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RESUMO

As espécies de Legionella apresentam um caracter ubiquo, encontrando-se presentes
tanto em ambientes aquaticos naturais como em sistemas de agua artificiais construidos

pelo ser humano.

A espécie Legionella pneumophila ¢ a mais associada as infegdes humanas, sendo
transmitida através de micro aerossdis contaminados que sdo acidentalmente inalados ou
aspirados pelos seres humanos. Estes aerossdis sdo gerados a partir de fontes
contaminadas pelas bactérias, principalmente em equipamentos ou sistemas de agua

artificiais que garantem as condigoes ideais para a sua sobrevivéncia e proliferagao.

No meio ambiente, estas bactérias desenvolvem mecanismos capazes de garantir a
sua sobrevivéncia e proliferacdo através da integracdo em biofilmes ou da invasdo e
replicag@o no interior de varios protozoarios, sendo consideradas bactérias intracelulares
facultativas. Os mecanismos adquiridos pelas bactérias durante a invasao e replicacdo nos
protozoarios desempenham um papel evolutivo que permite a infecdo e adaptacido ao
meio intracelular das células humanas, como os macrofagos alveolares, desencadeando

assim infeg¢des bacterianas como a Doenca dos Legiondrios ou a Febre de Pontiac.

Devido 4 transmissdo de Legionella estar fortemente associada aos equipamentos e
sistemas de d4gua artificiais, ¢ necessario realizar um monitorizagdo regular das
concentragdes de Legionella presentes nestes sistemas, bem como implementar varias
medidas de desinfe¢do e controlo rigorosas que permitam impedir a sua presenga €
proliferacdo. Assim serdo descritas e analisadas as técnicas utilizadas para a detecdo e
quantifica¢do de Legionella presentes nos varios sistemas suscetiveis 4 sua transmissao,
bem como as medidas de controlo, desinfe¢do e prevencao utilizadas para impedir ou

diminuir a presenca nestes sistemas.

Palavras-chave: Legionella; Proliferagdo; Transmissao; Controlo;






ABSTRACT

Legionella species have a ubiquitous character, being present in natural aquatic

environments as well as in human-made artificial water systems.

The species Legionella pneumophila is the most associated with human infections,
being transmitted through contaminated micro aerosols that are accidentally inhaled or
aspirated by human beings. These aerosols are generated from sources contaminated by
the bacteria, especially in artificial water systems and equipment that guarantee the ideal

conditions for their survival and proliferation.

In the environment, these bacteria develop mechanisms capable of ensuring their
survival and proliferation through the integration into biofilms or the invasion and
replication inside several protozoa, being considered facultative intracellular bacteria.
The mechanisms acquired by the bacteria throughout the invasion and replication in
protozoa, play an evolutionary role that allows the infection and adaptation to the
intracellular environment of human cells, such as alveolar macrophages, thus triggering

bacterial infections such as Legionnaires’ Disease or Pontiac Fever.

Due to the transmission of Legionella being strongly associated with artificial water
systems and equipment, it is necessary to regularly monitor the concentrations of
Legionella present in these systems, as well as to implement several strict disinfection
and control measures to prevent their manifestation and proliferation. Thus, in this work,
it will be described and analyzed the techniques used for the detection and quantification
of Legionella present in the numerous systems susceptible to its transmission, as well as
measures of control, disinfection and prevention to prevent or diminish the presence in

these systems.

Keywords: Legionella, Proliferation; Transmission; Control
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1) Caraterizaciao do Género Legionella

O género Legionella ¢ o unico pertencente 4 familia Legionellaceae (Burillo,
Pedro-Botet, & Bouza, 2017), por sua vez a familia Legionellaceae pertence 4 subdivisao
gama das Proteobactérias e esta inserida na ordem Legionellales (Palusinska-Szysz &
Cendrowska-Pinkosz, 2009).

Anteriormente alguns investigadores propuseram a divisdo da familia
Legionellaceae em 3 géneros distintos, sendo eles os géneros Legionella, Fluoribacter e
Tatlockia, de acordo com os baixos valores de hibridagdo do DNA entre algumas espécies
de Legionella. No entanto, investigagdes posteriores verificaram através da analise da
sequéncia 16S do RNA ribossomal, que todas as espécies estdo cerca de 95 %
relacionadas entre si, refutando assim esta divisao (Khodr et al., 2016).

Os microrganismos do género Legionella sdo bacilos gram-negativos,
estritamente aerdbios, ndo esporulados, geralmente moéveis por um, dois ou até mais
flagelos laterais ou polares, contudo existem algumas estirpes que ndo apresentam
mobilidade (Guyard & Low, 2011). As suas dimensdes variam entre 2 e 20 um de
comprimento e entre 0.3 a 0.9 um de largura, possuindo a forma de bastonete (World
Health Organization, 2007). Estas bactérias necessitam de condi¢des especiais de
crescimento, como a temperatura compreendida entre 25 °C e 42 °C, sendo que a sua
temperatura 6tima de crescimento ronda os 35 °C (Borella, Guerrieri, Marchesi, Bondi,
& Messi, 2005; Richards, Von Dwingelo, Price, & Abu Kwaik, 2013) , necessitam
também de niveis de pH compreendidos entre os valores de 5,5 e 9,2 (Springston &
Yocavitch, 2017). Estas bactérias crescem in vitro no meio agar BCYE (Buffered
Charcoal Yeast Extract) enriquecido com sais de ferro e L-cisteina, € sdo urease negativa,
catalase positiva e nitrato negativa (Subbaram, Kannan, & Masadeh, 2016).

Apresentam um caracter ubiquo, geralmente associadas aos ambientes de dgua
doce naturais e aos equipamentos e sistemas de agua de origem humana especialmente
em agua estagnada, com excecao da espécie Legionella longbeachae que pode ser
encontrada nos solos e em substratos de compostagem utilizados na jardinagem (Gomez-
Valero, Rusniok, & Buchrieser, 2009; Thornley et al., 2017). No ambiente, estdo

fortemente associadas a biofilmes naturais e sdo bactérias intracelulares facultativas
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LEGIONELLA: TRANSMISSAO E CONTROLO

capazes de se replicar e sobreviver no interior de varios protozoarios como a
Acanthamoeba, Hartmannella e Naegleria (Eisenreich & Heuner, 2016), possuindo
também a capacidade de se replicarem nos macréfagos alveolares humanos
desencadeando infe¢des bacterianas nos pulmdes como ¢ o caso da Doenca dos

Legionarios ou a Febre de Pontiac (Rodriguez-Martinez et al., 2015) .

1.2) Espécies e Serogrupos associados ao Género Legionella

A primeira espécie do Género Legionella a ser identificada e descrita foi a
Legionella pneumophila, que continua a ser a espécie patogénica mais frequentemente
isolada em humanos com infegdes bacterianas associadas a Legionella (legioneloses),
sendo as mais frequentes a Doenga dos Legionarios e a Febre de Pontiac (Palusinska-
Szysz & Cendrowska-Pinkosz, 2009). Esta espécie foi identificada e caraterizada pela
primeira vez em 1977 por dois investigadores do CDC, Joseph McDade e Charles
Shepard, ap6és um surto de pneumonia ocorrido durante a convengdo da Legido
Americana no hotel Bellevue Stratford, em Filadélfia, no qual 221 participantes
adoeceram, dos quais 34 acabariam mesmo por falecer (Janda, 2010).

Atualmente encontram-se identificadas 59 espécies, 3 subespécies e mais de 70
serogrupos da familia Legionellaceae, com tendéncia para que estes nimeros continuem
a aumentar progressivamente com o decorrer do tempo e com a evolugdo dos métodos de
diagnéstico (Burillo et al., 2017; Montagna et al., 2017; Springston & Yocavitch, 2017) .

Todas as espécies de Legionella identificadas foram isoladas a partir de amostras
ambientais, e cerca de 30 sdo consideradas patogénicas por causarem infe¢cdo nos seres
humanos, principalmente no trato respiratério inferior (Burillo et al., 2017). Apesar de
cerca de metade das espécies de Legionella ainda ndo estarem associadas a infegodes
humanas, i1sso pode dever-se ao facto da sua prevaléncia no meio ambiente ser demasiado
baixa (Springston & Yocavitch, 2017).

Das 59 espécies identificadas a mais relevante em termos clinicos € Legionella
pneumophila, pois € o agente etiologico responsavel por cerca de 90 % dos casos de
Doenga dos Legionarios na Europa e nos Estados Unidos da América, principalmente a
Lp1 que ¢ a responsavel por cerca de 80 % destes casos (Springston & Yocavitch, 2017).
Existem também outras espécies que possuem alguma relevancia clinica como a

Legionella micdadei, Legionella bozemanae, Legionella dumoffii, e a Legionella
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longbeachae que causa cerca de 30% dos casos de Doenca dos Legionarios na Australia
e na Nova Zelandia (Ashbolt, 2015; Currie & Beattie, 2015)

Relativamente aos mais de 70 serogrupos descritos, 16 pertencem & espécie
Legionella pneumophila, e 2 a cada espécie de Legionella bozemanae, Legionella
longbeachae, Legionella feeleii, Legionella hackeliae, Legionella sainthelensi,
Legionella spiritensis, Legionella erythra e Legionella quinlivanii, sendo que as restantes
espécies apresentam apenas um Unico serogrupo associado (Palusinska-Szysz &
Cendrowska-Pinkosz, 2009).

Quanto as 3 subespécies pertencentes a familia Legionellaceae foram
identificadas e descritas por, Brenner e colaboradores (1988) subdividindo a espécie
Legionella pneumophila em Legionella pneumophila subsp. fraseri, Legionella

pneumophila subsp. pascullei e Legionella pneumophila subsp. pneumophila .

1.3) Fatores que influenciam o crescimento de Legionella

O crescimento e a proliferagdo das bactérias Legionella sao influenciados por
varios fatores como a presenca de nutrientes, as interagdes com outros microrganismos,

a temperatura e o pH.

A presenca de nutrientes ¢ um dos requisitos fundamentais para o crescimento
destas bactérias, sendo a sua disponibilidade extremamente importante no ciclo de vida
das espécies de Legionella (Wood, Newton, Latomanski, & Newton, 2015). A elevada
disponibilidade de nutrientes vai permitir que as bactérias Legionella entrem na fase
replicativa, permitindo assim um répido crescimento e proliferacdo (Wood et al., 2015).
Os aminoacidos sdo considerados a sua principal exigéncia nutricional, funcionando
como fonte de energia e carbono que permite a sua replicagdo e crescimento (Manske &
Hilbi, 2014; Nogueira, Utecht, Exner, Verstraete, & Rosenwinkel, 2016; World Health
Organization, 2007).

No meio ambiente a quantidade de nutrientes existentes € muito baixa para que as
bactérias Legionella se consigam replicar livremente, pelo que estas bactérias tiveram a
necessidade de desenvolver mecanismos para conseguirem obter nutrientes, como ¢ o
caso da sua integracdo em biofilmes ou da invasdo e replica¢do no interior de protozoarios

(Borella et al., 2005; Lau & Ashbolt, 2009).
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A interacao das bactérias Legionella com outros microrganismos, principalmente
com protozodrios, como a Acanthamoeba, Tetrahymena, Naegleria e Hartmannella,
verificou-se fundamental para o crescimento e sobrevivéncia da Legionella no meio
ambiente (Khodr et al., 2016). As bactérias Legionella desenvolveram a capacidade para
sobreviver e multiplicar no interior destes protozoarios, revelando uma boa capacidade
de adaptacdo ao seu meio intracelular. Para além das condi¢des favoraveis para a
multiplicagdo intracelular, os protozoarios também garantem prote¢do as bactérias
evitando o contacto com os biocidas e com as condicOes adversas a sua sobrevivéncia. A
interacdo entre Legionella e os protozoarios € extremamente importante para a

sobrevivéncia e proliferacdo de Legionella no meio ambiente (Borella et al., 2005).

A temperatura e o pH sdo também fatores muito importantes no que diz respeito
ao crescimento das espécies de Legionella. No caso de Legionella pneumophila
geralmente cresce e replica-se a temperaturas compreendidas entre os 25 °C e 42 °C, com
a temperatura de crescimento ideal a ser aproximadamente 35°C (Bédard et al., 2015;
Borella et al., 2005; Richards et al., 2013). Quando as temperaturas sdo superiores a 60°C
verifica-se que Legionella pneumophila ¢ incapaz de sobreviver, contudo a temperaturas
inferiores a 25°C estas bactérias conseguem sobreviver por algum periodo de tempo, mas
ndo apresentam crescimento (Borella et al., 2005; Springston & Yocavitch, 2017). Quanto
aos niveis de pH, Legionella pneumophila apenas apresenta crescimento em valores de
pH situados entre 5,5 e 9,2 (Springston & Yocavitch, 2017). Num estudo realizado por
Subbaram e colaboradores (2016) constatou-se que todas as bactérias de Legionella
isoladas apresentaram um melhor crescimento no intervalo de pH entre 6 e 8, e que as
bactérias Legionella pneumophila demonstraram um elevado crescimento a temperaturas
entre 25°C e 45°C, ndo existindo qualquer crescimento a temperaturas superiores a 45°C

e inferiores a 25°C.

As bactérias do género Legionella, tal como outras bactérias gram-negativo,
quando se encontram sob condi¢des de stress como € o caso da escassez de nutrientes,
mudangas de temperatura ou alteragdes de pH, que sdao desfavordveis para a sua
sobrevivéncia e crescimento conseguiram desenvolver uma estratégia metabolica que
lhes permite ficar num estado viavel, mas ndo cultivavel, designado de VBNC. O estado
VBNC ¢ uma estratégia temporaria na qual as células possuem a capacidade de se adaptar

fisiologicamente as condi¢des desfavoraveis ocorrendo alteragdes ao nivel da expressao
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

dos genes. Quando as condigdes forem favoraveis ao seu crescimento estas células sao
capazes de recuperar, sendo assim o VNBC um estado reversivel (Borella et al., 2005;

Kirschner, 2016).

No que se refere ao crescimento in vitro estas bactérias ndo apresentam
crescimento nos meios de cultura habitualmente utilizados em laboratério. O meio de
cultura indicado para o isolamento e crescimento das espécies do género Legionella é o
agar BCYE enriquecido com sais de ferro e L-cisteina (Gomez-Valero et al., 2009). O
meio de cultura agar BCYE ¢ incubado durante 3 a 5 dias & temperatura de 35° C, com
pH entre 6,7 ¢ 6,9, e com a presenca de agentes antimicrobianos, adicionados com o
intuito de inibirem o crescimento de fungos e bactérias diferentes do género Legionella
(Burillo et al., 2017; Veenendaal, Brouwer-Hanzens, & van der Kooij, 2017). O agar
BCYE ¢ um meio de cultura tamponado, constituido por extrato de levedura, carvao e o-
cetoglutarato, sendo considerado um meio de cultura seletivo e diferencial, pois permite
o isolamento e a identificagdo das espécies do género Legionella a partir de amostras

ambientais, principalmente amostras de 4gua (Veenendaal et al., 2017).
1.4) Biofilmes

Os biofilmes consistem em comunidades microbianas complexas, onde os
microrganismos estdo incorporados numa matriz extracelular, que lhes providencia

estabilidade, estrutura, nutrientes e protecao (World Health Organization, 2007).

Os microrganismos, incluindo Legionella, integram biofilmes com o intuito de
resistir a condi¢des adversas, como temperaturas extremas ou a escassez de nutrientes,
tornando-se assim uma resposta bacteriana perante as condi¢cdes ambientais envolventes,
contribuindo para a sua sobrevivéncia e proliferacdo (Abdel-Nour et al., 2013). Os
biofilmes facilitam as trocas de nutrientes e de gases, funcionando simultaneamente como
protecao para os microrganismos contra os biocidas, alteragdes de temperatura e métodos
fisicos de remog¢ao (World Health Organization, 2007), apresentam também um carécter
dindmico que proporciona um maior crescimento e sobrevivéncia aos microrganismos
que lhes estdo associados. Por todas estas razdes verifica-se que os biofilmes sdo a
comunidade microbiana que apresenta maior prevaléncia nos ambientes naturais

(Declerck, 2010).
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A formacao de biofilmes pode ocorrer por suspensao em fluidos, como ¢ o caso
dos biofilmes flutuantes, ou através da ligacao a uma superficie ou substrato. Os biofilmes
flutuantes encontram-se geralmente associados a ambientes aquaticos naturais e alterados
pelo homem, com tendéncia a desenvolverem-se em zonas de reduzido fluxo de dgua, ou
mesmo aguas estagnadas. Apresentam entre 30 a 300 um de espessura, e englobam
numerosos microrganismos, alguns dos quais patogénicos para o ser humano como
Legionella pneumophila, Salmonella spp, Escherichia Coli, Vibrio cholerae ¢
Pseudomonas fluorescens (Declerck, Behets, van Hoef, & Ollevier, 2007). O distarbio
dos referidos biofilmes, quer por meios naturais ou humanos, pode desencadear o
desenvolvimento e a libertagdo de aerossoéis através dos quais poderd ocorrer a
transmissdo de microrganismos patogénicos para o ser humano, como ¢ o caso de

Legionella pneumophila (Declerck, 2010).

Relativamente a Legionella pneumophila, no meio ambiente integra biofilmes
previamente estabelecidos por outros microrganismos, sendo frequente a sua presenca em
biofilmes de multiplas espécies, dai a interagdo com outros microrganismos ser um dos
fatores mais influentes para a colonizagao e persisténcia no meio ambiente (Abdel-Nour
et al.,, 2013; Declerck, 2010). Dos microrganismos presentes, 0os protozodrios sao
incontestavelmente um dos mais preponderantes para a colonizagdo de Legionella
pneumophila desempenhando um papel fundamental no ciclo de vida, garantindo a sua
replicagdo ambiental e sobrevivéncia. Verifica-se assim uma relagdo direta entre a
quantidade de Legionella pneumophila e a presenga de protozodrios nos biofilmes
(Abdel-Nour et al., 2013). Por sua vez nos biofilmes de multiplas espécies também se
encontram bactérias que possuem a capacidade de inibir o crescimento de Legionella
pneumophila, num estudo realizado por Guerrieri e colaboradores (2008) constatou-se
que algumas das bactérias testadas, principalmente a bactéria Pseudomonas fluorescens,
tinham a capacidade de inibir o desenvolvimento e o crescimento de Legionella

pneumophila nos respetivos biofilmes.

No meio ambiente, existem bactérias capazes de desenvolver biofilmes de apenas
uma espécie, como Salmonella enteritidis, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio cholerae, Burkholderia cepacia e Streptococcus gordonii (Declerck,
2010). No que se refere Legionella pneumophila, verificou-se que apenas consegue

formar biofilmes de uma espécie in vitro (figura 1), com condi¢des especiais de
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crescimento e inoculada em meio de cultura agar BCYE (Abdel-Nour et al., 2013;

Declerck, 2010).

Figura 1- Biofilme de Legionella pneumophila de apenas uma espécie marcado com DNA Syto62 (retirado

de Abdel-Nour et al., 2013).

1.5) Manifestacoes clinicas

Um grande niimero das bactérias do género Legionella apresenta patogenicidade
para o ser humano, estando associadas a infe¢des bacterianas principalmente do trato
respiratorio inferior, designadas frequentemente com o termo “legioneloses” (Burillo et

al., 2017; Palusinska-Szysz & Cendrowska-Pinkosz, 2009).

A Doenga dos Legionarios e a Febre de Pontiac sdo consideradas as principais
legioneloses, apresentando carateristicas distintas (Tabela 1), sendo que a Doenga dos
Legionarios consiste numa pneumonia bacteriana potencialmente fatal, e a Febre de
Pontiac numa doenga gripal ligeira, sem o desenvolvimento de pneumonia (Burillo et al.,
2017; Kirschner, 2016). Para além das duas infecdes acima referidas podem também
ocorrer, em casos esporadicos, infegdoes bacterianas extrapulmonares desencadeadas por
Legionella. A legionelose extrapulmonar ocorre especialmente em doentes extremamente

imunodeprimidos, verificando-se a presenca de Legionella em casos de pancreatite,
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pielonefrite, endocardite, miocardite e pericardite, sendo o coracdo o Oérgao
extrapulmonar mais afetado (Corrales-Medina, Musher, Shachkina, & Chirinos, 2013;

World Health Organization, 2007).

Tabela 1- Carateristicas principais da Febre de Pontiac e da Doenga dos Legionarios (adaptado de World

Health Organization, 2007).

Carateristicas Febre de Pontiac Doenca dos Legionarios

Periodo de incubagao 5 horas — 3 dias (frequente 2 — 10 dias

entre 24 — 48horas)

Tempo de duracio 2 — 5 dias Viérias semanas

Entre 0.1-5% na populacao
Taxa de incidéncia Superior a 95% geral

Entre 0.4-14% nos

hospitais
Geralmente nao provoca Provoca Mortalidade,
Mortalidade mortalidade dependendo da
susceptibilidade
Febre alta
Doenga gripal Dores de cabecga
Febre alta Perda de forga
Sintomas Dores de cabega Tosse seca
Dores musculares Vomitos e nquseas
Dispneia Diarreia
Tosse seca Dificuldades respiratorias

Insuficiéncia renal

A Doenga dos Legionarios consiste numa pneumonia bacteriana grave, que ¢
originada através da inalagdo ou aspiracdo de aerossois gerados a partir dos diversos
reservatorios onde se encontram as bactérias Legionella (Mercante & Winchell, 2015).
Normalmente apresenta um periodo de incubagdo variavel entre os 2 e os 10 dias apds a

exposicao, sendo em termos clinicos praticamente indistinguivel de pneumonias
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desenvolvidas por outros agentes etiologicos (Palusinska-Szysz & Cendrowska-Pinkosz,
2009), apresentando como sintomas mais prevalentes o aparecimento de tosse seca e leve,
dificuldades respiratorias, febre alta, perda de apetite, dores de cabeca, diarreia e dores
musculares (Guyard & Low, 2011). Os idosos, fumadores, imunodeprimidos e individuos
com a presenca de doencas pulmonares cronicas sdo 0s que apresentam maior
suscetibilidade a Doenca dos Legionarios (Eisenreich & Heuner, 2016). As complicacdes
mais frequentes sdo insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia respiratoria e faléncia de
varios orgaos, podendo mesmo ser fatal em casos mais graves (World Health

Organization, 2007).

A Febre de Pontiac caracteriza-se por ser uma doenca gripal ligeira, aguda e
autolimitada sem a ocorréncia de pneumonia, ndo estando associada a casos de
mortalidade. Apresenta um reduzido periodo de incubagao que varia entre 5 horas e 3
dias, possuindo um tempo de duracdo entre os 2 e os 5 dias (Phin et al., 2014). Os sintomas
sdo muito semelhantes aos de uma gripe, ocorrendo febre, mialgia, dores de cabega, dores
de garganta, arrepios, mal-estar, tosse e nauseas (Palusifiska-Szysz & Cendrowska-
Pinkosz, 2009). A Febre de Pontiac apresenta uma elevada taxa de incidéncia, ao afetar
cerca de 95% das pessoas expostas. O tratamento utilizado ¢ apenas realizado para alivio
sintomatico, sendo pouco frequente o aparecimento de complicacdes (World Health

Organization, 2007).
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CAPITULO 2 - TRANSMISSAO DE LEGIONELLA
2.1) Reservatorios naturais e artificiais

As espécies de Legionella apresentam um caracter ubiquo, estando presentes tanto
em ambientes naturais, como em sistemas de agua artificiais construidos pelo Homem
(Bodet, Sahr, Dupuy, Buchrieser, & Héchard, 2012; Montagna et al., 2017).

Os reservatorios naturais consistem essencialmente em ambientes de dgua doce
como rios, lagos, lagoas, aguas termais e também nos solos, onde a espécie Legionella
longbeachae tém sido detetada e isolada. Para além dos reservatorios naturais, os
microrganismos Legionella também estdo presentes em diversos sistemas de agua
artificiais construidos pelo Homem, tais como: sistemas de distribui¢do de dgua potavel,
fontes, chuveiros, torres de refrigeragao, sistemas de ar condicionado ou sistemas de dgua
quente (Guyard & Low, 2011; Montagna et al., 2017).

Apesar de existirem todos estes variadissimos reservatorios, € sabido que estas
bactérias necessitam de condi¢des especiais de crescimento, condigdes essas que sao mais
propicias de serem encontradas nos sistemas artificiais do que nos ambientes naturais,
existindo assim um maior crescimento e uma maior concentracdo de Legionella nos
sistemas artificiais desenvolvidos pelo Homem, do que nos proprios reservatorios
naturais (Guyard & Low, 2011; Moore & Walker, 2014) . Um grande exemplo € o caso
da temperatura, pois sabendo que a temperatura 6tima de crescimento de Legionella esta
compreendida entre os 25 ° C e os 42 ° C, verifica-se que os sistemas artificiais de agua
quente poderao garantir condi¢des de crescimento ideais (Bédard et al., 2015).

Sabendo que os sistemas de agua produzidos pelo Homem, principalmente os que
sdo mal concebidos, instalados e monitorizados, podem proporcionar condi¢des
favoraveis de crescimento € um aumento repentino na concentragdo de Legionella, estes
sistemas podem assim atuar como focos de infe¢do para os seres humanos (Moore &
Walker, 2014). Por sua vez os reservatorios naturais raramente estdo associados a focos
de infecdo de Legionella, pois as condi¢cdes existentes no meio ambiente ndo permitem
que ocorra uma elevada proliferacdao, sendo a Uinica exce¢do as aguas termais onde

geralmente as temperaturas rondam os 35 °C (Declerck, 2010).
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Foram j& descritas e identificadas varias fontes de Legionella que tém sido

confirmadas como focos de infe¢ao, sdo elas (Van Heijnsbergen et al., 2015):

e Sistemas de distribuicdo de dgua potavel,

e Torres de refrigeragao e humidificadores;

e Banheiras de hidromassagem, chuveiros ¢ spas;

e Substratos de compostagem,;

e Fontes de agua recreativas;

e Aguas termais;

e  Aguas residuais;

e Sistemas de ar condicionado;

e Liquido de refrigera¢do e maquinas de gelo;

e Equipamentos médicos e de unidades dentarias;

Muitas outras fontes quer artificiais quer naturais ndo foram confirmadas como
focos de infe¢do, contudo podem desempenhar um papel importante na transmissao
destas bactérias (Van Heijnsbergen et al., 2015).

De salientar ainda que os sistemas que apresentam maior risco para a transmissao
das bactérias sdo os que possuem a capacidade de gerar aerossoéis, de entre os quais se
destacam as torres de refrigeracdo, que sdo consideradas a principal fonte de infe¢ao pois
possuem a capacidade de originar grandes quantidades de aerossois durante elevados
periodos de tempo e dispersa-los por longas distancias a partir de uma fonte de agua
aquecida que podera estar contaminada com bactérias Legionella (Prussin, Schwake, &

Marr, 2017).

2.2) Mecanismos de transmissio

Como ja foi referido anteriormente a espécie Legionella pneumophila ¢
considerada a mais patogénica pois € responsavel por cerca de 90% dos casos de Doenca
dos Legionarios nos Estados Unidos da América e na Europa. Por essa razdo tem sido a
espécie do género Legionella mais observada e estudada, conhecendo-se mais
profundamente o seu mecanismo de transmissao, bem como o seu ciclo de vida ambiental

e intracelular.

24



CAPITULO 2- TRANSMISSAO DE LEGIONELLA

A transmissao das bactérias Legionella pneumophila para os seres humanos
ocorre através da inalagdo ou aspiracdo de aerossois contaminados que sdo gerados a
partir dos diversos sistemas artificias de a4gua construidos pelo ser humano, como ¢ o
caso dos sistemas de distribuicao de dgua potavel, torres de refrigeragdo e sistemas de ar

condicionado (Phin et al., 2014).

A formagdo de aerossois ¢ considerada fundamental para a transmissdao de
Legionella pneumophila, sendo que o seu tamanho também possui uma grande
importancia, pois 0s aerossois necessitam de ser consideravelmente pequenos para que
ocorra a deposi¢cdo nos alvéolos pulmonares e suficientemente grandes para conter as
bactérias virulentas (Allegra et al., 2016), verificando-se que o tamanho para as particulas
serem depositadas na zona alveolar varia entre 1 ¢ 5 pm (Hines et al., 2014). Apods
atingirem os alvéolos pulmonares, as bactérias vao sobreviver e proliferar no interior dos
macrofagos alveolares, desencadeando assim infe¢des bacterianas como a Doenga dos

Legionarios (Eisenreich & Heuner, 2016).

As infegOes bacterianas associadas a Legionella sdo neste momento consideradas
infegdes emergentes pois o constante desenvolvimento de sistemas de dgua artificiais que
podem gerar aerossoéis facilitou o processo de transmissdo destas bactérias e aumentou o
risco de exposi¢ao, permitindo um contacto direto com a populacdo mais suscetivel

(Burillo et al., 2017; Xu & Luo, 2012).

Relativamente 4 transmissao de Legionella pneumophila entre seres humanos foi
recentemente investigado um caso provavel de transmissdo entre seres humanos por
Correia e colaboradores (2016) durante o grande surto ocorrido em Vila Franca de Xira
no ano de 2014. Contudo ainda permanecem muitas questdes relativamente a ocorréncia
da transmissao entre humanos, assumindo-se que a transmissao através do meio ambiente

¢ a principal origem da infe¢do (Montagna et al., 2017).
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2.3) Ciclo de vida bifasico

As bactérias da espécie Legionella pneumophila apresentam um ciclo de vida
constituido por duas fases reversiveis que apresentam caracteristicas muito distintas, de
acordo com as condigdes de crescimento envolventes, como ¢ o caso da disponibilidade

de nutrientes (Gomez-Valero et al., 2009; Manske & Hilbi, 2014; Wood et al., 2015).

As duas fases exibidas durante o ciclo de vida de Legionella pneumophila
correspondem a fase replicativa, na qual as bactérias apresentam varias carateristicas que
permitem o seu crescimento e multiplicagdo, e a fase transmissiva, durante a qual exibem
altos niveis de viruléncia para infetarem as células hospedeiras. A mudanca de uma fase
para outra ¢ regulada por varios mecanismos metabdlicos que possuem a capacidade de
alterar as carateristicas das bactérias consoante as condigdes existentes, as quais podem

ser indicadas para a replicacdo ou para a transmissdo (Manske & Hilbi, 2014).

A fase replicativa ocorre quando existe uma elevada disponibilidade de nutrientes
desencadeando assim uma rapida multiplicagdo bacteriana (Wood et al., 2015). Durante
a fase de replicagdo as bactérias ndo apresentam flagelos, ndo possuem mobilidade,
tornam-se resistentes ao so6dio e ndo apresentam fatores de viruléncia (Gomez-Valero et
al., 2009; Jules & Buchrieser, 2007; Molofsky & Swanson, 2004). Quando as condi¢des
de crescimento deixam de ser favoraveis e os nutrientes disponiveis come¢am a escassear,
as bactérias deixam de se multiplicar e comecam a expressar de forma coordenada
caracteristicas que sustentam a sua sobrevivéncia e transmissao para um novo hospedeiro

transitando assim para a fase transmissiva (Molofsky & Swanson, 2004).

Durante a fase transmissiva as carateristicas apresentadas pelas bactérias sdo a
presenca de flagelos, elevada mobilidade, resisténcia aos fatores de stress como a escassez
de nutrientes e a presenca de fatores de viruléncia essenciais para a transmissao (Gomez-
Valero et al., 2009; Manske & Hilbi, 2014; Wood et al., 2015). Estas alteragdes sdo assim
fundamentais para as bactérias abandonarem o seu hospedeiro e invadirem um novo que
lhes providencie as condi¢des necessarias para a sua multiplicagdo e crescimento,

iniciando assim um novo ciclo de vida (Richards et al., 2013).
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2.4)  Multiplicacao de Legionella em Protozoarios

No meio ambiente a disponibilidade de nutrientes existentes ¢ muito baixa para
que a Legionella se consiga replicar livremente. Assim, estas bactérias tiveram a
necessidade de desenvolver novos mecanismos para garantirem a sua sobrevivéncia e

multiplicagdo (Gomez-Valero et al., 2009).

A espécie Legionella pneumophila, conseguiu desenvolver mecanismos capazes
de garantir a sobrevivéncia e multiplicagdo das bactérias no meio intracelular de varios
protozoarios de vida livre (figura 2) (Manske & Hilbi, 2014). Estas bactérias adquiriram
a capacidade de modificar os mecanismos de defesa dos protozoarios ao evitarem a
digestdo efetuada pelos lisossomas (Rolando & Buchrieser, 2014; Speir, Vince, &
Naderer, 2014), conseguindo assim invadir o seu meio intracelular no qual desenvolvem
um novo compartimento celular denominado VCL (Vactiolo Contendo Legionella). As
bactérias vao integrar o VCL que funciona como uma fonte de nutrientes, garantindo
assim as condi¢des ideais para a sua multiplicacdo e crescimento (Cateau, Delafont,
Hechard, & Rodier, 2014; Eisenreich & Heuner, 2016; Finsel & Hilbi, 2015; Rolando &
Buchrieser, 2014). As bactérias Legionella revelam assim uma boa capacidade de
adaptag@o ao meio intracelular dos protozoarios, podendo mesmo persistir no seu interior
por largos periodos de tempo, independentemente das condi¢cdes ndo serem favoraveis

para a sua replicagdo (Gomez-Valero et al., 2009).

Figura 2 — Infecdo por Legionella pneumophila em Acanthamoeba polyphaga, observada através de
microscopio eletronico, 18 horas (a) e 48 horas (b) apds o momento de infeg¢do (retirado de Lau & Ashbolt,

2009).
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A bactéria Legionella pneumophila foi uma das primeiras bactérias em que foi
observada e demonstrada a replicagdo e o crescimento no meio intracelular dos
protozoarios (Janda, 2010). No ano de 1980, Rowbotham observou pela primeira vez o
crescimento e a replicagdo intracelular de Legionella pneumophila no interior de
protozoarios, testando o crescimento das bactérias no interior de amibas, mais
precisamente em Acanthamoeba e Naegleria (Lau & Ashbolt, 2009). Verificou entdo que
0s protozodrios desempenhavam um papel muito importante na sobrevivéncia e
proliferacdao das bactérias no meio ambiente, ao usarem os nutrientes provenientes das
amibas para se conseguirem desenvolver e multiplicar (Cervero-Aragd, Rodriguez-

Martinez, Puertas-Bennasar, & Araujo, 2015; Gomez-Valero et al., 2009).

As bactérias do género Legionella foram ja identificadas no meio intracelular de
cerca de vinte espécies de amibas, duas espécies de protozodarios ciliados € uma espécie
de micetozoarios (denominado slime mould) (tabela 2). Posteriormente foram
identificadas duas espécies de Legionella que estdo classificadas como espécies
intracelulares estritamente obrigatorias de protozodrios, ou seja, s possuem a capacidade
de se replicar em meios que contenham protozoarios. Estas duas espécies sdo Legionella
Jjeonii que foi identificada no interior da espécie Amoeba proteus estirpe x D, e Legionella

drancourtii no interior da espécie Acanthamoeba polyphaga (Lau & Ashbolt, 2009).
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Tabela 2- Espécies de Protozoarios onde foram detetadas bactérias Legionella no seu meio

intracelular ( adaptado de Lau & Ashbolt, 2009).

Tipo de Protozoarios Espécies
e Acanthamoeba castellani

o Acanthamoeba culbertsoni
o Acanthamoeba hatchetti

e Acanthamoeba polyphaga

e Acanthamoeba palestinensis
e Acanthamoeba royreba

e Amoeba proteus estirpe x D
e Comandonia operculata

e FEchinamoeba exudans

e  Filamoeba nolandi

Amibas e Hartmannella spp.
e Hartmannella cantabrigiensis
e Hartmannella vermiformis
o Naegleri fowleri
e Naegleri gruberi
e Naegleri jadini
e Naegleri lovaniensis
e Paratetramitus jugosis
o Vahlkampfia spp.
o Vahlkampfia jugosa
e Vahlkampfia ustiana
Ciliados o Tetrahymena thermophila
o Tetrahymena pyriformis
Micetozoarios e Dictyostelium discoideum
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Os protozoarios, como ¢ o caso das amibas de vida livre, s3o considerados os
hospedeiros naturais de Legionella pneumophila nos ambientes aquaticos (Isaac & Isberg,
2014; Sherwood & Roy, 2016; Xu & Luo, 2012). Para além de permitirem a replicagdo
intracelular, também garantem a sobrevivéncia das bactérias conferindo protecao as
mesmas ao evitarem o contacto das bactérias com biocidas, promovendo assim resisténcia
aos tratamentos de desinfecdo e as condigdes adversas a sua sobrevivéncia no meio
ambiente (Borella et al., 2005; Garcia, Jones, Pelaz, Millar, & Abu Kwaik, 2007; Philippe,
Blech, & Hartemann, 2006). Verifica-se que a presenca de Legionella nos diversos
sistemas artificiais de 4agua sujeitos a vdarios tratamentos de desinfecdo, esta

provavelmente relacionada com a sua permanéncia no meio intracelular dos protozoarios

(Cateau et al., 2014; Magnet et al., 2015).

Para verificar a existéncia de Legionella no interior das amibas ambientais em
aguas de uso humano, Magnet e colaboradores (2015) realizaram um estudo em que
foram recolhidas no total 70 amostras de agua, em 5 piscinas naturais, 3 estacdes de
tratamento de dguas residuais e 3 estagdes de tratamento de 4gua potavel em Espanha. Ao
analisarem as amostras recolhidas, observaram a presenca de Acanthamoeba em 61
amostras através da técnica de PCR e em 60 através do método de cultura, quanto a
presenga de Legionella foi detetada em 41 amostras de agua pela técnica de PCR, e em
53 por co-cultura em Acanthamoeba. A partir de 54 amostras de Acanthamoeba isoladas,
foi detetada a presenca de espécies de Legionella no interior das mesmas em 43 dessas
amostras, sendo identificadas as espécies Legionella birminghamiensis, Legionella
feeleii, Legionella gresilensis / berliardensis Legionella drozanski, Legionella fallon e
Legionella fairfieldensis, concluindo-se assim neste estudo a existéncia de um elevado
numero de bactérias do género Legionella, no interior de Acanthamoeba ambiental em

aguas de uso humano.

A presenga das bactérias no interior dos protozoarios contribui também para o
aumento dos niveis de viruléncia, tornando-se mais patogénicas, contribuindo assim para
a infe¢do e transmissao para os macrofagos humanos (Coil, Anné, & Lammertyn, 2008).
A interacdo entre Legionella pneumophila e os protozoarios originou a evolugdo das
bactérias modificando o seu genoma, passando a codificar um grande nimero de proteinas
eucaridticas. Estes genes sdo adquiridos por transferéncia horizontal a partir dos

protozoarios, permitindo a Legionella pneumophila modificar os mecanismos de defesa
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do hospedeiro (Rolando & Buchrieser, 2014; Steinert, Heuner, Buchrieser, Albert-
Weissenberger, & Glockner, 2007). Constata-se assim que os processos adquiridos para
sobreviver e replicar no interior dos protozoarios podem ter um papel fundamental no que
diz respeito 4 transmissdo, infecdo e adaptacdo ao meio intracelular dos macrofagos

alveolares humanos (Finsel & Hilbi, 2015; Manske & Hilbi, 2014; Xu & Luo, 2012) .

2.5) Multiplicacao de Legionella nos macrofagos alveolares humanos

Supde-se que as células humanas, como os macréfagos alveolares ou as células
epiteliais, sejam um hospedeiro acidental no ciclo de vida natural de Legionella (David

et al., 2016; Khodr et al., 2016; Michard & Doublet, 2015).

Os macrofagos alveolares sdo células pertencentes ao sistema imunitario humano,
que tém como funcdo desenvolver respostas imunoldgicas contra microrganismos
invasores. No entanto, alguns microrganismos como Legionella pneumophila,
conseguiram desenvolver varios mecanismos capazes de evitar as respostas imunoldgicas
conferidas pelos macrofagos, permitindo a estas bactérias sobreviver e proliferar no seu

interior (Isaac & Isberg, 2014; Sherwood & Roy, 2016)

As bactérias Legionella pneumophila atingem os pulmdes humanos através da
transmissdo por aerossois contaminados de pequenas dimensdes, que sdo inalados ou
aspirados pelo ser humano (Hines et al., 2014; Mercante & Winchell, 2015). No momento
em que as bactérias entram nos pulmdes vao invadir os macrofagos alveolares e as células
epiteliais, onde conseguem sobreviver e multiplicar no interior dos mesmos, através de
mecanismos muito semelhantes aos que utilizam para invadir os seus hospedeiros naturais

(Al-Quadan, Price, & Abu Kwaik, 2012; Campese et al., 2015; Finsel & Hilbi, 2015).

Ja no interior dos macrofagos alveolares Legionella pneumophila vai integrar um
compartimento celular derivado do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira,
designado VCL (figura 3). Através do VCL conseguem evitar a digestdao efetuada pelos
lisossomas sobrevivendo assim aos mecanismos de defesa dos macréfagos alveolares, e
proceder 4 sua multiplicagdo e crescimento (Finsel & Hilbi, 2015; Rolando & Buchrieser,

2014; Sherwood & Roy, 2016).
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Figura 3- Presenca de Legionella pneumophila no interior do VCL, durante a infe¢do nos macrofagos
humanos. Abreviaturas : N, nucleo ; Lpn Legionella pneumophila (retirado de Molmeret, Bitar, Han, &

Kwaik, 2004).

A proliferacdo e multiplicacdo bacteriana de Legionella pneumophila no meio
intracelular dos macréfagos alveolares humanos originam um processo de inflamagao e
destrui¢cdo dos tecidos pulmonares desencadeando assim o desenvolvimento de infe¢des

bacterianas como a Doenca dos Legionarios ou a Febre de Pontiac (Eisenreich & Heuner,

2016; Kuhle & Flieger, 2013; Xu & Luo, 2012).
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2.6) Mecanismo de Infecio e Replica¢ao Intracelular

Como ja foi referido anteriormente, o processo de infecao e replicacdo de
Legionella pneumophila no meio intracelular (figura 4) ¢ muito semelhante nos

protozoarios € nos macréfagos humanos.

No momento em que Legionella pneumophila atinge a célula hospedeira ¢
absorvida por fagocitose ou pinocitose para o seu meio intracelular, verificando-se que a
mobilidade das bactérias também estd envolvida no decorrer do processo de entrada

(Eisenreich & Heuner, 2016).

Normalmente as células hospedeiras vao eliminar os microrganismos que sao
detetados no seu meio intracelular através dos lisossomas, num processo de digestdo que
ocorre em meio acido contendo enzimas hidroliticas (Xu & Luo, 2012). No entanto
Legionella pneumophila assim que entra no meio intracelular do hospedeiro vai conseguir
evitar o seu reconhecimento e a digestao efetuada pelos lisossomas integrando um novo
compartimento celular designado VCL (Allombert et al., 2013; Zhao, Li, Zeng, & Lu,
2016; Zhu & Luo, 2015). O sistema de secrecdo bacteriano tipo IVB ¢ fundamental para
a replicagdo das bactérias no meio intracelular do hospedeiro, pois engloba o complexo
Dot/Icm que envolve cerca de 300 proteinas durante o processo de infe¢dao das células
com a finalidade de manipular e modificar os mecanismos da célula hospedeira, tendo
também um papel essencial na formac¢ao do VCL onde Legionella pneumophila se vai
replicar e sobreviver durante a passagem pelo meio intracelular (Rolando & Buchrieser,

2014; Sherwood & Roy, 2016).

Ja no interior do VCL Legionella pneumophila vai diferenciar-se na sua fase
replicativa, que ¢ induzida pela presenga de nutrientes como os aminoacidos, conseguindo
assim multiplicar-se. Ao mesmo tempo a membrana do VCL vai atrair varios
componentes celulares como € o caso da mitocondria e dos ribossomas, ficando rodeada
por vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira, tornando-se
assim muito semelhante 4 membrana do reticulo endoplasmatico a nivel de espessura e
da composi¢do proteica, passando assim despercebido ao sistema imunitario celular

(Allombert et al., 2013; Eisenreich & Heuner, 2016; Xu & Luo, 2012).
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O VCL ¢ extremamente importante para o ciclo de vida intracelular de Legionella
pneumophila pois para além de conferir prote¢cdo para que as bactérias ndo sejam
identificadas pelo sistema imunitario celular, garante também as condi¢des necessarias
para a sua multiplicagdo, proporcionando uma boa disponibilidade de nutrientes (Xu &

Luo, 2012).

Com o decorrer do tempo a disponibilidade dos nutrientes no interior do VCL
torna-se reduzida obrigando as bactérias a transitar da fase replicativa para a fase
transmissiva, diferenciando-se numa forma intracelular madura que possui altos niveis de
viruléncia e mobilidade (Eisenreich & Heuner, 2016). De seguida, sdo libertadas para o
citoplasma abandonando a célula hospedeira através da morte celular. Ao sairem para o
meio extracelular poderdo invadir um novo hospedeiro para iniciar assim um novo ciclo
de vida no seu interior (Al-Quadan et al., 2012; Eisenreich & Heuner, 2016). A bactéria
Legionella pneumophila exibe assim um elevado grau de adaptacdo ao estilo de vida

intracelular no interior de varias células hospedeiras (Finsel & Hilbi, 2015).

Figura 4- Processo de infegdo e replicagdo de Legionella pneumophila no interior da célula hospedeira.

Abreviaturas: RE, reticulo endoplasmatico (retirado e adaptado de Allombert et al., 2013).
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CAPITULO 3 - CONTROLO DA TRANSMISSAO E INFECAO POR
LEGIONELLA

3.1) Detecao e quantificacio ambiental de Legionella

A detegdo e quantificacdo regular dos niveis de Legionella presentes nos varios
reservatorios de agua suscetiveis a ocorréncia de proliferagao e transmissao das bactérias,
¢ fundamental para monitorizar e controlar a concentracdo de Legionella existente,
prevenindo assim o risco de possivel contaminacio, bem como para avaliar a eficacia das
acoes de controlo que estdo implementadas (Diaz-Flores et al., 2015; Instituto Portugués

da Qualidade, 2014).

Na detecao de Legionella é necessario ter em consideragdo que uma amostra
retirada de um sistema de dgua consiste apenas numa pequena quantidade do volume total
desse sistema, sendo que a obten¢do de um resultado negativo para sua presenca ou baixos
niveis de concentragdo, ndo significa que todo o sistema esteja controlado pois as
bactérias Legionella nao apresentam uma distribui¢do uniforme podendo assim variar a
sua presenga e concentracdo de zona para zona (European Centre for Disease Prevention
and Control, 2017). E necesséario salientar também que a existéncia de um resultado
positivo para a dete¢do de Legionella, ndo significa que ocorra a transmissao para o meio
ambiente e consequente infe¢ao para os seres humanos (Instituto Portugués da Qualidade,

2014).

Para além dos processos de detecdo e quantificagdo ambiental de Legionella
funcionarem como medida de prevencao e controlo dos niveis de Legionella em sistemas
de agua, possuem também uma extrema importancia no decorrer do estudo ambiental
epidemioldgico para a identificacdo de possiveis fontes de infecdo (Dire¢ao Geral da

Saude, 2004; Instituto Portugués da Qualidade, 2014).
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3.1.1) Concentracoes de referéncia para a presenca de Legionella

No ambito da avaliagdo da eficacia das medidas de manutencdo e controlo
implementadas, bem como a necessidade de desenvolver processos de limpeza e
desinfecdo nos véarios sistemas e equipamentos de risco de proliferagdo e transmissao de
Legionella, estdo definidos alguns valores de referéncia para as concentragdes das
bactérias presentes. Estes valores permitem identificar se os sistemas e equipamentos
estdo ou ndo controlados, variando consoante cada sistema ou equipamento (European

Centre for Disease Prevention and Control, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2014)

Os valores de referéncia indicados para as concentragdes de Legionella sao (European
Centre for Disease Prevention and Control, 2017; Instituto Portugués da Qualidade,
2014):

e Torres de refrigeracdo - Valores de concentracdo inferiores a 1000 ufc/L, o
equipamento estd considerado controlado, contudo devera rever-se os
procedimentos de manutenc¢do do sistema para tentar diminuir os niveis o maximo
possivel,

e Sistemas de agua quente e dgua fria - Valores de concentragdo inferiores a 100
ufc/L, o sistema encontra-se controlado, no entanto deverdo ser revistos os
procedimentos de manutengcdo dos sistemas com o intuito de reduzir a
concentracao;

e Equipamentos médicos geradores de aerossois (utilizados para terapia
respiratoria) — Valores de 0 ufc/L, ndo deve ser detetada a presenca de Legionella

devido ao elevado risco de transmissao;

Estes valores de referéncia estdo de acordo com a Legislagdo Portuguesa em
Diario da Reptblica, apresentada na Portaria n.° 353-A/2013 de 4 de dezembro (2013),
onde se indica que os valores de concentragdo de referéncia de Legionella sdo expressos
em ufc/L, valores esses que nas matrizes de d4gua necessitam de ser inferiores a 100 ufc/L,
com exce¢do nas torres de refrigeragdo em que os valores de concentracdo devem ser
inferiores a 1000 ufc/L. Constatando-se ainda que a espécie Legionella pneumophila nao

devera estar presente.
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3.1.2) Recolha de amostras a nivel ambiental

Para realizar a recolha de amostras que permitem a dete¢ao da presenca e dos
niveis de Legionella ¢ fundamental identificar as zonas de elevado risco dos sistemas e
equipamentos que possuem condi¢des ideais para o seu crescimento e proliferagdo
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2017; World Health Organization,

2007). As zonas que apresentam maior risco de proliferagdo para Legionella sdo:

e Zonas de baixo fluxo de dgua, principalmente zonas de agua estagnada;
e Zonas em que a temperatura da dgua se encontre entre os 20 °C e os 50°C;
e Zonas onde exista a presenca de biofilmes e de protozoarios;

e Zonas que apresentam fendmenos de corrosio;

Cada sistema e equipamento em particular possui zonas especificas que tém uma
maior suscetibilidade para a presenca de Legionella, sendo assim recomendado a recolha
de amostras nessas zonas especificas com o intuito de determinar a sua existéncia (tabela

3) (Direcao Geral da Saude, 2004; Instituto Portugués da Qualidade, 2014).

No processo de recolha das amostras ambientais de Legionella terdo que ser
utilizados frascos esterilizados, e apds ser feita a recolha as amostras devem chegar o mais
rapido possivel ao laboratorio acreditado, tendo o cuidado de ndo expor as amostras a
temperaturas elevadas. (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017,
Instituto Portugués da Qualidade, 2014). De salientar ainda, que segundo a Norma ISO
19458:2006 - Water quality - Sampling for microbial analysis (2006), devera ser
recolhido sempre que possivel volumes de amostras de dgua de pelo menos 1 Litro, para

que seja efetuada a dete¢do de Legionella.
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Tabela 3- Descrigdo das zonas especificas para a recolha de amostras nos diversos sistemas de risco de
proliferacdo de Legionella (adaptado de Direcdo Geral da Satde, 2004 e Instituto Portugués da Qualidade,
2014).

Sistemas de Risco Zonas especificas para a recolha de amostras

e C(Circuito de retorno de agua do sistema

Condensadores refrigerativo;
evaporativos e Torres de e Por¢does de sedimentos depositados no
Refrigeracio tanque inferior de armazenamento de dgua
arrefecida;
Sistemas de Climatizacao e Agua proveniente da condensacao;

e Circuito de retorno da dgua quente

e Zona daentrada da agua para aquecimento
e Depositos de armazenamento da agua
Rede de Agua Quente quente;

e Zonas de final de rede do edificio como ¢

o caso das torneiras e chuveiros;

e Zonas de deposito;

e Zona de entrada da 4gua na rede do
Rede de Agua Fria edificio;

e Zonas de final de rede do edificio como ¢

o caso das torneiras e chuveiros;
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3.1.3) Técnicas de detecao laboratorial de amostras ambientais de Legionella

O método mais utilizado e recomendado para a detecdo de Legionella a partir de
amostras ambientais de dgua ¢ o método através de cultura em meios seletivos, segundo
a norma ISO 11731:2017 (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017;
Instituto Portugués da Qualidade, 2014).

De acordo com a Norma ISO 11731:2017 Water quality — Enumeration of
Legionella, (2017), o método utilizado para analise da amostra ambiental de 4gua podera
ser efetuado através de processos de filtragdo de membrana, dilui¢do ou inoculagdo direta
nos meios de cultura seletivos, dependendo da origem e das caracteristicas das amostras
de 4gua recolhidas.

Com o intuito de reduzir o crescimento dos microrganismos interferentes na
analise da amostra poderdo ser submetidos pré-tratamentos térmicos ou acidos. Nos
tratamentos térmicos a amostra ¢ colocada num recipiente esterilizado em banho-maria a
temperatura de 50°C durante 30 minutos. No caso dos tratamentos acidos podera ser
realizado diretamente no filtro da membrana onde sera necessario adicionar 30 ml de
solugdo acida com um valor de pH de 2,2 durante 5 minutos.

Para a dete¢do de Legionella em amostras ambientais, a filtragdo através de
membrana ¢ o processo mais utilizado, uma vez que a concentracdo de Legionella
presenta na amostra ¢ geralmente desconhecida. O equipamento para ser realizado este
tipo a filtracdo, devera possuir a capacidade para filtrar volumes de dgua entre 10 a 1000

ml.

A filtracdo de membrana podera ser realizada em dois métodos distintos:
e Me¢étodo de filtragdo de membrana e colocagdo direta do filtro nos meios
seletivos de cultura;

e Método de filtracdo de membrana seguido de processo de lavagem;

Para a aplicagdo da técnica de filtracdo de membrana e colocacao direta do filtro
nos meios seletivos de cultura, a amostra devera ser filtrada através de filtros constituidos
por nitrato de celulose com porosidade de 0,2 pm ou 0,45 um. No fim do processo de
filtragdo, retira-se o filtro com o auxilio de uma pinga esterilizada e coloca-se diretamente

no meio de cultura.
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No caso da técnica de filtragdo seguida de procedimento de lavagem, a amostra
deverd ser filtrada recorrendo-se a filtros constituidos por policarbonato com uma
porosidade de 0,2 pm. No final da filtragdo o filtro ¢ colocado num recipiente esterilizado
para se proceder a lavagem, onde ¢ necessario adicionar entre 5 a 10 ml de diluente
esterilizado. Em seguida, o concentrado devera ser divido em trés parcelas: uma sem

tratamento, uma com tratamento acido e outra com tratamento térmico.

ApOs serem realizados os métodos de filtragdo de membrana as amostras deverao
ser inoculadas em meios de cultura seletivos para o crescimento de Legionella. Os meios
seletivos utilizados para inocular as amostras sdo o meio agar BCYE, BCYE-cys, e os
meios altamente seletivos, BCYE+AB e agar GVPC (Glicina, Vancomicina,Polimixina
B, Cicloheximida). O tempo de incubacdo indicado devera ser entre 7 a 10 dias a uma

temperatura de 36°C.

No final devera ser verificado se ocorreu crescimento, observando-se a presenga
de colonias de Legionella, que apresentam geralmente uma tonalidade esbranquigada.
Para serem distinguidas as espécies de Legionella presentes, os meios deverdo ser
observados através de uma lampada ultravioleta que emite luminosidade com um
comprimento de onda de 360 nanometros. Quando sao submetidas a luz ultravioleta as
espécies sao facilmente distinguiveis. Relativamente a Legionella pneumophila apresenta
uma tonalidade esverdeada quando ¢ submetida 4 radia¢do UV, sendo esta técnica muito

importante para diferenciar as varias espécies de Legionella contidas na amostra.

Por fim devera ser realizada a confirmagao das colonias de Legionella através da
inoculagdo no meio BCYE e no meio BCYE-cys, que ndo contém L-cisteina, durante 5
dias a temperatura de 36°C. No final deverao ser consideradas as colonias que apresentam
crescimento no meio BCYE e que ndo exibem crescimento no meio BCYE-cys (Norma

ISO 11731:2017 Water quality — Enumeration of Legionella, 2017).

Apesar do método de cultura seletivo ser o mais utilizado para a detegdo de
Legionella em amostras de 4gua ambientais, possui algumas limitacdes que podem
interferir com os resultados obtidos, como o longo periodo de duracdo do ensaio, a
incapacidade para dete¢do de bactérias em estado VBNC, a baixa sensibilidade e a
constante perda de viabilidade das amostras (Burillo et al., 2017; Diaz-Flores et al., 2015;

Whiley, 2017).
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Um método alternativo para a detecdo de Legionella através de amostras
ambientais de dgua ¢ o método de PCR em tempo real, que garante uma detegdo rapida e
altamente especifica (Ditommaso, Ricciardi, Giacomuzzi, Arauco Rivera, & Zotti, 2015;
Whiley, Keegan, Fallowfield, & Ross, 2014). A utilizagdo deste método devera ser
efetuada de acordo com a Norma ISO /TS 12869:2012 (European Centre for Disease
Prevention and Control, 2017; Kirschner, 2016). Esta técnica consiste na dete¢do e
quantificagdo de Legionella spp. e de Legionella pneumophila em amostras de agua
através da amplificacdo de sequéncias do DNA bacteriano, quantificando o nimero de

copias presentes na amostra (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017).

O método de PCR em tempo real pode ultrapassar muitas das limitagdes do
método de cultura, contudo também possui as suas proprias desvantagens. Uma das
limitagdes deste método ¢ que determina toda a quantidade de DNA bacteriano de
Legionella presente na amostra, o que faz com que este método ndo diferencie as bactérias
viaveis (que ainda se encontram em atividade) das bactérias ndo viaveis (Diaz-Flores et
al., 2015; Ditommaso et al., 2015). Assim o resultado das concentragdes presentes podera
estar muito acima da realidade, o que faz com que este método ndo seja muito indicado
para monitorizar os niveis de Legionella presentes nos varios sistemas e equipamentos,
pois ndo garante que os resultados de quantificagdo da concentragdo obtida, sejam
fidedignos para verificar se as medidas de controlo implementadas estdo ou ndo a ser
eficazes. Contudo, este método ao permitir uma dete¢ao rapida de Legionella (inferior a
24 horas), e ao quantificar todo o DNA bacteriano presente na amostra pode ser
extremamente importante para as investigacdes epidemiologicas ambientais em
potenciais fontes de infecdo, permitindo eliminar rapidamente possiveis fontes suspeitas
se o resultado obtido para a presenca de Legionella for negativo (Burillo et al., 2017;

European Centre for Disease Prevention and Control, 2017).

A expressdo dos resultados obtidos pelo método de PCR em tempo real, consiste
noutra desvantagem, pois a unidade de medida para a concentragao de Legionella presente
¢ expressa em ug/L, dificultando assim a interpretagcdo dos resultados obtidos de acordo
com as varias diretrizes em que os niveis de Legionella sao contabilizados em ufc/L

(European Centre for Disease Prevention and Control, 2017).
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3.2) Medidas de controlo para evitar a proliferacio de Legionella

Para promover medidas de controlo capazes de impedir a proliferagao de
Legionella ¢ fundamental desenvolver um plano de manutengao em cada sistema ou
equipamento suscetivel a presenga desta bactéria. Este plano de manutencdo devera
garantir um controlo eficaz em todas as partes do sistema ou equipamento, ¢ englobar um
plano de desinfe¢do e limpeza regular (European Centre for Disease Prevention and

Control, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2014).

Para se efetuar o estabelecimento de medidas de controlo com o intuito de impedir
a proliferacao de Legionella ¢ necessario ter em consideracao as condicoes e fatores que
favorecem o crescimento destas bactérias. De um modo geral segundo o European Centre
for Disease Prevention and Control, (2017) e o Instituto Portugués da Qualidade, (2014)
as medidas de controlo que devem ser implementadas nos equipamentos e sistemas de

agua sdo:

e Monitorizacdo regular da qualidade da 4gua (controlo microbiologico e
parametros como ¢ o caso do pH, temperatura, quantidade de biocida);

e Impedir os processos de corrosdo através da implementacdo de medidas de
combate;

e Monitorizar regularmente as concentragdes de Legionella presentes (indicado
trimestralmente);

e Utilizar tratamentos de manutengao através de biocidas;

e [Evitar zonas de baixo fluxo ou mesmo estagnacdo de agua, implementando

mecanismos que desenvolvam uma boa circulagdo da dgua nessas zonas;

Como foi referido anteriormente a monitoriza¢do regular das concentragdes de
Legionella presentes nos diversos sistemas e equipamentos de risco ¢ sem divida um
processo muito importante para avaliar se o sistema ou equipamento esta controlado e
para prevenir uma possivel existéncia de risco de transmissao para os seres humanos. A
monitoriza¢do das concentracdes de Legionella presentes devera ser efetuada pelo menos
trimestralmente em torres de refrigeragdo e nos sistemas de agua quente, contundo
segundo o European Centre for Disease Prevention and Control, (2017) podera ter que

ser efetuada com maior regularidade de acordo com as seguintes situacgoes:
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e No caso de serem detetadas amostras positivas de Legionella é necessario uma
monitorizagdo mais frequente, para avaliar se os métodos implementados estao a
conseguir reduzir a presenca de Legionella e para verificar se o sistema ou
equipamento se encontra de novo controlado;

e No caso de se verificar que ndo estio a ser implementados corretamente os planos
de prevencao e controlo;

e Se apos ser efetuada a analise de risco do equipamento, a mesma indicar que
devem ser realizadas monitorizagdes com maior frequéncia, devido por exemplo
a proximidade de populagdes com maior suscetibilidade;

e No caso de investigacdes epidemioldgicas a nivel ambiental para identifica¢ao do

foco de infecao;

As medidas de controlo utilizadas para impedir a proliferagdo de Legionella
podem variar consoante as concentragdes detetadas nos varios sistemas e equipamentos
podendo mesmo ter que ocorrer alteragdes as medidas previamente estabelecidas, bem
como em casos de risco elevado ou associagdo a surtos de Legionella ser necessario
recorrer a técnicas de desinfecdo e tratamentos de choque (European Centre for Disease

Prevention and Control, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2014).
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3.2.1) Medidas de controlo nas torres de refrigeracao

As torres de refrigeracdao apresentam um risco muito elevado para a proliferagao
e transmissao das bactérias de Legionella, pois como referido anteriormente simulam um
ambiente perfeito para o desenvolvimento destas bactérias e possuem também a
capacidade de gerar grandes quantidades de aerosséis podendo atingir longas distancias
(Prussin et al., 2017). Assim estes sistemas necessitam de possuir medidas de controlo
muito rigorosas, que devem ser monitorizadas com elevada regularidade para impedir o
possivel risco de transmissao (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017;

Instituto Portugués da Qualidade, 2014).

Em grande parte dos sistemas de refrigeragdo sdo utilizados métodos quimicos
convencionais, como os biocidas oxidantes para o tratamento e desinfecao das aguas. Os
biocidas oxidantes mais utilizados sdo o cloro e bromo, que possuem a vantagem dos seus
niveis residuais serem facilmente monitorizados e podem ser rapidamente neutralizados
em amostras bioldgicas. No circuito de dgua das torres de refrigeracdo deverdo ser
mantidos niveis de cloro residual compreendidos entre os 0,5 e 1 mg/L ou niveis de bromo
residual entre 1 e 2 mg/L, evitando a presenca de elevadas concentragdes para nao induzir
fendmenos de corrosdo. O cloro e o bromo demonstram uma boa eficicia no controlo da
proliferagdo de Legionella se forem utilizados corretamente, contudo poderdo existir
fatores que afetam a eficacia destes biocidas como por exemplo a existéncia de elevada
matéria organica, sendo que nestas situacdoes ¢ recomendado utilizar outro biocida
oxidante como por exemplo o dioxido de cloro (European Centre for Disease Prevention

and Control, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2014).

De acordo com as concentracdes de Legionella obtidas através da analise da
monitorizagao regular deverdo ser acionadas varias medidas com o intuito de garantir a
eliminagdo ou diminuicdo das concentragdes de Legionella detetadas nas torres de

refrigeracdo (Tabela 4) (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017).
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Tabela 4- Medidas propostas de acordo com as concentra¢des de Legionella presentes nas torres de

refrigeracdo (adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control, 2017).

Concentracao de

Legionella Medidas Propostas
presente (ufc/L)
A torre de refrigeracao encontra-se controlada
0 ufc/L
Deverao ser verificados se os varios parametros
Entre 0 ufc/L como o nivel de biocida residual que esta a ser
e utilizado, devendo ser realizada uma nova
1000 ufc/L

amostragem ao fim de 15 dias;

Entre 1000 ufc/L

Devera ser alterado o plano de manutencdo e
controlo da torre de refrigera¢do, com vista a
reduzir a concentragdo de Legionella;

Se a concentracdo de Legionella ultrapassar

e

10000 ufc/L novamente os 1000 ufc/L apds a implementagio
das novas medidas de controlo devera ser
realizada a desinfecdo e limpeza da torre de
refrigerag@o aplicando um tratamento de choque;
A torre de refrigeragcdo devera de ser

Superior a mediat ¢ d - lizad

10000 ufc/L imediatamente parada, com vista a ser realizada

uma limpeza e desinfecao de choque;
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3.2.2) Medidas de controlo em sistemas de agua quente e fria

Nos sistemas de agua fria e agua quente os sitios mais propensos a originar
aerossois sdo os chuveiros e as torneiras de agua quente. Nestes sistemas deverdo ser
aplicadas medidas de controlo a nivel das temperaturas da dgua bem como através da

utilizagdo de biocidas (Instituto Portugués da Qualidade, 2014).

Quanto as medidas de controlo efetuadas a nivel das temperaturas, nos sistemas
de armazenamento de dgua quente a temperatura devera encontrar-se a 60°C, sendo
distribuida por todos os pontos do sistema a pelo menos 50 °C com o intuito de ndo
permitir que ocorra a proliferacao de Legionella nos pontos mais distantes. Por sua vez,
nos sistemas de dgua fria a temperatura ndo devera exceder os 20°C (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2014). Verifica-
se que as temperaturas recomendadas para os sistemas de dgua quente e agua fria evitam
assim as temperaturas de crescimento de Legionella pois como ja foi referido as bactérias
Legionella apresentam crescimento a temperaturas compreendidas entre 0s 25 ° C e 42 °C

(Bédard et al., 2015).

Os biocidas mais frequentemente utilizados nos sistemas de dgua quente e fria
para controlar os niveis de Legionella sdo o cloro, o diéxido de cloro e a ionizacdo
cobre/prata. No caso de ser necessario recorrer a métodos de desinfegdo, sdo utilizados
métodos quimicos, sendo que no caso dos sistemas de 4gua quente podera ser utilizada a

desinfecdo térmica. (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017)
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3.3) Técnicas utilizadas para controlo e desinfecdo de Legionella

Para se proceder 4 desinfecao e controlo dos sistemas de agua ou equipamentos em
que foi detetada a presenca de Legionella, existem alguns métodos que poderao ser
utilizados, com o intuito de eliminar ou reduzir os niveis ¢ a presencga destas bactérias
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2017; Pile, 2016; Springston &
Yocavitch, 2017).

3.3.1) Desinfecio Térmica

A desinfecdo térmica ¢ um método convencional muito utilizado para eliminar a
presenga das bactérias de Legionella nos sistemas de distribuicdo de agua quente, sendo
considerada uma técnica simples e de facil aplicacao (European Centre for Disease

Prevention and Control, 2017; Springston & Yocavitch, 2017).

Este método consiste no aumento da temperatura da dgua presente no equipamento
de armazenamento do sistema de agua quente potencialmente contaminado com
Legionella, sendo que a d4gua contaminada devera atingir temperaturas entre os 70°C e os
80°C para que ocorra a eliminagdo das bactérias presentes (European Centre for Disease
Prevention and Control, 2017). Para garantir a eficicia do tratamento efetuado, a
temperatura de saida da rede de 4gua quente devera atingir no minimo os 60°C

(Springston & Yocavitch, 2017).

A desinfe¢do térmica apresenta melhorias a curto prazo nas concentragdes de
Legionella, contudo podera ocorrer rapidamente o crescimento das bactérias ao fim de
algumas semanas, tornado a técnica pouco vidvel para ser utilizada como uma medida de
controlo regular e continua, sendo utilizada principalmente como uma medida de
desinfe¢do de emergéncia (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017;

Springston & Yocavitch, 2017).

3.3.2) Adicao de Cloro’

A adigdo de cloro ¢ uma medida frequentemente utilizada para desinfe¢ao continua e
regular dos varios sistemas de 4gua, com o intuito de inibir o crescimento de Legionella

e assim manter o sistema controlado (Springston & Yocavitch, 2017). E uma técnica
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convencional e eficaz, que tem a capacidade de garantir uma concentragdo residual
permanente, permitindo a desinfecdo em todo o sistema de distribui¢do minimizando

assim o risco de crescimento de Legionella (Pile, 2016).

Os valores das concentracdes de cloro residual variam consoante o sistema de dgua
ou equipamento, sendo que nos sistemas de distribuicdo de agua potavel os valores
recomendados deverdo estar compreendidos entre 0,2 e 0,4 mg/l; nos circuitos de agua
das torres de refrigeracao entre 0,5 ¢ 1 mg/L; e nos sistemas de agua climatizada como
piscinas e spas devera estar entre os 0,8 e os 2 mg/L (Instituto Portugués da Qualidade,

2014).

Contudo uma das desvantagens da utilizacdo de cloro ¢ que em valores de pH
alcalinos apresenta uma eficacia muito reduzida, assim o pH da 4gua deverd ser um
parametro a ter em consideragdo quando for utilizado o cloro para realizar a desinfe¢ao

(European Centre for Disease Prevention and Control, 2017; Pile, 2016).

O tratamento com cloro também podera ser utilizado para uma desinfe¢do de choque
adicionando-se cloro até atingir concentracdes elevadas, com o intuito de eliminar
rapidamente Legionella presente, sendo que apds o tratamento devera ser realizada a

substitui¢do da agua, (Instituto Portugués da Qualidade, 2014; Pile, 2016).

3.3.3) Adicao de Dioxido de cloro

O didxido de cloro é considerado uma alternativa ao tratamento com cloro, contudo é
muito instadvel ndo conseguindo apresentar um nivel residual regular e constante.
Apresenta uma resisténcia a valores de pH mais elevados do que a apresentada pelo cloro,
e ¢ muito eficaz a invadir e dispersar os biofilmes presentes. Comparativamente com o
cloro e o bromo ¢ menos afetado pela presenga de elevada matéria organica. (European

Centre for Disease Prevention and Control, 2017).

3.3.4) Adi¢ao de Monocloramina

A monocloramina ¢ um biocida oxidativo mais fraco em relacdo ao cloro e ao dioxido
de cloro, contudo apresenta um nivel residual muito estavel capaz de invadir os biofilmes

(Springston & Yocavitch, 2017). A monocloramina apresenta também a vantagem de
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produzir menos subprodutos associados em relacdo aos restantes biocidas oxidativos
(Pile, 2016). No entanto tal como o cloro a sua utilizagdo podera desencadear processos
de corrosdo nos materiais utilizados nos sistemas de agua (European Centre for Disease

Prevention and Control, 2017).

3.3.5) lonizacio cobre/prata

Os i0es de cobre e prata sdo obtidos através da passagem de corrente elétrica em
elétrodos de cobre e prata, que estdo instalados no interior de camaras de ionizagcdo em
sistemas de agua (Springston & Yocavitch, 2017). Estes ides desencadeiam uma agao
bactericida atuando na parede celular bacteriana, conseguindo alterar a sua
permeabilidade e promover a desnaturagdo das proteinas, originando assim a morte
bacteriana. A concentracdo de ides presentes na agua ird depender da intensidade da
corrente aplicada nos elétrodos (European Centre for Disease Prevention and Control,

2017).

Verifica-se que a eficacia deste método ndo ¢ afetada pela temperatura elevada da
agua podendo assim ser utilizado em sistemas de agua quente, contudo quando os valores
de pH sdo maiores que 8 a sua eficacia ¢ mais reduzida devido & precipitagao dos ides de
cobre (Springston & Yocavitch, 2017). As desvantagens associadas a este método é que
devera ser realizado uma monitorizagao regular dos niveis de ides de cobre e prata que
engloba elevados custos, podem também aumentar os processos de corrosdo e foi
verificado que as bactérias Legionella conseguem desenvolver alguma resisténcia a estes

10es (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017).

3.3.6) Radiacio de Luz Ultravioleta

A técnica de desinfecdao através da radiacao ultravioleta ¢ uma técnica de facil
aplicagdo, que possui a vantagem de ndo utilizar produtos quimicos nos sistemas de dgua
potavel. (Springston & Yocavitch, 2017). A sua eficécia ndo ¢ afetada por fatores como
a temperatura e o pH (Pile, 2016). Esta técnica utiliza a luz ultravioleta para inativar as
bactérias desencadeando dimeros de timina no DNA bacteriano inibindo assim a

replicagdo. (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017; Pile, 2016). Esta
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técnica ndo € recomendada para ser utilizada como tnico método de controlo nos sistemas
de agua pois ndo origina um efeito residual, o que permite que as bactérias possam
permanecer em varias zonas dos sistemas, sendo utilizada na proximidade dos pontos

terminais dos sistemas de agua (European Centre for Disease Prevention and Control,

2017).

3.3.7) Filtraciao no ponto terminal

A técnica de filtracao no ponto terminal do sistema de agua ¢ efetuada através da
aplicacdo de filtros bacterianos em chuveiros e torneiras, evitando assim a transmissao de
Legionella (European Centre for Disease Prevention and Control, 2017; Springston &
Yocavitch, 2017). Este sistema necessita de possuir pressdo a vacuo, e ¢ muito utilizado
como medida de emergéncia onde desempenha uma resposta eficaz, mas também como
medida preventiva, sendo utilizado por exemplo em hospitais (Springston & Yocavitch,

2017).

50



CAPITULO 3- CONTROLO DA TRANSMISSAO E INFECAO POR LEGIONELLA

3.4) Medidas de Prevencao

Para além de serem aplicadas medidas de controlo com o objetivo de impedir a

proliferacdo de Legionella nos varios sistemas de agua, deverao ser estabelecidas medidas

preventivas com o objetivo de evitar a0 maximo possivel o crescimento das bactérias.

Existem assim medidas preventivas especificas para minimizar o risco de proliferagdo de

Legionella em cada sistema ou equipamento (Tabela 5). No sentido de garantir a eficacia

das medidas preventivas implementadas, estas devem ser efetuadas a partir do momento

de concegdo dos sistemas ou instalacdo dos equipamentos (Instituto Portugués da

Qualidade, 2014).

Tabela 5 - Medidas preventivas especificas para cada equipamento e sistema de agua (adaptado de

European Centre for Disease Prevention and Control, 2017 e Instituto Portugués da Qualidade, 2014 ).

Sistema/Equipamento

Medidas preventivas

Sistema de Agua Quente

Evitar que as temperaturas da dgua se encontrem
no intervalo entre 20°C e 50°C;

A temperatura no interior dos depdsitos que
armazenam a agua devera estar a temperatura de
aproximadamente 60°C;

Existéncia de uma bomba de recirculacdo que
possua uma valvula de retencdo, no circuito de
retorno da agua quente;

Promover frequentemente  inspegdes  aos
elementos constituintes da rede, substituindo os
elementos que tenham desencadeado processos
de corrosio;

Manter o valor de cloro residual na agua quente
no intervalo entre os 0,2 mg/L e os 0,4 mg/L em
tratamento constante;

Evitar a emissdo de aerossois;
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Sistema de Agua Fria

As temperaturas da dgua nao deverdo encontrar-
se acima dos 20°C;

Desencadear inspecdes regulares a todos os
elementos constituintes da rede;

Manter o valor de cloro residual no intervalo entre

0s 0,2 mg/L e os 0,4 mg/L;

Torres de Refrigeracao e
Condensadores
Evaporativos

Impedir o aparecimento de zonas de com baixa
circulagdo agua ou mesmo aguas estagnadas no
circuito interno da torre;

A sua localizagdo devera possuir um risco muito
reduzido de exposi¢do por parte das populagdes
aos aerossois emitidos;

Possuir sistemas de libertacdo continua de
biocidas;

Utilizar materiais resistentes a processos de
corrosao € que nao permitem o crescimento de
bactérias, possuindo uma facil desinfe¢ao;
Tentar instalar se possivel, dispositivos que

diminuem a quantidade de aerosso6is emitidos;
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CAPITULO 4 - OCORRENCIA DE SURTOS DE LEGIONELLA

Como referido anteriormente o primeiro surto associado a Legionella foi identificado
no ano de 1976 em Filadélfia, provocando infecao em 221 pessoas de entre as quais 34
acabariam por falecer (Janda, 2010). Desde o ano de 1976 varios surtos relacionados com
Legionella, que envolveram um elevado niimero de pessoas tém sido identificados e

caraterizados (Phin et al., 2014), como ¢ o caso dos exemplos referidos na tabela 6.

Tabela 6- Breve descrigdo de alguns surtos de Legionella de grandes dimensdes ocorridos desde o

ano de 1976 até ao ano de 2012 (adaptado de Phin et al., 2014).

Local e ano do surto Breve descricao

e Ocorréncia de surto de Legionella proveniente do

ff Rei i ) .. )
212 ord(,lgglsl;o Unido sistema de ar condicionado, tendo sido

confirmados cerca de 68 casos;

e Surto de Legionella proveniente de uma banheira

B kaspel, Holand . L
oven a(slggé) olanca de hidromassagem, onde foi registado um numero

de 188 casos confirmados;

e Surto de Legionella proveniente de torres de

Melb Australi , . '
: Ougl&,m)us e refrigeracio de um Aquario, tendo sido

confirmados cerca de 125 casos;

e (Considerado o maior surto de Legionella
Mircia, Espanha (2001) registado, sendo confirmados um total de 449
casos. A fonte de infegdo identificada foi a torre

de refrigera¢dao de um hospital;

e Surto de Legionella proveniente de uma torre de
Barrow-in-Furness, fi ~ de f firmad d
Reino Unido (2002) refrigeracdo, onde foram confirmados cerca de

179 casos;

e Surto de Legionella proveniente de torres de
Pamplona, Espanha refrigera¢do, onde foram confirmados 146 casos,
(2006) contudo ndo foi registado nenhum caso de

mortalidade;
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e Surto de Legionella com origem numa torre de

TR, (At e (ALY refrigeragdo, tendo sido confirmados 181 casos;

Mais recentemente em Vila Franca de Xira (Portugal) no ano de 2014 ocorreu um
grande surto de Legionella, em que a espécie identificada foi Legionella pneumophila
serogrupo 1, sendo considerado o segundo maior surto documentado associado a
Legionella (George et al., 2016; Shivaji et al., 2014). No decorrer do surto foram
identificados 403 possiveis casos com uma média de idades de 59 anos, de entre os quais
377 foram confirmados, tendo-se verificado a existéncia de 14 falecimentos. Os casos
confirmados exibiram sintomas no periodo entre o dia 14 de Outubro e o dia 2 de
Dezembro de 2014, sendo declarado a existéncia do surto no dia 7 de Novembro de 2014

(George et al., 2016).

Apods ser declarado o surto, procedeu-se 4 investigacdo epidemiologica para
identificacao da fonte de infecdo onde foram detetadas 49 possiveis fontes de infe¢ao
sendo recolhidas um total de 95 amostras ambientais. Apds a investigacdo ambiental
verificou-se a existéncia de 4 fontes potenciais de infe¢do, sendo todas industrias que
possuiam torres de refrigeracdo. Em 2 amostras ambientais retiradas da mesma torre de
refrigeracdo foi identificada a presenca da espécie Legionella pneumophila serogrupo 1
possuindo o novo genotipo ST1905, que foi também identificado em 71 amostras clinicas

de varios doentes (George et al., 2016).

As condi¢des meteorologicas registadas no periodo de tempo da ocorréncia do
surto também desempenharam um papel extremamente importante, tendo sido verificado
que entre o dia 18 de Outubro e o dia 1 de Novembro de 2014, ocorreram temperaturas
superiores a 20 *C, tendo-se verificando também a existéncia de niveis de humidade

relativa superiores a 80 % durante a ultima semana de Outubro de 2014 (George et al.,

2016).

Apo6s a analise do surto ocorrido no ano de 2014 em Vila Franca de Xira,
constatou-se que as torres de refrigeracdo industriais, as condi¢des meteorologicas
ocorridas € o constante desenvolvimento das caracteristicas de sobrevivéncia das
bactérias desempenharam um papel extremamente importante para a ocorréncia deste

grande surto (George et al., 2016).
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Outro surto associado a Legionella também ocorrido em Portugal, foi reportado
muito recentemente ja durante o més de Novembro de 2017 no Hospital Sao Francisco
Xavier em Lisboa, tendo sido confirmados 56 casos registando-se até ao momento 5
mortes associadas. Os primeiros casos detetados ocorrerem no dia 3 de Novembro de
2017, tendo sido prontamente efetuada a investigacao epidemiologica ambiental, com o
objetivo de detetar a possivel fonte de transmissdo. Destaca-se ainda que, a maioria das
pessoas confirmadas com Doenga dos Legionérios apresentavam fatores de risco

associados, como doencas cronicas ¢ idade avangada (Dire¢cdo Geral da Saude, 2017).

Para além da ocorréncia de varios surtos envolvendo um grande niimero de
pessoas, verifica-se a existéncia de um numero muito elevado de casos esporadicos

associados a infegdes de Legionella (Khodr et al., 2016; Phin et al., 2014).

Apesar de ndo ser possivel avaliar com precisdo a incidéncia da Doenca dos
Legionarios desencadeada por Legionella a um nivel global, porque existem varias
diferengas nas técnicas de diagnodstico e de investigagdo ambiental utilizadas em cada
pais, verifica-se a existéncia de um aumento extremamente significativo nos valores de
incidéncia recolhidos durante a ultima década em varios paises Europeus e nos Estados
Unidos da América, onde a Doenca dos Legionarios possui um processo de notificagdo

obrigatoria (Burillo et al., 2017).
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CONCLUSAO

Através do constante desenvolvimento de sistemas e equipamentos de agua geradores
de aerossois verifica-se que as infecdes causadas pelas bactérias patogénicas do género
Legionella, principalmente a espécie Legionella pneumophila, sdo consideradas infe¢des
emergentes, devido ao aumento do risco de transmissao € a uma maior vulnerabilidade a

exposicao dos seres humanos a estas bactérias.

Ap0s a analise dos métodos atualmente utilizados para monitorizar e detetar os niveis
de Legionella presentes nos varios sistemas suscetiveis a transmissao, verifica-se que nao
garantem uma total precisdo nos resultados obtidos, pois apresentam algumas
desvantagens que fazem com que os valores detetados de Legionella sejam diferentes dos

valores reais.

Quanto as medidas de controlo e desinfecdo utilizadas para impedir a proliferacio e
presenga de Legionella, verifica-se que as medidas atualmente implementadas nao
garantem uma total eficdcia no controlo regular do crescimento destas bactérias,
apresentando algumas desvantagens que poderao ser prejudiciais para o ser humano como
a formagao de subprodutos na utilizacao dos métodos quimicos na desinfecao em sistemas
de agua potavel. E assim fundamental o desenvolvimento de novos métodos capazes de
garantir uma maior eficacia no controlo da proliferagdo e transmissao de Legionella. Sera
também necessario garantir que todas as instalagdes que proporcionam um elevado risco
de transmissdo e proliferacdo destas bactérias cumpram obrigatoriamente com as medidas
de controlo e desenvolvam medidas preventivas com o intuito de minimizar o risco de

contaminagao € transmissao.
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