica facultativa e esta presente
na pele e mucosas de animais, incluindo seres humanos. Esta bactéria é
encontrada em amostras de agua e de alimentos devido a contaminac&o ambiental,
humana e animal. (41) As espécies Staphylococcus coagulase positivas produzem
enterotoxinas altamente estaveis ao calor que causam intoxicacfes alimentares e

gastroenterite. (38)

Os testes de identificacdo bioguimica incluem catalase positiva (todas as
espécies patogénicas de Staphylococcus), coagulase positiva (para distinguir S.
aureus de outras espécies de Staphylococcus), e fermentacdo de manitol (positiva

para Staphylococcus epidermidis). (42,43)

1.4.10. Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella sdo bacilos Gram-negativos, anaerobios
facultativos que pertence a familia Enterobacteriaceae. Estas bactérias
patogénicas sdo comuns em alimentos, frequentemente encontrados em carnes.
Sao responsaveis por infecbes em humanos e animais. A transmissdo acontece
através de alimentos contaminados de origem animal, nomeadamente aves (0vos),
carne de porco e peixe. (44) A agua é também um dos veiculos de transmisséo.
(28)

De acordo com a OMS, Salmonella estd entre 0s microrganismos
patogénicos que causam maior impacto na populacdo humana e tem sido
associado a surtos e casos esporadicos de doencas transmitidas por alimentos.
(45) Como a bactéria causa infe¢des graves é fundamental respeitar rigorosamente

as regras de higiene no manuseamento de géneros alimenticios. (46)

1.4.11. Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa € um bastonete Gram-negativo, mével

com um unico flagelo polar, ndo esporulados, oxidase e catalase positiva, com



capacidade de desenvolvimento até 42 °C. Caracterizam-se por evidenciarem
capacidade para produzir um pigmento fluorescente azul, a piocianina. Sendo um
dos principais causadores de infegcbes nosocomiais. (47) A bactéria € patogénica
oportunista, causa infec6es agudas e cronicas. Cresce e multiplica-se na dgua, no

solo, nas plantas e nos animais. (48)

2. Localizacdo do Estagio — Laboratorio de Saude Publica de Aveiro

O Laboratério de Saude Publica de Aveiro (LSPA) pertence a Administracao
Regional de Saude do Centro e esté localizado na cidade de Aveiro. A principal
atividade exercida pelo laboratorio é a vigilancia sanitaria da qualidade das aguas
e dos alimentos, atuando na prevencdo de doencas de trés distritos da Regido

Centro de Portugal (Aveiro, Coimbra e Viseu).

O laboratério executa testes para clientes do setor publico e privado, a
instalagbes como hospitais, centros de salde, escolas, infantarios, lares de idosos,
piscinas, termas, entre outras. Os testes realizados incluem técnicas fisicas,

guimicas e microbiolégicas.

As amostras sdo colhidas pelos técnicos de saude ambiental de cada
concelho no ambito dos programas de vigilancia sanitaria.

3. Atividade Desenvolvida ao Longo do Estagio

As funcbes ao longo do estagio, no LSPA, consistiram nas atividades de
preparacdo de meios de cultura e do material, rececado e preparacao inicial de
amostras, analise nos setores de microbiologia de &aguas e alimentos e

interpretacéo de resultados de acordo com normas e decretos.
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3.1.Ensaios Microbiologicos e Apresentacédo de Resultados

3.1.1. Rececdo e preparacao de amostras

No momento da rececdo, cada amostra € identificada e segue para o setor
correspondente a andlise. Os alimentos sédo processados no setor da microbiologia
dos alimentos. As aguas sao processadas na sala da microbiologia das aguas.

A analise dos alimentos exige preparacdo prévia da amostra em que é

preparada uma suspensao base com distribuicio homogénea de microrganismos.

A detecdo e enumeracdo dos parametros microbiolégicos é baseada em
métodos tradicionais de identificacdo microbiolégica, método cultural, seguidos por
métodos de confirmacédo bioquimica. Os ensaios para detecdo de microrganismos
sdo quantitativos ou qualitativos. O método quantitativo consiste na quantificacéo
dos microrganismos ha amostra. O objetivo principal do método qualitativo é indicar

a presenca ou auséncia dum determinado microrganismo na amostra.

Na técnica de incorporacdo uma por¢cao da amostra € incorporada no meio
de cultura, ainda liquido. As coldnias sdo contadas apds solidificacédo e incubacao
do meio a respetiva temperatura. (49) Na técnica de espalhamento 0,1 mL da
amostra € colocada sobre meio de cultura sélido e posteriormente espalhada sobre
a superficie, segue de incubacéo e no fim as colénias desenvolvidas sédo avaliadas.
O método de filtracdo por membrana é utilizado na analise microbiolégica de aguas.
Uma quantidade de agua € passada por uma membrana, que posteriormente &
colocada sobre um meio de cultura seletivo, incuba e as colonias sédo analisada. As
coldnias tipicas sdo contadas e procede-se as respetivas provas de confirmacéo
(bioquimicas, seroldgicas e enziméaticas). O numero de UFC é estabelecido

consoante os mililitros de amostra filtrada. (50)

A analise feita aos alimentos e as aguas difere no tipo de microrganismos a
pesquisar. A Tabela 1 evidencia as bactérias analisadas em cada setor e o
respetivo método, da Organizacao Internacional de Normalizacdo (ISO), que o

laboratorio segue. O resultado é inserido no sistema informatico.
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Tabela 1 Microrganismos testados em cada grupo de tipo de amostra e o método implementado no laboratério

Pardmetro de pesquisa e quantificacéo

Método

Microrganismos a 30°C

ISO 4833:2003

Coliformes ISO 4832: 2006
E.Coli ISO 16649-2: 2001
Alimentos Listeria spp. e L. monocytogenes ISO 11290-2: 1998
Salmonella spp. ISO 6579: 2002
Staphylococcus coagulase positiva ISO 6888-1:1999
Esporos de Clostridium sulfito-redutores NP 2262:1986
Microrganismos a 30°C 190 18593:2004
ISO 4833:2003
ISO 18593:2004
Superficies Coliformes ISO 4832:2006
ISO 16649-2:2001
E Col ISO 18593:2004

ISO 16649-2:2001

Manipuladores

Microrganismos a 30°C

ISO 18593:2004
ISO 4833:2003

Coliformes

ISO 18593:2004
ISO 4832:2006

E.Coli

ISO 18593:2004;
ISO 16649-2:2001

Staphylococcus coagulase positiva

ISO 18593:2004;
ISO 6888-1:1999

Agua

Microrganismos a 37°C

ISO 6222: 1999

Microrganismos a 22°C

ISO 6222: 1999

Enterecocos

ISO 7899-2: 2000

Clostridium perfringens

ISO 6461-2: 2002

Coliformes

E.Coli

ISO 9308-1: 2014

Pseudomonas aeruginosas

ISO 16266: 2006

Staphilococcus Coagulase Positiva

Staphilococcus spp.

NP 4343: 1998

Esporos Clostridium sulfito-redutores

NP EN 26461-2: 1994

Legionella spp. e L pneumophila

ISO 11731: 1998
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3.1.2. Analise Microbiologica dos Alimentos

Uma variedade de amostras de alimentos € analisada, incluindo alimentos
totalmente cozinhados, alimentos mistos e saladas. O alimento ao chegar ao
laboratorio € triado consoante o grupo a que pertence (Tabela 2). Segue para
processamento junto ao bico de Bunsen. O procedimento aplicado na analise esta

de acordo com o método apresentado na Tabela 1.

Tabela 2 Trés grupos pelos quais os alimentos séo triados aquando da chegada ao laboratério. (4)

Grupo 1 | Refei¢gdes / Alimentos totalmente cozinhados

Grupo 2 | Refei¢des cozinhadas com adicdo de alimentos crus

Grupo 3 | Saladas/ Vegetais/ Frutos crus

A partir do alimento é feita a preparacao de duas diluicdes iniciais, uma em
gue sao pesadas 10 gramas do alimento com 90 mL de solucéo triptona — sal para
um saco (1:10), a amostra € homogeneizada num “stomacher”. A partir desta
diluicdo, procede-se a mais diluigbes decimais, usadas para detetar todos o0s
microrganismos com excec¢do de Salmonella e de Listeria. O numero de diluices
decimais a realizar depende da carga microbiana que € expectavel o alimento ter
(101,102, 103, 104, 10°®). A outra solugdo-méae é com 25 g de alimento juntamente
com 225 mL de agua peptonada tamponada (peptona), e é usada para detetar
Salmonella. Os alimentos mistos e as saladas sao sujeitas a preparacgéo de solucao
adicional para a pesquisa de Listeria, que consiste na jungéo de 25 g de amostra
com 225 mL de caldo de Fraser demi. A Figura 1 representa esquematicamente o

processamento que o alimento segue, a partir da preparacdo das solucdes base.
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Saladas e Alimentos Mistos

Triptona Peptona (225 mL) Caldo demi (225 mL)
+ + +
Alimento Alimento (25 g) Alimento (25 g)
(1:10) Incubar 24h
Salad i , Incubar 24h 30
01mL aladas e Alimentos Mistos 37°C
. 0,1mL
¥ v ‘ v
DiluigBes Alimento cozinhado Saladas e Alimentos Mistos 1,0 mL 04 mlL .
1,102 107 4,10 " m RLM
101; 102 10 104; 10 RLM MkTTn " Rappaport
PCA PALCAM . paLcaM @
Aerdbios meséfilos 30 °C Incubar 24h
VRBL Incubar 24h 37°C
Coliformes Totais 30 °C 37¢°¢ Pesquisa de Listeria
CROMO Incubar 24h Incubar 24h
Eo aaSE 37°C 41,5°C L. monocytogenes
RPF v L. ivanovi
L. innocua
Staphylococeus 37 °C . )
Contagem de Listeria M
L. monocytogenes XLD .
L. ivanovi
L. innocua SS

Salmonella spp.

Figura 1 Esquema do procedimento de alimentos recebidos no laboratério.

e Quantificacdo de microrganismos a 30 °C

Para a avaliacdo do numero de microrganismos a 30 °C, indicador do nivel
de contaminacdo microbiana nos alimentos. O meio de cultura usado € o agar de
contagem de placas (PCA), é pipetado 1 mL da diluicdo inicial (10') e de cada
diluicdo para a respetiva placa de petri e adicionam-se 15 mL de meio de cultura
liquido de PCA (nos alimentos cozinhados as diluicdes sdo 10%; 102, 10 e nos
alimentos mistos e saladas acrescem as diluicdes 104; 10°). As placas sdo
incubadas em aerobiose a 30 °C durante 72 horas. As coldnias desenvolvidas séo

contadas.
e Quantificacdo de coliformes totais e fecais

Para a quantificacdo de bactérias coliformes o meio de cultura utilizado &
lactose biliar vermelha violeta (VRBL). E transferido 1 mL da solugdo méae e de cada
diluicdo preparada para a respetiva placa de petri e é adicionado cerca de 15 mL
de meio de cultura liquido VRBL (10%; 102 1

movimentos rotativos. Apoés solidificacdo sédo adicionados, aproximadamente, mais

03). O meio é inoculado através de

4 mL de meio. As placas séo incubadas em aerobiose a 30 °C para os coliformes

totais e a 44 °C para os coliformes fecais, durante 24 h. Apos o tempo de incubacgéo
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procede-se a leitura das placas. As coldnias com cor vermelha-violeta, por vezes
rodeada por uma zona avermelhada de precipitacdo, sdo consideradas como
bactérias coliformes. Para confirmacdo de colonias atipicas sdo selecionadas 5
colénias e repicadas para caldo biliar de lactose verde brilhante. Os tubos sé&o
incubados a 30 °C durante 24 h. As bactérias coliformes sdo as colonias que

mostrem formacéao de gas.
e Quantificacdo de Escherichia coli

Para Escherichia coli o meio de cultura usado &gar cromogénico Triptona
Bile X-Glucuoronida (Cromo). E transferido 1 mL da suspensdo mée e de cada
diluicdo preparada para a respetiva placa de petri (101; 10%; 10-%) com 15 mL de
meio de cultura liquido Cromo. O meio com o indculo é incubado em aerobiose a
44 °C durante 24 horas. As colénias com cor azul/ verde sdo contadas uma vez que

correspondem a bactéria E. coli.
e Quantificacdo de Staphylococcus coagulase positiva

Para Staphylococcus coagulase positiva o meio de cultura utilizado, “Baird
Parker Agar” com o suplemento de fibrinogénio de plasmatico de coelho (RPF). E
transferido 1 mL da suspensdo mae para a placa de petri com 15 mL de meio de
cultura seletivo. As placas sédo incubadas em aerobiose a 37°C durante 48 horas.
As colbnias caracteristicas, suspeitas de estafilococos coagulase-positiva, sdo as
de cor preta ou cinzenta, brilhantes, convexas e rodeadas por uma zona clara. Para
confirmacéo adicional, € usado o kit comercial do teste da coagulase. As coldnias
confirmadas sé@o contadas, correspondem a bactéria Staphylococcus coagulase

positiva.
e Quantificacdo de Esporos Clostridium sulfito-redutores

Na enumeracdo de bactérias sulfito — redutoras o meio de cultura utilizado
para a enumeracdo das bactérias sulfito-redutoras € o agar triptose sulfito
cicloserina (TSC). Na quantificagdo do numero de esporos de bactérias sulfito-
redutoras a suspensao inicial € submetida a tratamento térmico (banho-maria a
75°C durante 15 min). E transferido 1 mL da solucdo mae e das diluicbes

preparadas paras as respetivas placas de petri. As placas sao incubadas em
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anaerobiose a 37 °C durante 48 horas. Apos o periodo de incubacao, procede-se a
leitura das placas. Consideram-se como col6nias de bactérias sulfito-redutoras as

que apresentem cor negra e que por vezes estejam rodeadas por uma zona negra.

e Quantificacao e detecao de Listeria spp. e Listeria monocytogenes:
o Quantificagao

A partir da solucdo preparada com 225 mL de agua peptonada e 25 g de
alimento, 0,1 mL é transferido para meios de cultura em placa de &gar Listeria de
acordo com Ottaviani e Agosti (ALOA), agar RAPID'L Mono (RLM), BD PALCAM
Listeria Agar (PALCAM) e a amostra é espalhada por técnica de espalhamento e

a placa € incubada a 37 °C durante 48h.

o Detecéo

Para a pesquisa de Listeria é feito um enriquecimento seletivo de 25 g de
amostra com 225 mL de caldo Fraser demi que, apés homogeneizacao, é
incubado a 30°C durante 24 horas. Apés esse tempo 0,1 mL é transferido num
tubo de ensaio contendo caldo Fraser e é incubado por mais 24 horas a 37°C
(Figura 1). Depois, € feito o isolamento em sementeira, por estria, a superficie em
meio ALOA, RLM e/ ou PALCAM e incubou-se a 37°C durante 24 horas.

As unidades formadoras col6nias sdo apresentadas de forma distinta nos

meios em que crescem:

ALOA: Consideram-se como coldnias suspeitas de Listeria spp. as de
cor verde-azul, com ou sem halo e como colbénias suspeitas de L.

monocytogenes as de cor verde-azul, rodeadas por um halo opaco.

PALCAM: as colbnias Listeria aparecem com uma cor cinzenta

esverdeada com um halo preto.

RLM: L. monocytogenes forma colbnias azuis, L. ivanovii forma
colbnias azuis com um halo amarelo outras Listeria spp. formam

col6énias brancas com ou sem um halo amarelo.

A confirmacéo é feita através da repicagem de 5 col6nias caracteristicas. A

placa € incubada a 37 °C durante 24 horas. Apos incubacdo sao realizadas as
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seguintes provas de confirmacéo: teste de catalase, coloracdo de Gram, teste de

hemolise API Listeria para a confirmacéao e identificacdo da bactéria.
e Detecdo de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella é feito um pré-enriquecimento, em que séo
pesados 25 g de alimento com 225 mL de agua peptonada tamponada num saco a
solucdo é homogeneizada. O saco € incubado a 37 °C durante 24 horas. E
transferido 0,1 mL para um tubo com 10 mL de caldo de enriquecimento Rappaport
e, paralelamente, transfere-se 1 mL para um tubo com 10 mL de meio “Muller-
Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth” (MKTTn). O tubo de Rappaport &
incubado a 41,5 °C, durante 24 h e o tubo de MKTTn a 37 °C, durante 24 h (Figura
1). A partir dos dois tubos anteriores, a amostras € inoculada, com o auxilio de uma
ansa, em duas placas de meio de cultura seletivo agar desoxicolato de lisina xilose
(XLD) e agar de BD Salmonella Shigella (SS). As placas sdo incubadas em
aerobiose a 37 °C durante 24 h. Apds a incubacédo procede-se a leitura das placas.
As coldnias sao incolores, com centro preto, “olho de peixe” e posteriormente sao

confirmadas com API.

Os resultados da analise microbiolégica dos alimentos séo interpretados
consoante a Tabela 3. Desta forma, o alimento é classificado como satisfatério,
aceitavel, ndo satisfatério ou inaceitavel. A avaliacdo depende das unidades

formadoras de coldnia por grama de alimento analisado.
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Tabela 3 Valores baseados na Tabela dos Valores Guia do INSA (4)

N Inaceitavel /
ao
) _ Grupo de Satisfatorio Aceitavel ) o potencialmente
Microrganismo ) Satisfatorio _
alimentos (ufc/g) (ufc/g) perigoso
(ufc/g)
(ufc/g)
, _ 1 <102 >10%<104 >10*
Microrganismos a
2 <103 >10%<10° >10°
30°C
3 <104 >10%<10° >10°
1 <10 >10<102 >10?
Coliformes totais 2 <10 >10<10° >10°
3 <107 >10%<10* >104
) 1,2 <10 NA 210
E. coli
3 <10 >10<10? 2102
Listeria spp. 1,2e3 <102 2102
Anaerdbios sulfito
1,2e3 <10 >10<108 >10%<104 210*
redutores
Staphylococcus
coagulase 1,2e3 <10? >10%<10* >104
positiva
Ausente em
Salmonella spp. 1,2e3 - Presente em 25¢
g
. _ Presente em
Listeria Ausente em
1,2e3 25¢g - 2102
monocytogenes 259
<102
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3.1.3. Analises Microbioldgicas a Manipuladores e Superficies

A andlise feita a manipuladores e superficies consiste na realizacdo de
zaragatoas as maos dos manipuladores dos alimentos e as superficies por onde
estes passam durante a confecdo. O objetivo € verificar se as metodologias de
higienizacdo séo eficientes. A suspensao base é o liquido do tubo onde a zaragatoa
esteve mergulhada. O tubo € agitado no vortex. O processamento posterior €
idéntico ao dos alimentos. A Figura 2 é a representacdo esquematica da analise
microbioldgica feita aos utensilios, superficies e manipuladores. O calculo final
feito consoante a superficie analisada, isto &, o resultado é as UFC por 5 utensilios,

por 100 cm? da superficie ou por 2 méaos.

100 cm? 2%

5x
Utensilios ?W’W‘ Superficies . Manipuladores WW

Diluigbes Alimento cozinhado

10%; 107

Mae; 101 102
PCA Aerdbies mesaéfilos 30 °C
PCA Aerdbios mesdfilos 30 °C

Coliformes Totais 30 °C
VRBL \VRBL Coliformes Totais 30 °C

Coliformes Fecais 44 °C
VRBL CROMOQ E coligacc

CROMO E. coli 44 °C

RPF  staphylococcus 37 °C
Py

Figura 2 Esquema de processamento de zaragatoas

3.1.4. Anélise Microbiologica das Aguas

As amostras de agua analisadas sdo aguas para consumo humano, aguas
provenientes de piscinas e spas, aguas minerais e termais, torres de arrefecimento.
Apos a colheita, as amostras séo analisadas assim que chegam ao laboratério. Os
microrganismos analisados para cada tipo de agua estéo representados na Tabelas

4,5 e 6, assim como os respetivos valores limite estabelecidos.

O procedimento aplicado na analise de agua esta de acordo com o método
apresentado na Tabela 1. Nas amostras de agua séo testados os microrganismos

a 22°C e a 37 °C que sao analisadas através do método da incorporacdo de 1 mL
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e 0,1 mL de agua no meio de cultura liquido que depois de solidificar é incubado a
temperatura pretendida. Todas as restantes amostras sado tratadas através do
método de filtragdo por membrana. As membranas séo colocadas sobre o meio de
cultura seletivo a respetivas temperaturas e periodo de tempo, referido na respetiva
ISO.

e Quantificacdo de microrganismos a 22 e a 37 °C

O meio de cultura usado € o agar extrato de levedura (YEA). E pipetado um
mililitro de agua da amostra para cada placa. As placas sao incubadas a 22 °C por

72 horas e a 37 °C por 48 horas. O resultado é a contagem das coldnias visiveis.
e Quantificacdo de coliformes e Escherichia coli

A quantificagdo das bactérias coliformes e E. coli é feita pelo método de
filtracAo por membrana. A membrana € colocada em meio de cultura agar Lauril
sulfato de membrana (MLSA). A placa é incubada a 37 °C de 24 h a 48 h. As
colonias tipicas amarelas ou laranja. Para a confirmacao as colonias sao repicadas
em &gar nutritivo a 37 °C durante 24 h. E feito o teste da oxidase, se este for
negativo as colénias séo coliformes totais. Quando é incubado em agua peptonada
lactosada ou Schubert a 37 °C, durante 24 h é feito o teste do manitol, se for positivo
as colonias sdo coliformes totais. Quando é incubado em Fiuorocult de 24 ha 48 h

e apresenta lactose positiva, fluorescéncia e indol positivo é E. coli.
e Quantificacdo de Enterococcus

Para a quantificacdo de Enterococcus intestinais o meio de cultura usado é
agar SB m- Enterococcus, e a incubacdo € a 44 °C. As colonias sdo castanhas,
vermelhas ou rosa. Para confirmacdo a membrana é transferida para agar bilis
esculina. As colodnias tipicas sao negras com halo sendo que, as colonias atipicas

sdo catalase negativa.
e Quantificagcao de Pseudomonas aeruginosa

Para a quantificacao de P. aeruginosa a membrana € colocada no meio de
cultura agar Pseudomonas CN. As placas séo incubadas a 37 °C durante 24 h. As

colonias sédo azuis/verdes (piocianina). Quando as colonias aparecem sem
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piocianina mas com fluorescéncia sdo P. aeruginosa presumiveis que,
posteriormente, sdo confirmadas em caldo de acetamida e gelose a 42 °C (se
ambas forem positivas, confirma-se que é P. aeruginosa). As colénias que sio
castanhas/avermelhadas e sem fluorescéncia é feita uma subcultura em &gar
nutritivo que é incubado a 37 °C. Para que as colonias suspeitas sejam P.

aeruginosa os testes de Acetamida, King B e King A a 42 °C tém de ser positivos.
e Quantificacdo de Staphylococcus

Para Staphylococcus o meio de cultura € o agar “manitol salt”. As placas séo
incubadas a 37 °C durante 48 h. As coldnias suspeitas sdo amarelas ou brancas
com ou sem halo que séo re-isoladas num meio ndo seletivo a 37 °C durante 24 h.
Para confirmacdo é feita coloracdo de Gram e se forem cocos Gram-positivos sao
Micrococaceae. E feito o teste da catalase, que tem de ser catalase positiva para
Staphylococcus. Para confirmacdo se sdo aerdbias e aerdbias facultativas para
Staphylococcus em meio semi-soélido de carne e levedura séo incubados a 37 °C
durante 24 h. A coagulase tem de ser positiva para Staphylococcus produtores de
coagulase. Caso a coagulase seja negativa sdo Staphylococcus nédo produtores de

coagulase.
e Quantificacdo de Clostridium perfringens

Para a quantificacdo de bactérias C. perfringens o meio de cultura é TSC e
a placa é incubada a 44 °C durante 24 h em anaerobiose. As coldnias tipicas séo
repicadas para gelose de sangue e incubadas em aerobiose e anaerobiose. As
colénias sdo confirmadas por inoculagdo em lactose gelatina, no meio de nitrato e
através do teste de mobilidade. No teste do nitrato aparece o anel vermelho na
reducdo de Nitratos. Caso ndo apareca, isto €, seja incolor, € feito o procedimento
adicional em que é adicionado o p6 de zinco, se permanecer incolor é presumivel
C. perfringens. O teste confirmatdrio de lactose / gelatina. E tem de ocorrer
fermentacdo de lactose, cor amarela com producdo de gas. E para ser C.

perfringens ocorre liquefacdo da gelatina.

21



Para os esporos Clostridium sulfito-redutores é feito um pré-tratamento com

calor a 75 °C durante 15 minutos. O meio de cultura é TSC, incubado a 37 °C. As

colbnias séo negras.

Tabela 4 Pardmetros para agua de consumo humano e os valores recomendaveis e limite permitido

Valor Recomendado Valor Limite
Volume de amostra

(UFC) (UFC)

Microrganismos 22 °C L mL <20 Sem alteracéo
m
Microrganismos 37 °C <100 anormal
Bactérias coliformes - 0
Escherichia coli - 0
100 mL
Enterococcus - 0
Clostridium perfringens - 0
Tabela 5 Parametros para agua de piscinas e os valores recomendavel e limite permitido
Volume de Valor Recomendado | Valor Limite
amostra (UFC) (UFC)
Microrganismos 37 °C 1mL <100 -
Bactérias coliformes 0 10
Escherichia coli - 0
Enterococcus - 0
: 100 mL

Pseudomonas aeruginosas - 0
Staphylococcus coagulase positiva - 0
N° total de estafilococos 20 -

Tabela 6 Parametros para aguas minerais e termais e os valores limite permitidos

Volume Valor Limite (se for amostra Valor Limite (contacto
de que tenha contacto com as via externa, duches e
mucosas) banhos)
amostra (UFC) (UFC)
Microrganismos 22 °C 5 20
i i 1mL
Microrganismos 37 °C 20 100
Bactérias coliformes 0 0
Escherichia coli 0 0
250 mL
Enterococcus 0 0
Pseudomonas aeruginosas 0 0
Esporos Clostridium sulfito redutores 50 mL 0 0
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Os resultados apos a analise sado apresentados tendo em conta o tipo de
agua analisado (Tabelas 4, 5 e 6), tendo em conta as unidades formadoras de

colbnias por o volume da amostra processada.
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3.2.Consideracdes finais da analise microbioldgica

A pesquisa de um microrganismo indicador ou mesmo de varios ndo é
apropriado a todas as amostras, portanto, € Uutil adaptar tanto a nivel de
microbiologia dos alimentos como das aguas. A selecdo dos microrganismos tem
de ser pensada consoante 0 contexto, as normas e o0s padrfes nacionais e
internacionais. Uma boa andlise das amostras € fundamental, uma vez que,

resultados incorretos podem ter um impacto negativo na saude publica.

Em suma, o estagio ofereceu uma oportunidade Unica para evoluir e adquirir
novas competéncias. Desta forma, permitiu desenvolver competéncias técnicas e
praticas, através da execucdo de metodologias de rotina em contexto laboratorial,
tendo sido possivel colocar em pratica os conhecimentos adquiridos na Licenciatura
em Biologia e no Mestrado em Microbiologia. A adaptacao as atividades atribuidas
e aos procedimentos internos implementados foi relativamente rapida, o que

resultou numa experiéncia muito enriquecedora.
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4. Capitulo 2: Avaliacdo da Presenca de Legionella em Sistemas de Agua

4.1.Introducéo

A agua € um bem essencial a vida. O fornecimento seguro de agua potavel
tem sido uma das intervencdes a nivel de saude publica mais bem-sucedidas da
humanidade e é encarada como um aspeto definidor de um pais desenvolvido. (51)
Agua potavel segura e saneamento de aguas residuais sdo componentes criticos
da saude publica. Esta documentado que a falta de acesso a servigos basicos
resulta em mortes. O planeamento da gestdo da 4gua seja no contexto social,
cultural ou econémico é fundamental. (52) O abastecimento inadequado de agua

afeta a saude de forma adversa. (53)

O género Legionella pertence a familia Legionellaceae. As bactérias sao
aerébias Gram-negativas, em forma de bastonete, patogénicas transmitidas
através de particulas de agua em forma de aerossol. (54,55) Apresentam
mobilidade por meio de um ou mais flagelos polares ou subpolares. A parede
celular de Legionella spp. tem uma membrana citoplasmatica na superficie interna,
uma camada fina de peptidoglicano e uma membrana externa que contém
lipopolissacarideos (LPS) com antigenos especificos para cada espécie. Contém
acidos gordos de cadeia ramificada, possui um metabolismo ndo fermentativo e
requer L-cisteina e sais de ferro para crescer. Nao ha evidéncia definitiva de uma
capsula e ndo forma esporos. (56,57) Até 0 momento, cinquenta e oito espécies de
Legionella foram identificadas e quase metade estdo ligadas a doenca do legionario
(DL), com padrdes distintos de incidéncia geografica. A espécie L. pneumophila é
a responsavel pela maioria dos casos clinicos. (58) Para além da doenca dos
legionarios, causa febre de Pontiac, uma forma mais leve de infe¢do. (59) Em 2015,
foram notificados 7034 casos de DL na Unido Europeia. Dos casos confirmados

pelo método cultural, 81% pertencia ao serogrupo 1 de L. pneumophila. (60)

A bactéria L. pneumophila é um microrganismo patogénico oportunista de
interesse a nivel de saude publica. A bactéria esta presente em ambientes naturais
de agua doce, como lagos, lagoas e solo humido. (61) Em sistemas de agua
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artificiais também € detetada, onde € capaz de proliferar a temperaturas entre 0s
25 °C e 43 °C e sobreviver até 55-60 °C. (62) A temperatura é um dos fatores
principais que influencia a proliferacdo de L. pneumophila, a temperatura ideal de
replicacdo é entre os 32 °C e 40 °C. (63,64) Normalmente, as torres de
arrefecimento e spas, fontes comuns de grandes surtos da L. pneumophila,
possuem tais temperaturas. (64) Sistemas de agua projetados com temperaturas
elevadas séo fontes comuns de Legionella spp., chuveiros, torres de arrefecimento,
sistemas de distribuicdo de agua quente e fria e os sistemas de ar condicionado
sao frequentemente colonizados por L. pneumophila. A este microrganismo estéo,

normalmente, associados biofilmes. (59,65)

Das infec@es transmitidas pela agua, as causadas por Legionella spp. estdo
entre as infecbes de maior impacto, com um namero crescente de casos nos paises
industrializados, resultado do envelhecimento da populacdo, do aumento do
namero de individuos imunocomprometidos. (59) Em Portugal, a doenca do
legionario € de declaracdo obrigatoria desde 1999. (66) Neste contexto, a Direcéo-
Geral da Saude (DGS) coordena, desde 2004, o Programa de Vigilancia
Epidemiolégica Integrada da Doenca dos Legionarios, que contempla a

investigacdo epidemioldgica e ambiental que é da responsabilidade das
autoridades de saude. (67) O laboratorio do INSA participa neste programa.

A vigilancia dos sistemas de agua é fundamentada pelo método cultural
(MC). A elevada taxa de Legionella, presentes nos sistemas de agua corresponde
a bactérias viaveis mas nado cultivaveis (do inglés “viable but nonculturable”)
(VBNC). (59) Assim, a detec¢éo desta bactéria com recurso a meios de cultura tem
vindo a ser questionada. As condi¢des adversas como o stress ambiental, caréncia
nutricional, altas temperaturas e presenca de agentes oxidantes, sao fatores que
proporcionam a entrada de Legionella spp., no estado de VBNC. (68) Sendo, desta
forma, o método convencional um entrave para a correta detecdo deste agente
patogénico. As bactérias do género Legionella nem sempre crescem em meios de
cultura. A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi proposta como
meétodo de monitorizacdo adicional. (69) Desta forma, a técnica de PCR em tempo

real (RT-PCR) tem vindo a ser essencial para complementar a lacuna que existe
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em termos de diretrizes nas quais o método convencional se baseia. (70) Os
meétodos moleculares tém vindo a ser cada vez mais usados no diagnostico pois,
apresentam maior sensibilidade, especificidade e velocidade de detec&o. Os genes
gue codificam o gene do rRNA 5s e 16s e do potencializador de infecciosidade de
macrofagos (mip) sao relevantes para a detecdo de L. pneumonia em sistemas
ambientais. (71,72)

O objetivo deste estudo é monitorizar a qualidade da &gua, (consumo
humano, piscina, entre outras como de fontes ornamentais e torres de refrigeracéo)
proveniente do Distritos de Aveiro, Coimbra e Viseu, Portugal, entre 2017 e 2019,
relativamente a presenca de Legionella, e comparar os resultados obtidos pelos
métodos de cultura e RT-PCR. Adicionalmente, também se avaliou a variacdo do
teor de Legionella em amostras provenientes de um mesmo local de colheita,

vigiado ao longo dos 3 anos.

4.1.1. Antecedentes epidemiolégicos (mundo, Europa e Portugal)

A Legionella spp. foi descrita pela primeira vez em 1976, depois de um surto
de pneumonia grave na Filadélfia, onde, ocorreram 182 casos que resultaram em
29 mortes. Muitas pessoas ficaram doentes, o que desencadeou uma investigacao
para encontrar a causa. Verificaram que o agente patoldgico que estava na origem
do surto era a bactéria L. pneumophila. (73) Posteriormente, detetaram a bactéria
em sistema de agua potavel de Los Angeles, dos Estados Unidos da América, entre
1977 e 1982. Em Londres, no Reino Unido, em 1988, encontraram em torres de
arrefecimento. Em Espanha, na cidade de Murcia, em 2001, identificaram na torre
de refrigeracdo do hospital e posteriormente, em 2006, na cidade de Pamplona

também detetaram Legionella em torres de refrigeragéo. (74—78)

Em Portugal, o numero de casos notificados, entre 2004 e 2012 varia entre
61 e 140, por ano. Um total de 868 casos foram notificados, com taxa de letalidade
de 6%. A maioria dos casos detetados eram homens na faixa etaria entre os 40 e
59 anos. (79) Um surto de L. pneumophila serogrupo 1, com 403 casos, identificado

a 7 de novembro de 2014, em Vila Franca de Xira, Portugal. Na origem do surto
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estava o sistema de refrigeracdo humido duma fabrica. Dos casos, 60,5% eram do
sexo masculino com idade média de 56,1 + 13,5 anos, sendo o tabagismo apontado
com um dos fatores de maior risco. (80) Deste surto, morreram 14 pessoas e a
principal fonte de transmissdo foi a agua em aerossol, contaminado por L.

pneumophila que, quando inalado, leva a pneumonia atipica. (81)

De acordo com os comunicados efetuados pela DGS, foram identificados em
Portugal quatro surtos de doenca dos legionarios nos ultimos anos. Em novembro
de 2014 no concelho de Vila Franca de Xira, onde o surto foi considerado como o
maior a nivel nacional. (82) Em marco de 2017 no concelho da Maia: foram
identificados cinco casos de doenca dos legionarios. (comunicados DGS n°
C129 01 v3en®C129 01 v4). Em novembro de 2017, no concelho de Lisboa, no
hospital S. Francisco Xavier, foram confirmados 56 casos de DL, que resultaram
em 6 Obitos (comunicado DGS n° C142_07_v1). Em janeiro de 2018 no concelho
de Lisboa, no hospital CUF Descobertas, foram confirmados 15 casos de doenga
dos legionarios (comunicado DGS n°® C144 07 v1). (83)

A distribuicdo por idade e sexo dos casos de doenca do legionario é
semelhante entre os paises. A doenca € rara em criangas. A maioria dos casos
ocorre em pacientes com idade superior a 50 anos (74-91%), o género masculino

€ o0 mais afetado. (78)

4.1.2. Ecologia, ambiente e interagdo com outros microrganismos

A 4gua é o principal reservatorio de Legionella spp. As bactérias encontram-
se presentes em ambientes de agua doce, mas também séo encontradas no solo.
(84,85) L. pneumophila multiplica-se a temperaturas entre 25 e 42 °C, com uma
temperatura ideal de crescimento de 37 °C. (86) A maioria dos casos de doenca do
legionario é atribuida a ambientes aquaticos artificiais, criados pelo Homem, onde
a temperatura da agua é superior a temperatura ambiente. Ambientes aquaticos
termicamente alterados alteram o equilibrio entre protozoarios e bactérias, o que

resulta na rapida proliferagdo do agente patogénico. (87)
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As bactérias do género Legionella ndo sédo organismo de vida livre, parasita
ou formam relagbes comensais com amebas de vida livre, de dgua doce e do solo.
A multiplicacdo intracelular em protozoéarios é fundamental para a bactéria. A
ameba fornece um nicho para a replicacéo de Legionella, e protege-a de condi¢des

ambientais adversas. (87,88)

Nos sistemas de agua artificial, constituidos pelo Homem, as bactérias de
Legionella encontradas estédo associadas a biofilmes. (89) Os habitats artificiais s&o
torres de refrigeracéo e sistemas domésticos de distribuicdo de agua quente e fria.
(79) A origem de transmissédo de Legionella inclui fontes de agua potavel (fontes,
chuveiros e torneiras) e fontes ndo potaveis, (spas, torres de arrefecimento e
condensadores evaporativos). (90) Normalmente, os agentes patogénicos atingem
concentracdes elevadas nos biofilmes, nas paredes dos tubos e nos sedimentos,
principalmente durante periodos de estagnacao da agua e condicdes mais quentes.
(51) A formacao do biofilme consiste na adeséo inicial de bactérias ao substrato,
seguida da proliferacdo bacteriana e formacdo de colénias complexas, o
descolamento das mesmas e a colonizacdo a jusante do substrato. (91) O
crescimento microbiano em biofilmes e os polimeros extracelulares produzidos
pelos microrganismos contribuem para o depdsito do biofilme e promovem a
adesdo de sélidos inorganicos em suspensao. (92) L. pneumophila esta presente
em ecossistemas microbianos nos quais é nutrida e protegida da remocéao fisica,
pela corrente da agua, e de agentes antimicrobianos. A bactéria é detetada em
nameros significativos, quando associada a outros microrganismos que colonizem

0 sedimento, o solo ou o biofilme. (57)

A bactéria L. pneumophila tem a capacidade de adaptacdo a alteracdes
ambientais, diferenciando-se em células replicativas, transmissivas, filamentosas,
infeciosas maduras do tipo viavel mas nao cultivavel, formas que diferem na forma
de infecdo e na resposta as tecnologias de tratamento de agua. A bactéria é
libertada em aerossois de varias formas: como células livres, células dentro de
fragmentos de biofilme ou células associadas a protozoarios de vida livre, cistos,

ou vesiculas expulsas. (93)
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4.1.3. Viruléncia de Legionella pneumophila

As bactérias do género Legionella pertencem a familia Legionellaceae. O
género Legionella apresenta mais de 58 espécies e mais de 70 serogrupos, sendo
a Legionella pneumophila a espécie mais comum e causa 90% dos casos de DL,
seguida por L. micdadei, L. bozemanii, L. dumoffii e L. longbeachae. (55,94)

Os protozoarios sao os hospedeiros naturais de L. pneumophila, e os seres
humanos séo hospedeiros acidentais. (90) A bactéria usa um mecanismo particular
para sobreviver nos fagocitos. O vacuolo quando contém L. pneumophila (LCV)
ignora a via endocitica padrao (lado esquerdo da Figura 3), que distribui o contetdo
para os compartimentos lisossémicos. O LCV, apds a captacdo da bactéria, evita a
fuséo fagolisossdémica, alterando as propriedades da membrana e usando materiais
transportados em vesiculas originarias do reticulo endoplasmatico (ER). (61)
Interfere com o mecanismo de autofagia do hospedeiro, moldando o metabolismo
esfingolipidico do hospedeiro ou a formacéo de autofagossomas. (90) Os organelos
como a mitocondria e o ribossoma sdo atraidos. O fagossoma bacteriano é
transformado num compartimento do tipo ER, proporcionando um nicho permissivo
para a multiplicacdo de L. pneumophila. As proteinas ubiquitinadas e as ATPases
vacuolares estdo presentes na membrana do LCV. (61) Tal como representado na

Figura 3.

A capacidade de
replicacdo de L. pneumophila
em protozoarios e

semelhante a capacidade de

lysosomal
network

replicacdo em macrofagos
alveolares, 0s processos
fundamentais sao
conservados entre os dois

hospedeiros. (88)

Figura 3 Ciclo de vida intracelular de L. pneumophila. (61)
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L. pneumophila apresenta um ciclo de vida bifasico alternando, replicativo e
transmissivo (Figura 4). O primeiro, consiste na captacdo da bactéria pela célula
hospedeira (protozoarios ou macréfagos), por fagocitose. Apdés a entrada, a
bactéria evita a fusdo do fagossoma com o lisossoma e comegam a proliferar dentro
do LCV, rodeado por vesiculas (amarelas), ricas em lipidios e proteinas. A caréncia
nutritiva induz a ativacdo da resposta rigorosa e mudancas morfolégicas. As
bactérias expressam caracteristicas transmissivas, como motilidade (flagelos) e
tornam-se citotoxicas. As bactérias infeciosas conseguem lisar a membrana do
vacuolo e séo liberadas para o ambiente extracelular. Quanto as bactérias
transmissivas, de vida livre, podem iniciar um novo ciclo ou persistir no ambiente
extracelular como biofilme. L. pneumophila pode estar associada a biofilmes, seja
em habitats naturais de 4gua doce ou artificial. No meio de cultura, também exibe
um ciclo de vida bifasico, que imita de perto as formas intracelulares replicativas e

transmissivas. (90)
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Figura 4 Visdo esquematica dos estados morfologicos de L. pneumophila durante seu ciclo de crescimento.
(90)

L. pneumophila possui trés genes importantes para a codificacdo de fatores
de viruléncia, que sédo o gene icm, mip e ompS. O primeiro € necessario para a
multiplicacdo intracelular do microrganismo e o segundo tem importancia no
potencial de infecdo de macrofagos, sendo o responsavel pelo desenvolvimento da
infec@o por parte deste microrganismo. Por fim, 0 gene ompS permite a ligacao de
Legionella aos macrofagos estimulando a fagocitose. (95) O sistema de secrecao

tipo IV (T4SS) é o mais importante da Legionella, sistema de secrecdo Dot / Icm.
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Componentes de L. pneumophila Dot / Icm T4SS esta envolvido em todos os
aspetos da biologia intracelular de L. pneumophila, incluindo secretar e translocar
vérias proteinas efetoras bacterianas, na membrana do vacuolo e no citosol da

célula hospedeira. (58)

A principal caracteristica da patogénese de Legionella é a capacidade de
multiplicacdo intracelularmente. A bactéria possui muitos determinantes
bacterianos tradicionais que sdo importantes para a patogenicidade incluindo
lipopolissacarideos (LPS), flagelos, pili, um sistema de secrecdo do tipo Il e
algumas proteinas da membrana externa. As vesiculas da membrana externa,
lipoproteina associada a peptidoglicano, fosfolipase A, associada a células
principais / lisofosfolipase A, permeabilidade da membrana externa mitocondrial, o
gene mip, Hsp60 e FeoB. (58) O LPS esta localizado na parte externa da membrana
externa e € o principal antigeno imunodominante da Legionella. Embora LPS e seu
nucleo interno Lipido A ndo funcionem como uma endotoxina classica, e seu
potencial para induzir a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias de células
monociticas humanas é cerca de 1000 vezes menor que a de Enterobacteriaceae.
(96) O pili tipo IV (T4P) é caracterizado por um dominio aminoterminal hidrofobico
conservado. A funcdo mais comum de T4P para Legionella é a adesao aos tecidos
hospedeiros, o que facilta a invasdo bacteriana. O T4P participa no
desenvolvimento e formacao de biofiimes, promove a adesdo e agregacdo de
Legionella nos biofilmes, remodela a arquitetura através da motilidade de contracéo
e facilita a sobrevivéncia de células bacterianas em condi¢des ambientais variaveis.
(97)

Legionella spp. sdo microrganismos exigentes e a aquisicdo de ferro é
necessaria para o crescimento intracelular ou extracelular. Desta forma, o ferro

pode estar associado a viruléncia da bacteéria. (58)

Estirpes associadas a doenca em seres humanos, L. pneumophila do
serogrupo 1, compartilham um epitopo comum, conforme revelado pela subtipagem
monoclonal. A sobrevivéncia em aerossol, a temperatura de crescimento, a posse
de proteases destrutiva de tecidos e a expressao de flagelos também podem ser
fatores importantes de viruléncia. (57) As estirpes virulentas multiplicar-se dentro
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dos fagdcitos e sdo capazes de inibir a fusdo dos fagossomas com os lisossomas,
as estirpes nao virulentas ndo se multiplicam. (57) Estudos de evolucéo bacteriana
revelaram a ampla contribuicdo da transferéncia horizontal de genes (HGT) para a
formacdo de genomas bacterianos. O HGT provavelmente contribui para a

evolucdo da Legionella e sua adaptacéo a diferentes ambientes. (98)

Os sistemas bacterianos de ancoragem, producdo de proteinas e
substancias para a formagao de biofilmes, s&o influenciados pela temperatura. L.
pneumophila produz a proteina Lcl (Legionella collagen-like protein) que contribui
para a formacao de biofilme, e apenas L. pneumophila é capaz de autoagregar, o
que evidencia o papel da autoagregacdo na formacdo de biofilmes de L.
pneumophila. A proteina Lcl também contribui para a ligacdo de L. pneumophila as
amebas, faciltando a infecdo dos protozoarios. (99) Por outro lado, a L.
pneumophila excreta um surfactante que € téxico para outras bactérias do género
Legionella, o que pode prevenir ou reduzir a presenca dessas espécies aquando
da presenca de L. pneumophila. O mesmo surfactante ndo afeta bactérias

pertencentes a outros géneros. (100)

4.1.4. Enquadramento Clinico

A infec&o por Legionella, denominada de doenca do legionario é usualmente
apresentada como uma pneumonia atipica grave. Relatada como uma doenca rara,
leve e autolimitada, ndo-pneumatica, chamada febre de Pontiac. Pacientes com DL,
geralmente, apresentam febre alta, calafrios e tosse seca. As caracteristicas
sistémicas sao a mialgia, dor de cabeca, diarreia, confuséo, insuficiéncia renal e
hiponatremia, também sdo comuns. (101) A infecdo ocorre apos inalacdo de
aerossois contaminados por L. pneumophila, que atingem o pulméo e a bactéria é
absorvida por macréfagos alveolares, nos quais por replicagdo ativa provoca uma
pneumonia potencialmente fatal, doenca do legionario. Como a bactéria L.
pneumophila € um microrganismo oportunista, pessoas com doencas pulmonares
cronicas, idosos, individuos imunocomprometidos, pessoas do sexo masculino e

fumadores séo particularmente suscetiveis a contrair a doenca. (88) Nem todas as
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espécies de Legionella sdo capazes de causar doencas em humanos, das 58
espécies de Legionella identificadas, apenas 20 estdo associadas a doenca. O
serogrupo 1 de L. pneumophila é responsavel por mais de 85% dos casos de
doenca dos legionarios. (88,90) O periodo de incubacéo € entre os 2 e os 10 dias,
no entanto, podera durar até aos 19 dias. (80) A taxa de mortalidade varia entre os
5% e os 30%. (101)

A doenca do legionario € comumente acompanhada de manifestagbes
extrapulmonares, como insuficiéncia renal, encefalopatia e pericardite. Abscessos
pulmonares, outras infecdes locais e infecbes de feridas que envolvem L.
pneumophila e L. dumoffi também séo relatadas. (57) As complica¢des provocadas
pela doenca sdo a insuficiéncia respiratoria aguda, desidratacdo, endocardite,
déficits neuroldgicos, sintomas gastrointestinais, como diarreia, insuficiéncia renal,
faléncia de multiplos 6rgdos e em casos mais graves coma ou morte. (94) As
criangas e jovens raramente sdo afetados, no entanto, qualquer pessoa esta sujeita

a ser infetada, mesmo as pessoas consideradas saudaveis. (57)

Existe a possibilidade da exposicdo a Legionella ndo causar doenca, mas
sim um aumento assintomatico dos anticorpos contra Legionella. (102) A dose
infeciosa, para seres humanos é baixa, um Unico organismo € suficiente para
causar a doenca do legionario. As infecBes por Legionella tém sido frequentemente
atribuidas a aerossois contaminados gerados a distancias de até 3,2 km. Casos
esporadicos em hospitais surgiram do uso da agua de lavatérios. (57) Nao ha
evidéncias de transmissao entre humanos. (58,73) Apenas um Unico e recente caso

desse tipo de transmissao foi relatado até ao momento. (103)
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4.1.5. Diagnostico Laboratorial

Historicamente, os métodos de microbiologia clinica e ambiental tém sido
baseados na cultura de células em meios seletivos. Hoje em dia, a situacao nao é
muito diferente nos laboratorios. N&o € facil cultivar L. pneumophila em meios de
cultura, uma vez que, a bactéria requer formas reduzidas do aminoacido cisteina e
ferro para crescer em placa. L. pneumophila VBNC e outras formas celulares de
dificil cultivo sdo abundantes na agua. (51) A técnica de PCR em tempo real,
independente do cultivo, tem vindo a ser usada como método molecular de escolha
para a detecdo de Legionella, pois, teoricamente, apresenta elevada sensibilidade

e especificidade, para um diagndstico rapido e precoce. (78)

As amostras ambientais sdo concentradas ou diluidas para obter resultados
em meios soélidos. As bactérias de fundo devem ser eliminadas antes ou suprimidas
durante a cultura primaria. (57) Algumas bactérias L. pneumophila VBNC tém a
capacidade de recuperar a sua capacidade de crescer em meio de cultura quando

sujeitas a co-cultura com Acanthamoeba castellanii. (104)

4.1.6. Prevencao

Enquadramento legal do tema (105), a doenca dos legionarios, na Europa
inicialmente gerida pela European Working Group for Legionella Infections
(EWGLINet), passou, a partir de abril de 2010, a ser coordenada pelo “European
Centre for Disease Prevention and Control” (ECDC), com a designacao de
“‘European Legionnaires’ Disease Surveillance Network” (ELDSNet). Dois centros
portugueses cooperam, a DGS na area da Epidemiologia e o INSA na area da
microbiologia. Portugal pertence, desde 1986, ao Grupo Europeu para o Estudo de
InfecBes por Legionella, com o objetivo de garantir a vigilancia da DL na Europa
(www.ewgli.org). A doenca faz parte da lista de doencas transmissiveis de
declaracéo obrigatoria, desde 1999 (Portaria n® 1071/98, de 31 de dezembro),

sendo obrigatério comunicar a rede comunitaria, segundo a Decisdo da Comisséo
Europeia n°® 2119/98/CE de 24 de setembro de 1998.

35


http://www.ewgli.org/

Na legislacéo nacional, a Portaria 1220/2000, de 29 de dezembro, aplicada
as aguas minerais naturais e as aguas de nascente estabelece o limite de UFC de
100 UFC/L para Legionella spp. e auséncia para L. pneumophila. Em relagéo a
unidades termais, a Portaria estabelece que nas aguas minerais naturais utilizadas
nos estabelecimentos, o limite para a Legionella spp. € de 100 UFC/L, e Legionella
pneumophila deve estar ausente em 1 L de amostra analisada. Todos os anos a
DGS, ao abrigo do Decreto-lei n® 142/2004, de 11 de junho (que regula o
licenciamento, a organizacdo, o funcionamento e a fiscalizacdo dos
estabelecimentos termais), estabelece o programa analitico para as aguas minerais
naturais utilizadas nos estabelecimentos termais, sendo obrigatoria a avaliacdo de

Legionella spp. e L. pneumophila.

Em 2006 foi implementada a politica da qualidade do ar interior, na
sequéncia da transposicdo para o direito interno da diretiva n°® 2002/91/CE, do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2002, relativa ao
desempenho energético dos edificios. Foram publicados o Decreto-Lei n® 78/2006,
de 4 de Abril, que aprovou o Sistema Nacional de Certificacdo Energética e da
Qualidade do Ar Interior nos Edificios, o Decreto-Lei n°® 79/2006, de 4 de Abril, que
aprovou o Regulamento dos Sistemas Energéticos de Climatizacdo em Edificios
(RSECE) e o Decreto-Lei n® 80/2006, de 4 de Abril, que aprovou o Regulamento
das Caracteristicas de Comportamento Térmico dos Edificios. De acordo com o
ponto 9 do RSECE - DL n° 79/2006, em edificios com sistemas de climatizacdo em
que haja producao de aerossois, nomeadamente onde haja torres de arrefecimento
ou com sistemas de agua quente para chuveiros, onde a temperatura seja inferior
a 60 °C, as auditorias da qualidade do ar interior incluem a pesquisa da presenca
de Legionella spp. em amostras de agua recolhidas nos locais de maior risco,
nomeadamente tanques das torres de arrefecimento, depdsitos de agua quente e
tabuleiros de condensacéo, ndo devendo ser excedido um numero superior a 100
UFC.

A partir de 2010 o EWGLI passou todas as competéncias para o ECDC. A
partir de 2004, foi implementado o Programa de Vigilancia Epidemioldgica
Integrada da Doenca dos Legionarios, nos termos das Circulares Normativas da
Direcdo-Geral da Saude n° 05/DEP (notificagéo clinica e laboratorial de casos) e n°
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06/DT (investigacdo epidemioldgica) de 2004, disponivel em www.dgs.pt, e de
acordo com os requisitos do Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica,
segundo o Despacho n° 5855/2014, do Diretor-Geral da Saude, publicado no Diario
da Republica 22 série, n° 85 de 5 de maio de 2014

A Portaria n° 353-A/2013, de 4 de dezembro, tabela 1.09 “Condi¢des de
referéncia para os poluentes microbioldgicos”, no que respeita & presenca e
pesquisa de Legionella spp. na matriz agua, estabelece a concentracdo inferior a
100 UFC /L, exceto no caso da pesquisa em torres de arrefecimento em que deve
verificar-se uma concentracdo inferior a 1000 UFC/L. A espécie L. pneumophila

deve estar ausente.

Em unidades de saude, foi emitida em 15 de novembro de 2017, pela DGS,
a Orientacdo 024/2017, quanto a matéria de prevencdo e controlo ambiental da
bactéria Legionella. Em dezembro do mesmo ano foi aprovada e publicada a 22
janeiro de 2018 a resolucdo n° 15/2018, que estabelece medidas que visam a
prevencdo da doenca dos legionarios, com normas da qualidade do ar de edificios
climatizados para além da isencédo do pagamento de taxas moderadoras, em casos

de surtos de infegéo por Legionella spp.

Em agosto de 2018 foi publicada a Lei n® 52/2018, que “Estabelece o regime
de prevencao e controlo da doenca dos legionarios e procede a quinta alteracdo ao
Decreto-Lei n°® 118/2013”. A lei € aplicada a todos os sectores de atividade, que
tenham equipamentos de transferéncia de calor associados a sistemas de
aguecimento, ventilacdo e ar condicionado ou a unidades de tratamento do ar,
desde que possam gerar aerossois de agua. A lei determina a elaboragdo de um
plano de prevencao e controlo de Legionella. O plano deve ser elaborado com base
numa analise de risco, em que séo identificados os pontos criticos de proliferacéo
de Legionella, estabelece programas de manutencdo, limpeza, desinfecéo,

monitorizagao, tratamento e deve conter 0s registos dos mesmos.

Os sistemas de agua quente de muitos hospitais estdo contaminados e
colonizados por Legionella. A mesma estirpe pode ser identificada por periodos
prolongados em pontos de amostragem especificos. Estirpes diferentes podem

colonizar partes diferentes do mesmo edificio. (57) E possivel reduzir o risco de
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infecdo por Legionella com boa manutencao, desinfecdo e vigilancia a agua. Os
proprietarios de humidificadores e spas domésticos devem seguir as instrucdes do
fabricante para manutencgéo e desinfecdo. (101) A prevencéo de um crescimento
bacteriano significativo é alcangada mantendo a agua fria. O fornecimento principal
de agua potavel pode ser mantido livre de niveis significativos de Legionella por
cloro: a concentracao de 0,2 mg de cloro livre mantera os niveis abaixo de 1 UFC /
100 ml. Os baixos niveis de Legionella spp. encontrados em abastecimentos
publicos de 4gua nunca foram mostrados como um risco para a saude. O cloro
residual da rede de abastecimento ndo impede o crescimento desses organismos.
Medidas adicionais sdo necessarias que ndo permitam o crescimento bacteriano
(impedir a estagnacdo da &gua e a manutencdo de temperaturas que nao
promovam o crescimento bacteriano). (57)

4.1.7. Tratamento

Para a diminuicdo da proliferacdo de Legionella pneumophila séo adotadas
medidas de prevencédo, controlo fisico-quimico e microbiolégico da agua para
manter o0s sistemas de agua isentos do agente patogénico. A correta manutencao,
limpeza e desinfecdo de sistemas e de equipamentos é essencial. Os processos
para prevenir e/ou eliminar a bactéria Legionella, nas redes prediais, sédo fisicos
e/ou quimicos. Os processos fisicos, consistem na regulacdo da temperatura da
agua (70 °C e 80 °C com lavagem dos locais distais), producéo de vapor, radiacao
ultravioleta e filtros terminais amoviveis (impulsos eletromagnéticos). Os processos
quimicos, passam pelo uso de cloro e derivados, bromo, peroxido de hidrogénio,
0zono, ionizacdo do cobre e da prata. (105) O uso de agua estéril para encher e
enxaguar os dispositivos de nebulizagdo e fazer manutencao regular as torres de
arrefecimento. (94) A hipercloracdo da agua nem sempre é eficaz. A Legionella é
resistente ao cloro e o cloro quando sujeito a temperaturas mais altas decompde-
se. Sendo a luz ultravioleta uma alternativa uma vez que mata Legionella. (105) A
descontaminacdo das fontes ambientais identificadas €& essencial para a
prevencdo. A Tabela 7 apresenta medidas propostas consoante a quantificacao de

Legionella spp. detetada.
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Tabela 7 Agbes propostas consoante a contagem de Legionella. (105)

Contagem de Legionella spp. Acio P .
¢ao Proposta

(UCFI/L)
<100 e Manter a vigilancia
e Vigilancia reforcada, assegurar que pardmetros como o pH,
niveis de biocida estao dentro dos limites
> 100 < 1000 e Proceder a desinfecéo, limpeza e esvaziamento

e Rever as medidas de controlo
e Efetuar uma nova andlise
e Encerramento das instalacdes ao publico
e Desinfe¢do com cloro livre 50 mg/L
e Drenagem, limpeza e desinfecéo

> 1000 ¢ Implementar medidas corretivas

e Efetuar uma nova analise
e Mantero encerramento até a detecdo de auséncia de

Legionella

A nivel clinico, para o tratamento devem ser escolhidos antibioticos que
possam entrar efetivamente na célula, pois a Legionella € um microrganismo
intracelular. As classes de antibiéticos recomendada, inclui fluoroquinolonas,
macrélidos e rifampicina. (94) As recomendacdes atuais para tratar comunidade
atipica ndo diagnosticada ou pneumonia adquirida institucional incluem antibioticos
eficazes contra Legionella, como eritromicina, ciprofloxacina e rifampicina. (101) A
imunizacao funciona em animais experimentais, ainda néo foi testada em humanos.
(106)

Os surtos e casos uUnicos da doenca dos legionarios relatados foram
atribuidos, as torres de arrefecimento e aos condensadores evaporativos dos
sistemas de ar condicionado, fontes decorativas, nebulizadores ultrassonicos,
humidificadores de ambiente, banheiras de hidromassagem e spa quentes, agua
guente de torneiras e chuveiros e dispositivos médicos contendo agua (dispositivos
de cuidados respiratorios). (57) Para evitar a infecdo por Legionella, os hospitais
portugueses realizam testes frequentes para pesquisa da bactéria as fontes de

abastecimento de agua. (94)

39



4.2 Material e Métodos

Neste estudo, sao analisados resultados da monitorizagéo de Legionella em
aguas de trés distritos da Regido Centro de Portugal. As analises efetuadas foram
requisitadas por entidades, particulares e publicas. A confidencialidade na

identificacdo das instituicbes € preservada.

Os dados microbiologicos analisados referem-se ao periodo de 2017 a 2019.
Ao longo dos trés anos, foram analisadas 3352 amostras de agua para a pesquisa
de Legionella, provenientes de diferentes fontes ambientais aquaticas naturais e de
sistemas artificiais. Um mesmo edificio/instituicdo foi controlado durante os trés

anos e foram avaliadas 57 amostras de 4gua de consumo humano.

As amostras de agua sao colhidas, por técnicos de saude em frascos
estéreis de 1000 ml, de acordo com ISO 19458:2006, em pontos de amostragem

criteriosamente selecionados de acordo com 0s pontos criticos do sistema.

O processamento das amostras é realizado de acordo com duas normas
para andlise de Legionella, a ISO 11731 “Water quality - Enumeration of Legionella”
e ISO/TS 12869 “Water quality -- Detection and quantification of Legionella spp.
and/or Legionella pneumophila by concentration and genic amplification by
guantitative polymerase chain reaction (QPCR)”. A ISO 11731:2017 substitui as ISO
11731:1998 e ISO 11731-2:2004 e descreve o método cultural de detecao de
Legionella.

4.2.1. Método cultural segundo a ISO 11731 e prNP4422:2002

O isolamento de Legionella a partir de amostras de agua é realizado pelo
meétodo dependente do cultivo, de acordo com o método da Norma Internacional
ISO 11731:1998 (Qualidade da Agua - Detecdo e Enumeracéo de Legionella), com
base no procedimento de filtracdo e cultura de bactérias em meio seletivo “Glycine

Vancomycin Polymyxin Cycloheximide” (GVPC).
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O procedimento consiste na filtracdo de 1000 mL de agua através duma
membrana de nylon com diametro de poro de 0,45 um. A membrana € lavada em
10 mL de solugdo de Ringer (1/40). O filtrado € agitado durante 30 minutos a 4500
rpm. O sobrenadante é retirado, deixando apenas + 1 mL de amostra (tubo 1).
Daqui, séo transferidos 0,2 mL de amostra para tratamento térmico (tubo 2), que
consiste na inibicdo seletiva de bactérias nédo Legionella, o concentrado é tratado a
50 £ 1 °C por 30 = 1 minutos. Igualmente, sdo transferidos 0,2 mL de amostra (tubo
3) para tratamento com acido, 0,2 mL atuam durante 5 minatos.

De cada suspenséo (tubos 1, 2 e 3) 0,1 ml é semeado numa placa de Petri
de agar GVPC. As placas inoculadas séo entdo incubadas por 10 dias a 36 + 2 °C
em condi¢cOes de atmosfera humidificada.

As colonias lisas cor amarelada ou as vezes verde-amarelada ou branca
acinzentada sao contadas como Legionella presuntivas e sdo confirmadas em
placas de 4gar BCYE com e sem L-cisteina. (107) A cisteina € um aminoacido
essencial para o crescimento de Legionella. As col6nias que crescerem em meio
com o aminoacido sdo confirmadas por aglutinacdo em latex (com anticorpos que
aglutinam na presenca de antigénios especificos da parede celular da Legionella)
em caso de aglutinacdo positiva sdo consideradas, conforme as instru¢des do kit

em uso: Legionella spp. ou L. pneumophila (serogrupo 1 ou serogrupo 2-14).

O método cultural permite a detecdo e a quantificacdo de células viaveis e
cultivaveis de Legionella, em amostras de agua bem como a identificacdo do
serogrupo de L. pneumophila. Os resultados sdo expressos em numero de UFC
por volume analisado / filtrado. Se ndo houver desenvolvimento de colonias, a
expressao de resultado € “Nao Detetada” por volume filtrado, com limite de detecéo
(LD =10 UFC /L), que corresponde a uma colénia em placa. O método é demorado,
uma vez que, o periodo de incubacdo da amostra é de 10 a 14 dias o que significa

gue o resultado s6 esta disponivel apés este tempo.

4.2.2. PCR em Tempo Real (RT-PCR) pela ISO/TS 12869:2012

A ISO/TS 12869:2012 foi elaborada com base na Norma Francesa NF T90-

471 de 2006 — “Qualité de I'eau - Détection et quantification des Legionella et/ou
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Legionella pneumophila par concentration et amplification génique par réaction de
polymérisation en chaine (PCR)”, anulada em 2010, passando a “Qualité de I'eau -
Détection et quantification des Legionella et/ou Legionella pneumophila par
concentration et amplification génigue par réaction de polymérisation en chaine en
temps réel (RT-PCR)”.

A técnica de PCR Real Time (RT-PCR), método independente do cultivo,
segundo a ISO/TS 12869:2012, € um método quantitativo. Os resultados séo
expressos em unidades gendmicas por volume de amostra filtrado (UG/Volume
filtrado). O calculo do limite de detecédo (LD) do método para cada matriz, tendo em
conta os potenciais interferentes presentes na amostra, que podem inibir a reacao
de amplificacdo, o que faz com que o método seja sensivel e especifico na
qguantificacdo de DNA (iQ-Check Legionella Real-Time PCR Kits, Bio-Rad). O LD
corresponde ao menor numero de unidades gendmicas que geram um resultado
positivo “Detetada”, sendo este valor 160 UG/L. Os resultados inferiores ao LD, pela
técnica RT-PCR sdo equivalentes aos resultados “Nao Detetada”. Este método
implica a amplificacdo de DNA a partir de primers especificos para o DNA alvo. O
método € rapido e as amostras sdo analisadas em poucas horas. Permite a
pesquisa de microrganismos viaveis, microrganismos viaveis mas nao cultivaveis
e/ ou inviaveis, através da detecao de presenca de DNA. A técnica permite detecéo
rapida da presenca de DNA de Legionella spp. ndo pneumophila e/ou de L.
pneumophila. Os resultados analiticos sdo obtidos em menos de 12 h. A técnica
molecular também é usado para quantificar as bactérias. Sendo o limite de
quantificacdo 608 UGI/L.

O procedimento consiste na juncdo de 460 pL de agua isenta de DNA com
40 uL reagente que elimina DNA livre (R1) e incuba a 37 °C durante 30 minutos.
Através de membrana de policarbonato, séo filtrados 100 mL (de 1 L de agua). A
membrana € colocada em 0,5 mL de R1 e incubada num bloco de aquecimento
agitador a 95 °C durante 15 minutos a 1300 rpm. A solucéo € centrifugada a 900 g
durante 3 minutos (DNA presente nos 800 pL de sobrenadante). 500 uL do
sobrenadante € passado pela coluna de purificacdo e de seguida centrifugado a
6000 g, durante 10 minutos. Sao adicionados 100 pL de tampéo de eluicdo. A
solucéo € sujeita a 1000 g durante 3 min e séo obtidos 100 pL de DNA purificado,
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dos quais apenas 5 pL sdo usados para analise por RT-PCR. A técnica passa pela
utilizacdo de sondas fluorescentes, um reagente de amplificacdo, um controlo

negativo de PCR e um controlo positivo para PCR.

4.2.3. Organizagao dos resultados

Os resultados das analises microbiologicas, foram organizados por anos e
de acordo com o tipo de amostra. consoante a proveniéncia da agua. Existem 3
grupos: agua de consumo humano (ACH), 4gua de piscina (AP) e outras aguas
(aguas mineral natural e de nascente, entra as quais agua de captacao e utilizadas

para ingestdo e contacto mucosas, fontes ornamentais e torres de refrigeracao).

Os dados foram organizados na base de dados Microsoft Excel.
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4.3.Resultados

Entre 2017 e 2019 foram analisadas 3352 amostras para a pesquisa e
quantificacdo de Legionella pneumophila, decorrentes de inquéritos
epidemioldgicos, vigilancia sanitaria e particulares. As amostras sdo aguas de
consumo humano (ACH), aguas de piscinas (AP) e outras aguas (O) que sdo aguas
minerais naturais e de nascente, de captacao e utilizadas para ingestao e de
contacto com mucosas, fontes ornamentais e torres de refrigeracdo. As aguas
foram analisadas em simultaneo pelo método dependente do cultivo e pelo método

molecular independentes do cultivo, RT-PCR.

Em 2017, 984 amostras de agua foram analisadas. Tal como é visivel na
Figura 5 através do método cultural foram detetadas 71 bactérias de Legionella spp.
das quais 53 eram L. pneumophila. A percentagem relativamente a detecédo de L.
pneumophila é de 5,39%. Pela técnica de PCR, detetaram L. pneumophila, em 156
amostras, corresponde a 15,85% (Tabela 1). Pelo método cultural, 96,2% das
aguas positivas para L. pneumophila correspondem a aguas de consumo humanao,
as restantes sdo de outro tipo de aguas. A bactéria ndo foi detetada em aguas de
piscina pelo método dependente do cultivo. Pela técnica de RT-PCR, 89,10% das
amostras sdo de aguas de consumo humano, 5,13% correspondem a aguas de
piscinas e 5,77% a outro tipo de dguas. A comparacédo dos resultados € feita na

Figura 6.
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Figura 5: 2017 - Pesquisa e Quantificagdo de Legionella spp. e L. pneumophila por MC (ufc/L) e PCR (UGIL).
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Figura 6 Distribuicao por tipo amostras positivas para L. pneumophila - 53 amostras positivas por MC e 156
amostras positivas por PCR.
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Em 2018, foram processadas 1126 amostras pelos dois métodos. Pelo
meétodo cultural em 99 amostras foi detetada Legionella spp. das quais 69 eram L.
pneumophila. A percentagem relativamente a detecdo de L. pneumophila
corresponde a 6,13% (Figura 7). Pelo métodos molecular independente do cultivo,
158 amostras tinham o agente patogénico, o que corresponde a 14,03% das

amostras.

A Figura 7 apresenta, adicionalmente, resultados da pesquisa de Legionella
spp. (outras espécies de Legionella sem especificacdo), por RT-PCR. Em 2018,
foram analisadas 147 amostras para Legionella spp. A bactéria foi detetada em 139

casos, 0 que corresponde a 94,56% das amostras de agua testadas.

Na Figura 8 é visivel a comparacgdo entre os tipos de amostras em que foi
detetada a L. pneumophila. Pelo método cultural, das 69 amostras, 62 (89,85%)
correspondem a aguas de consumo humano, 5 (7,25%) a aguas de piscina e 2
(2,90%) a restantes tipos. Pela técnica de RT-PCR, das 158 detetadas, 141
(89,24%) sao aguas de consumo humano, 13 (8,23%) aguas de piscinas e 4
(2,53%) a outras aguas. A variacdo quanto ao tipo de aguas nao foi significativa, foi

semelhante entre ambos os métodos tendo em conta a percentagem.

Em duas amostras das 1126 analisadas (T18A1; T18A2), colhidas no mesmo
ponto de amostragem, L. pneumophila foi detetada apenas pelo método
dependente do cultivo. Os resultados pela técnica RT-PCR ficaram abaixo do limite
de detecdo (160 UG/L). As amostras pertencem a outras aguas, que correspondem

a aguas termais.
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Figura 7 2018 - Pesquisa e Quantificacéo de Legionella spp. e L. pneumophila por MC (UFC/L) e PCR (UG/L).
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Figura 8 Distribuig&o por tipo amostras positivas para L. pneumophila — 69 amostras positivas por MC e 158
amostras positivas por PCR.
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Em 2019, foram analisadas 1242 amostras, pelos dois métodos. Pelo
meétodo cultural a Legionella spp. foi detetada em 60 amostras, das quais 48 eram
L. pneumophila. A percentagem relativamente a detecdo de L. pneumophila
corresponde a 3,86%. Pela técnica de RT-PCR, a bactéria estava presente em 150

amostras (Figura 9), o que representa 12,08%.

A Figura 9 apresenta, adicionalmente, resultados da pesquisa de Legionella
spp., por RT-PCR. Em 2019, foram analisadas 379 amostras para Legionella spp.
A bactéria foi detetada em 294 casos, 0 que corresponde a 77,57% das amostras

de agua testadas para outras espécies de Legionella sem especificacao.

Da analise da Figura 10 é possivel fazer uma comparacao entre os tipos de
amostras em que foi detetada a L. pneumophila. Pelo método cultural, das 48
amostras positivas 43 (89,58%) corresponderam a aguas de consumo humano, 4
(8,33%) a aguas de piscinas e 1 a outro tipo de agua. Pela técnica de RT-PCR das
150 amostras positivas, 127 (84,67%) corresponderam a aguas de consumo
humano, 9 (6,00%) a aguas de piscinas e 14 (9,33%) a outro tipo de aguas 9,33%

de amostras.

Das 1242 amostras analisadas, na H19A1 a L. pneumophila foi detetada
apenas pelo método cultural. O resultado pela técnica RT-PCR, préximo do limite
de detecdo (160 UG/L), foi dado como “Nao Detetada”. A amostra corresponde a

uma amostra de agua de consumo humano.
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Figura 9 2019 - Pesquisa e Quantificacéo de Legionella spp. e L. pneumophila por MC (ufc/L) e PCR (UG/L)
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Figura 10 Distribuic&o por tipo amostras positivas para L. pneumophila - 48 amostras positivas por MC e 150
amostras positivas por PCR
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Resumidamente, entre 2017 e 2019, forram analisadas 3352 amostras para
L. pneumophila (Tabela 9), em média 1117 amostras analisadas foram analisadas
por ano. Pelo método cultural, L. pneumophila foi detetada em 170 amostras, 0 que
corresponde a 5,07%. Pela técnica de RT-PCR, a mesma bactéria foi detetada em
464 amostras. Uma analise dos resultados positivos obtidos ao longo dos 3 anos
revela que pelo método dependente do cultivo, L. pneumophila ndo foi detetada em
64% das 464 amostras positivas pela PCR em tempo real. A coeréncia na detecéo
de resultados entre os dois métodos corresponde em 36% das amostras.

A Tabela 8 revela que, pela técnica de RT-PCR, a L. pneumophila em média
foi detetada em 13,88% enquanto que o método cultural em 5,10%. E possivel
verificar que em média o método molecular independente do cultivo conseguiu
detetar a bactéria em mais 8,77% das amostras do que o método dependente do

cultivo.

O maior numero de amostras analisadas para a detecdo de Legionella
correspondeu ao ano de 2019. A percentagem de amostras positivas para L.
pneumophila, tendo em conta a média dos trés anos, foi a mais baixa tanto pelo

método cultural como pela RT-PCR (3,86% e 12,08%, respetivamente).

O ano de 2018 correspondeu ao ano em que foram detetadas mais amostras
positivas para L. pneumophila pelo método cultural e o ano de 2017 apresentou a

maior percentagem de L. pneumophila detetadas pela técnica de RT-PCR.

Tabela 8 Numero de amostras positivas para L. pneumophila em funcéo das amostras totais segundo PCR e
MC.

Total de amostras processadas N2 de amostras positivas para L. pneumophila

Ano para Legionella
MC Percentagem RT-PCR Percentagem I RT-PCR
2017 984 53 5,39% 156 15,85% 10,47%
2018 1126 69 6,13% 158 14,03% 7,90%
2019 1242 48 3,86% 150 12,08% 8,21%
Total 3352 170 5,07% 464 13,84%
Média 1117 57 5,10% 155 13,88% 8,77%
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4.3.1. Analise da monitorizacdo num mesmo local de amostragem
(2017-2019).

Os resultados provenientes dum ponto de amostragem acompanhado ao
longo de 3 anos foram analisados (Tabela 2). As amostras de agua de consumo
humano foram colhidas em diferentes compartimentos de um edificio. No total
foram recolhidas 57 amostras. O local foi vigiado, entre 3 a 4 vezes ao ano. Em
2017, forma analisadas 23 amostras, no ano de 2018 forma analisadas 14 amostras
e em 2019, a vigilancia continuou e foram analisadas 20 amostras de agua desse

local.

Das amostras de 2017, a quantificacdo de L. pneumophila n&o foi feita em
todas as amostras onde a bactéria foi detetada por RT-PCR. Das 23 amostras
examinadas, 3 (L17A7, L17B1 e L17B3) foram positivas para a presenca de L.
pneumophila pelo método cultural, o que corresponde a 13,04% e por RT-PCR, a

bactéria foi detetada em 12 amostras o que corresponde a 52,17%.

Em 2018, foram analisadas 14 amostras de agua. Ha& concordancia nos
resultados, entre os dois métodos. Nas amostras onde a L. pneumophila é detetada
por PCR a presenca da bactéria é verificada pelo método cultural. A bactéria
patogénica estava presente em 10 amostras, representa 71,43% das amostras
desse ano. Pelo método dependente do cultivo, 3 amostras apresentaram resultado
de >3.00x102° UFC/L. As amostras corresponderam a valores de quantificacdo por
RT-PCR como 8,14 x10* UG/L, 6,16 x103 UG/L, 8,13 x10*UG/L. A amostra L18A2
apresentou uma analise positiva para a presenca do agente patogénico, no entanto,

a sua quantificacao por RT-PCR foi inferior ao limite de quantificacao.

Em 2019, foram processadas 20 amostras, L. pneumophila foi detetada em
4 amostras (L19A4, L19B1, L19B2 e L19C1), corresponde a 29,82%. As trés
primeiras tiveram o crescimento maximo em meio de cultura e a Ultima apenas teve
20 UFCI/L. Pela técnica de RT-PCR, a bactéria foi detetada em 10 amostras o que
representa 50%. Das amostras 5 apresentaram uma quantificacdo, por RT-PCR,
inferior ao limite de quantificacdo. Segundo o método cultural nenhuma das

amostras estava contaminada por L. pneumophila.
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Tabela 9 Amostras provenientes para a vigilancia da L.pneumophila no mesmo edificio, ao longo de 3 anos
(2017-2019).

Ano

2017

2018

2019

Cédigo da amostra

L17A1

L17A2

L17A3

L17A4

L17A5

L17A6

L17A7

L17A8

L17A9

L1781

L17B2

L1783

L1784

L17B5

L17C1

L17c2

L17C3

L17C4

L17C5

L17D1

L17D2

L17D3

L17D4

L18A1

L18A2

L18A3

L18A4

L18A5

L18B1

L18B2

L18B3

L18B4

L18B5

L18B6

L18C1

L18C2

L18C3

L19A1

MC - L. pneumophila (ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
30
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
10
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
3.30x10
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
3.00x10°
2.50x10°
3.50x10°
>3.00x10°
1.20x10°
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
7.50 x10°
6.50 x10°
>3.00x10°
2.10x10°
>3.00x10°
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)

N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)

RT-PCR - L. pneumophila
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
Detetada
Detetada
Detetada
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
Detetada
Detetada
Detetada
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
Detetada
Detetada
Detetada
Detetada
Detetada
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
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5,40 x10°

1,80 x10*

1,70x10*
1,60 x10°
3,80x10°
2,00 x10°

2,60x10°

1,40 x10*
5,20 x10°
1,16 x10*
8,14 x10"

5,28 x10°

8,17 x10°
7,05 x10°
6,16 x10°
2,85x10°

8,13x10"

<608 (UG/L)



L19A2

L19A3

L19A4

L19A5

L19A6

L19B1

L1982

L19B3

L1984

L19B5

L19C1

L19C2

L19C3

L19C4

L19C5

L19C6

L19C7

L19C8

L19C9

N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
>3.00x10°
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
>3.00x10°
>3.00x10°
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
20
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)
N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)

N&o Detetada (LD = 10 ufc/L)

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

Detetada

Detetada

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

Detetada

Detetada

Detetada

Detetada

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

Detetada

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

Detetada

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

Detetada

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

Detetada

N3o Detetada (LD = 160 UG/L)

1,30 x10°

6,00 x10

1,64 x10°

3,91x10°

6,00 x10*

7,43x10°

8,57 x10°

5,72 x10?

4,34 x10°

1,68 x10

<608 (UG/L)

<608 (UG/L)

<608 (UG/L)

<608 (UG/L)

<608 (UG/L)

No que respeita a evolucdo da detecdo de L. pneumophila no local de

amostragem estudado (Figura 11), segundo o método cultural, ao longo dos 3 anos,

das 57 amostras testadas a primeira amostra em que foi detetada esta bactéria foi

L17A7, depois L17B1 e a seguir L17B3 (3.30X10% UCF/L).

As amostras que apresentaram teores mais altos segundo o0 mesmo método
foram L18A4, L18B4, L18B6, L19A4, L19B1 e L19B2 (todas com um valor superior
a 3.00x10% UCFI/L).
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Figura 11 Gréfico das 57 amostras testadas para L. pneumophila pelo método cultural.

Pelo método cultural, das 57 amostras 17 estavam contaminadas por L.
pneumophila, corresponde a 29,82% (Figura 12). Segundo este método 70,18%
das amostras estavam isentas de L. pneumophila.

m N3o Detetada (LD = 10 ufc/L)
m Detetada

Figura 12 Grafico que representa em percentagem as amostras Detetadas e Nao Detetadas pelo método
cultural para L. pneumophila
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Pela técnica de RT-PCR, o panorama é diferente. Segundo o método
molecular independentes do cultivo, mais de metade das amostras analisadas
(56,14%) estdo contaminadas pela bactéria L. pneumophila (Figura 13), o que
corresponde a 32 amostras, 25 amostras estavam isentas do agente patogénico.

m N3o Detetada (LD = 160 UG/L)
m Detetada

Figura 13: Gréfico que representa em percentagem as amostras Detetadas e Nao Detetadas por RT-PCR para
L. pneumophila
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4.4.Discussao

A pesquisa e quantificacdo de Legionella € exigida pelos 6rgéos reguladores,
no entanto, h4 duvidas na escolha do método de detecdo a usar. O método cultural
€ considerado o método padrédo, convencional, e a técnica de RT-PCR tem-se
mostrado uma alternativa promissora. (69) O objetivo deste estudo foi comparar
resultados obtidos pelo método dependente do cultivo e método molecular
independente do cultivo para a vigilancia de Legionella em 4guas. O estudo de L.
pneumophila apresenta dificuldades. Existem entraves na detecdo de organismos
viaveis mas nao cultivaveis (VBNC). O crescimento em placa desta bactéria é
baixo. O tratamento com biocidas leva a perda de crescimento nos meios de
cultura, reduzindo as concentragfes de L. pneumophila para niveis indetetaveis.
(108)

A maioria das amostras analisadas sdo de aguas de consumo humano e séo
as amostras em que a bactéria L. pneumophila foi mais detetada, o que indica que
a bactéria ocorre nos sistemas de agua tratada. (109) A presenca L. pneumophila
€ confirmada em aguas de piscina. (62) Os resultados dos anos 2018 e 2019
revelam a presenca da bactéria segundo os dois métodos. No entanto, nos
resultados de 2017, o método cultural ndo detetou contaminacdo por L.

pneumophila em aguas das piscinas ao contrario da técnica de PCR (Figura 6).

O método padrdo, dependente do cultivo permite o isolamento e a
quantificacdo de espécies cultivaveis de Legionella a partir de amostras de agua,
mas possui limitacdes. A técnica consome muito tempo, apesar de haver um padréo
de consenso internacional para dete¢cdo e enumeragdo (ISO 11731: 1998). O
crescimento excessivo de outras bactérias acompanhantes, a presenca de células
viaveis mas néo cultivaveis (VBNC), a perda de viabilidade de bactérias apos a
colheita da amostra e durante o tratamento da mesma (estadgio descontaminagéo
com calor ou acido), limitam o uso do método cultural. Os microrganismos expostos
a ambientes adversos, como a restricdo de nutrientes, stress oxidativo, calor,
irradiacdo UV, sofrem alteracdes fisiolégicas ou morfolégicas que dificultam a
detecdo e enumeracdo precisa de Legionella. (102,107) Apoés o tratamento térmico,
parte da populagéo de L. pneumophila entra no estado VBNC. A desinfe¢&o térmica
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€ comumente usada para impedir a proliferacdo de Legionella em sistemas de
agua. Em resposta ao stress, as populagdes de Legionella cultivaveis podem mudar
para um estado viavel mas ndo cultivavel. A importancia dessas células VBNC
Legionella é continuamente debatida. (68)

O método molecular, RT-PCR, permite a manipulacdo de um grande nimero
de amostras. (107) No entanto, até meados de 2019 a principal desvantagem do
seu uso era a incapacidade de avaliar a viabilidade das bactérias, ou seja, pela
técnica de PCR néo era possivel distinguir entre microrganismos viaveis e nao
viaveis, detetando apenas sua presenca ou auséncia. As bactérias viaveis sao
capazes de causar infecdes em seres humanos e sdo probleméticas a nivel de
saude publica. (110) O reagente do kit de detecao foi melhorado pelo fabricante, o
se pode ter refletido na ligeira diminuicdo da percentagem de detecdo em 2019,
valores abaixo da média dos trés anos avaliados (Tabela 8), isto porque, deixaram
de ser detetadas as bactérias ndo viaveis na técnica de RT-PCR. Em 2019, os
resultados obtidos pelo método cultural também estéo abaixo da média dos 3 anos.
O resultado revela a eficacia da vigilancia. A desinfecdo, esta a ter sucesso, a nivel
da descida da presenc¢a do microrganismo no local de amostragem avaliado, uma
vez que, a diminuicdo da contaminacg&o por L. pneumophila foi evidente segundo
os dois métodos, dependente do cultivo e molecular independente do cultivo.

Das amostras analisadas por PCR em tempo real para a pesquisa da
presenca de Legionella spp. ndo L. pneumophila, nos anos de 2018 e 2019, a
contaminagao foi detetada, respetivamente, em 94,56% e 77,57% dos casos
(Figura 7; Figura 9). As espécies de Legionella spp. sem especificacdo devem
receber maior consideracdo no diagndstico, pois apesar de L. pneumophila ser a
maior causadora de doenca do legionario, ndo é a Unica. Existem mais espécies

patogénicas para o ser humano (Tabela 10). (111,112)

Existe diferenca consideravel entre os resultados de RT-PCR e os resultados
segundo o método convencional para L. pneumophila nas amostras de agua. A
percentagem de detecéo para PCR é maior do que a obtidas pelo método cultural,
tanto nas amostras gerais obtidas nos 3 anos, como nas amostras provenientes do

ponto de amostragem estudado ao longo dos 3 anos. Elevadas concentragdes L.
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pneumophila na agua aumentam o risco de infecdo por este agente. (113) Um
método de detecdo eficaz é fundamental para a pesquisa e quantificacdo de
Legionella, pois 0 método dependente do cultivo pode levar até 14 dias para obter
um resultado, e os resultados sé@o variaveis (Tabela 9), o que indica uma baixa
recuperacdo. Por sua vez, a técnica de RT-PCR € mais rapida. No entanto, € de
frisar que 3 amostras (T18A1l, T18A2 e H19A1l) nas quais a L. pneumophila é
detetada apenas pelo método cultural. Uma das hipéteses que explica o resultado
é a colheita ter sido feita em 2 frascos de 1 litro, ndo sendo esta uma amostra
composta (colheu-se 1L para PCR e outro litro para o método cultural). A outra
hipbtese explicativa é a perda de material genético durante o procedimento da PCR,
pois as unidades gendmicas foram inferiores ao limite de detecdo (LD = 160 UG/L).
(114)

Quanto ao ponto de amostragem acompanhado durante os 3 anos, 0S
resultados mostram que em 2017 L. pneumophila, segundo o método cultural é
detetada em 3 amostras, e segundo RT-PCR em 12 amostras. Como a
guantificacdo de UG néo foi feita em todos as amostras onde a bactéria foi detetada

por PCR, é dificil a comparacédo, mas a presenca do microrganismo € clara.

As 6 amostras (L18A4, L18B4, L18B6, L19A4, L19B1 e L19B2) segundo a
quantificacdo de L. pneumophila, pelo método dependente do cultivo, € superior a
3,00x10% UFC/L. Os valores da quantificacdo por RT-PCR, das respetivas amostras
variam a nivel exponencial das unidades genémicas por litro (8,14 x10%, 6,16 x1083,
8,13 x104, 1,30 x108, 1,64 x108, 3,91 x10°). O que torna dificil a comparacédo dos
resultados dos dois métodos. Semelhante acontece com outras amostras quando
as UFC sao comparadas com as UG. O enorme obstaculo em termos legislativos é
a falta de correlacédo entre unidades genomicas e as unidades formadoras de
colonias, ainda ndo é possivel a comparacdo dos resultados obtidos pelos dois
métodos, os resultados inferiores ao LD, pela técnica RT-PCR séo equivalentes
aos resultados “Auséncia de DNA”. (105) Em termos legislativos, ndo é possivel a
utilizagdo do método molecular independente do cultivo como um Gnico metodo de

pesquisa devido a falta de correlacdo com o método cultural convencional.
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Os resultados do ano de 2019 mostraram que a incidéncia de Legionella
diminuiu o que leva a assumir a eficiéncia da vigilancia feita pelas autoridades de
saude. A continuagcdo do programa de vigilancia para Legionella e a utilizacdo de
técnicas complementares para a detecdo deste agente patogénico é fundamental.
Desta forma, o diagnostico € muito mais fidedigno. A revisdo das diretrizes é
importante, devido as lacunas ainda existentes, uma vez que, o método tradicional
esta enraizado e é obrigatorio. Apesar de ainda haver alguma discusséo acerca da
comparacao dos resultados obtidos pelos dois métodos referidos (cultural versus
RT-PCR), estes podem ser usados de uma forma expedita e complementar na
analise de amostras ambientais. O RT-PCR deve ser a primeira escolha sempre
que é necessario um resultado rapido. Este método é capaz de gerar resultados
definitivos em menos de 12 horas, 0 que se traduz numa mais valia em situagdes
de risco. As amostras positivas para Legionella, por PCR em tempo real devem ser
confirmadas pelo método cultural, o que permitira complementar a identificacao da
espécie e serogrupo da Legionella em causa. E de salientar a importancia de
comecar a estudar novas espécies causadoras de infec6es por Legionella, para

além da L. pneumophila tais como as referidas ma Tabela 10.

Tabela 10 Outras espécies de Legionella patogénicas para o ser humano. (57)

Espécies de Legionella patogénicas para o ser humano
L. anisa L. dumoffit

L. birminghamensis L. feeleti

L. bozemanii L. gormanii

L. cincinnatiensis L. hackeltae

L. israelensis L. jordanis

L. longbeachae L. maceachernii
L micdadet L. oakridgensts
L. parisiensts L. pneumophila
L. samthelenst L. santicrucis

L. tucsonensis L. wadsworthti
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4.5.Consideracdes Finais e Perspetivas Futuras

A partir da andlise dos resultados laboratoriais obtidos nos tés anos é
possivel tirar algumas conclusées. A contaminacdo determinada pelo método
cultural ndo reflete a verdadeira escala do problema. O estado do VBNC é
considerado uma estratégia de sobrevivéncia a longo prazo da maioria das
bactérias Gram-negativas com um programa especifico de diferenciacao. O estado
do VBNC ¢é visto como um estado lesionado do qual as células podem recuperar.
Nesse estado, as bactérias param de crescer em meio de cultura, mas mantém
certas caracteristicas das células viaveis, como atividade metabdlica, integridade

da membrana e, mais controversamente discutida, viruléncia. (59)

Dada a frequéncia de L. pneumophila na agua, a viruléncia do organismo e
o facto da dose infeciosa ser baixa, € esperado um nimero muito maior de infecbes
do que realmente acontece. Portanto, € possivel que existam outros determinantes
ainda desconhecidos da infecdo. (57) A presenca de Legionella VBNC pode levar
a resultados enganosos em relacdo ao sucesso de uma medida de controlo. (102)
A presenca de L. pneumophila na dgua nao significa que a doenca do legionério
ocorra. No entanto, uma vigilancia regular de Legionella spp. em sistemas de agua
naturais e artificiais € cada vez mais importante numa tentativa de evitar casos de

doenca dos legionarios. (115)

As diretrizes da OMS, da UE e da DGS exigem uma avaliagcdo de risco
adequada e suficiente e uma inspecdo regular da avaliacdo nas alteracdes
necessarias para manter vigilancia de Legionella. E necessario um melhor
entendimento da epidemiologia da doenga dos legionarios para aprimorar a
identificacdo de nichos ambientais, melhorar a avaliacdo de riscos, a investigacao
e o controlo de casos e surtos, aléem de priorizar recursos. As técnicas moleculares
rapidas sdo necessdarias para um diagnostico laboratorial com alto poder
discriminatorio para confirmar fontes ambientais e controlar surtos. A identificagéo
e avaliacdo da ameaca de Legionella em sistemas de agua e implementacdo de
medidas adequadas de desinfecdo, manutencdo destes sistemas de agua e
reconhecer o0s riscos. (116) A resisténcia em estirpes ambientais deve ser

sistematicamente investigada e novas alternativas de tratamento devem ser
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encontradas. Atualmente, existe a discussao sobre o significado e a relevancia para
a salde do estado de Legionella VBNC. (68) E fundamental uma revisdo das
diretrizes. A falta de correlagdo entre os resultados dos testes e o risco a saude
humana ja foi previamente reconhecida. (102) As necessidades futuras sdo a
pesquisa da ecologia de Legionella spp. para entender melhor a viruléncia e os
riscos de doencas das diferentes formas do ciclo de vida e patogénese do agente
causador da DL. (116)

Em suma, os métodos atuais de pesquisa e avaliacdo de risco também séo
desajustados. E, urgentemente, necessario um melhor entendimento da
epidemiologia da doenca dos legionérios para aperfeicoar a identificacao de nichos
ambientais, melhorar a avaliacao de riscos, a investigacao e o controlo de casos e
surtos, além de priorizar recursos. Técnicas moleculares rapidas sdo necessarias
para um diagnaostico laboratorial, e novos ensaios de genotipagem com alto poder
discriminatorio para confirmar fontes ambientais e controlar surtos também sé&o
importantes. Estudos futuros na exposicdo da patogenicidade das espécies de
Legionella ndo L. pneumophila sdo necesséarios para avaliar o seu potencial

significado na saude publica.
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