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RESUMO

Uma das bactérias mais perigosas transmitidas pela agua é a do género Legionella.
InfecOes causadas por esta bactéria sdo consideradas atualmente um problema emergente
de saude publica e estdo associados a altas taxas de mortalidade, justificando desta forma
que o controlo microbioldgico das aguas seja essencial para garantir a saude dos

trabalhadores e seguranca no trabalho em unidades fabris da area alimentar.

Na execucdo das obrigacOes legais referidas na Lei n.° 52/2018 ¢é determinado que todos
0s estabelecimentos, independentemente de terem natureza publica ou privada, sejam
obrigados a elaborar um Plano de Prevengdo e Controlo de Legionella spp., incluindo por
exemplo, procedimentos de tratamento, medidas de controlo adotadas e resultados

obtidos nas analises efetuada.

Na monitorizacdo da Legionella spp., destaca-se a importancia das analises de rotina
serem rapidas e precisas, permitindo detetar todas as células vivas, incluindo aquelas que

ndo podem ser cultivadas.

Ao longo do estagio colheram-se um total de 14 amostras de agua provenientes de
diferentes origens: chuveiros, de furo de abastecimento e de agua de processos (torres de
refrigeracdo). Estas amostras foram submetidas a pesquisa e quantificacdo de Legionella
spp. pela técnica RT-PCR (método ja acreditado pela empresa) e pelo Método Cultural.

Constatou-se, através dos resultados obtidos, que 0 Método Cultural tende a subestimar a
presenca de Legionella spp. Este trabalho veio assim reforcar a importancia do uso de
métodos de biologia molecular e de métodos culturais, de forma complementar, na

detecdo, quantificacéo e identificacdo adequada dos microrganismos.

Palavras-chave: Agua, Legionella, Método Cultural, Seguranca no Trabalho, Técnica
RT-PCR,




ABSTRACT

One of the most dangerous bacteria transmitted by water is Legionella spp.. Infections
caused by this bacterium are currently considered an emerging public health problem and
are associated with high mortality rates if not properly treated. As such, water
microbiological control is essential, ensuring the health and safety at work.

In Portuguese Law 52/2018 is established that in all public or private organizations, it is
required to applied a Legionella spp. prevention and control plan, including for example
treatment procedures, control measures adopted and results obtained from the analyzes

performed.

For monitoring Legionella spp. it is very important that routine analyzes use fast and
effective methods, allowing the detection of all living cells, including those that cannot

be cultured.

During the internship, a total of 14 water samples were collected from different matrices,
such as showers, borehole supply and process water (cooling towers). These samples were
subjected to research and quantification of Legionella spp. using the RT-PCR technique

(method already accredited by the company) and Cultural Method.

From the results obtained we can see that the cultural method tends to underestimate the
presence of Legionella spp. This work thus reinforces the importance of using molecular
biology and cultural methods in a complementary way in the detection, quantification and

proper identification of microorganisms.

Keywords: Water, Legionella, PCR method, Cultural method, Work safety.
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1. INTRODUCAO

O problema relacionado com as bactérias do género Legionella é ainda hoje caracterizado
(pelo menos no nosso pais), pelo facto dos microrganismos deste género bacteriano serem

agentes causais de doencas do aparelho respiratorio, como a Doenga dos Legionarios.

Esta bactéria tem como habitat natural ambientes naturais e artificiais. A partir dos
ambientes naturais pode colonizar os sistemas artificiais de abastecimento de agua,
incorporando-se em sistemas de arrefecimento de agua de processo industrial e em
sistemas de climatizagéo, de diferentes organizagdes incluindo as do sector alimentar,
multiplicando-se sempre que encontre condi¢des favoraveis (Diegues & Martins, 2013).

Para minimizar a proliferacdo de Legionella spp. e o risco associado de Doenca dos
Legionarios, devem ser adotadas medidas de prevencdo e de controlo fisico-quimico e
microbioldgico, promovendo e mantendo limpas as superficies dos sistemas de agua e de
ar. Recomenda-se a realizacdo de andlises periodicas nos sistemas/pontos com risco

elevado de contaminagdo por esta bactéria (Diegues & Martins, 2013).

Para detecdo e enumeracdo da Legionella spp., o Método Cultural é definido como o
método de referéncia, apesar das limitacGes. Este é geralmente conhecido como “gold
standard” (padrdo de referéncia) e permite identificar todas as espécies conhecidas do
género Legionella. Esta € uma técnica demorada e complicada, devido a dificuldade no
isolamento de Legionella spp., uma vez que ha situacdes em que a bactéria pode ser
viavel, mas ndo cultivavel. Essas dificuldades podem conduzir a falsos negativos,
havendo uma subestimacdo da presenca de Legionella nos sistemas, o que pode ter sérias
consequéncias (European Centre for Disease Prevention and Control - ECDC, 2017).

Para combater essas dificuldades, a técnica de PCR é muito recomendada, pois é um teste
rapido desenvolvido para detetar sequéncias genéticas especificas para todas as espécies

do género Legionella e é altamente sensivel (ECDC, 2017).

Através dos servicos de Seguranga e Saude de uma organizacdo (art. 15° da Lei n.°
102/2009, de 10 de setembro, na sua atual redacdo), o empregador estd obrigado a
assegurar uma adequada vigilancia dos seus trabalhadores, tendo em conta o facto destes
serem expostos, ou potencialmente expostos, a perigos de natureza biolégica, como as

bactérias da familia Legionellaceae.




O presente estudo pretendeu abordar a importancia do controlo e prevencao da bactéria
legionela, no &mbito da analise de risco associado a utilizacdo de &gua em contexto de
trabalho profissional.

No sentido de concretizar este estudo estendeu-se 0 seu objetivo a comparacao entre a
técnica de PCR em Tempo Real e o Método Cultural, pela analise dos resultados obtidos
na pesquisa e quantificacdo de Legionella spp., em amostras de agua de consumo humano,
furos de abastecimento e dguas de processos colhidas ao longo do periodo de estagio

O estudo desenvolvido no @mbito do estégio foi realizado no laboratério GLOBALAB -
Ensaios Quimicos e Microbioldgicos, SA, cujo principal objetivo é a realizacdo de

analises microbiologicas e fisico-quimicas a aguas e alimentos.

O Globalab garante o apoio qualificado e personalizado & medida das necessidades de
cada cliente, garante a rececdo e tratamento das amostras em qualquer hora do dia e a
qualquer dia da semana, permitindo ao cliente uma resposta eficaz e imediata em qualquer
situacdo. O laboratdrio estd acreditado segundo a norma ISO 17025, nos diferentes
procedimentos analiticos, controlo de qualidade interno e externo. E, todos os ensaios
realizados no Globalab sdo efetuados por pessoal qualificados, avaliados regularmente
recorrendo a materiais de referéncia, ensaios de comparacao interlaboratorial e ensaios
em paralelo. Dispbe atualmente, de um quadro de 12 colaboradores. Uma equipa
profissional e qualificada com experiéncias em Vvérias areas, 0 que permite efetuar o
controlo analitico em &guas, como aguas de piscina, residuais, minerais e de nascente;
subterraneas/superficiais, balneares e aguas para rega; na area alimentar, efetuando
colheita de amostras em superficies (ensaio acreditado segundo a 1SO 18593:2004) e
superficies de carcacas (ensaio acreditado segundo a ISO 17604:2015), controlo analitico
de produtos alimentares, estudos de validade dos produtos, valores nutricionais e

caracterizagdo para fins de rotulagem, entre outros andlises.

Na prossecucdo do objetivo do estudo e presente estdgio no laboratorio, procurou-se
também desenvolver competéncias laboratoriais ao realizar o acompanhamento das
atividades correntes do laboratério onde o estagio foi efetuado, bem como o envolvimento
na rotina laboratorial com todas as exigéncias de adaptagéo as maltiplas tarefas, execugéo

das técnicas de andlise e integracdo num ambiente empresarial.




1.1. Caracterizacdo do genero Legionella

O género Legionella ¢ o Unico pertencente a familia Legionellaceae. A familia
Legionellaceae pertence a y-subdivisdo das Proteobactérias e estd inserida na ordem
Legionellales (Palusinska-Szysz & Cendrowska-Pinkosz, 2009). Esta ordem tem duas
familias: Legionellaceae e Coxiellaceae. Garrity et al. (1980) prop6s que, com base na
diferenciacdo das caracteristicas fenotipicas e na homologia do DNA deveriam ser
isolados trés géneros dentro da familia da Legionellacea: Legionella, Fluoribacter e
Tatlockia. No entanto, estudos recentes verificaram através da anlise da sequéncia 16S
do RNA ribossomal, que todas as espécies estdo cerca de 95% relacionadas entre si,

contradizendo assim a divisdo da Legionellacea (Khodr et al., 2016).

Atualmente, o género Legionella inclui mais de 60 espécies e aproximadamente 70
serogrupos distintos, muitos dos quais considerados patogénicos. Destas espécies e
serogrupos a Legionella pneumophila serogrupo 1 é a responsavel pela maior parte dos

casos de infecdes (cerca de 95%) detetados (Diegues & Martins, 2013).

A Legionella spp. é uma bactéria naturalmente presente em ambientes aquaticos, como
lagos, rios, nascentes, zonas de &gua estagnada e &guas subterrdneas, e ambientes
artificias, como redes de abastecimentos/distribuicdo de &gua, redes prediais de agua
quente e agua fria, ar condicionados e sistemas de arrefecimento (como as torres de
refrigeracdo, condensadores evaporativos e humidificadores), condicBes criadas pelo
Homem em que a agua esta estagnada. Surgem ainda em fontes ornamentais e tanques
recreativos, como por exemplo jacuzzis (CUF, 2018; Instituto Portugués da Qualidade,
2018).

Esta bactéria em forma de bacilo, Gram-negativa, € um patdgeno intracelular facultativo
que pode utilizar células eucaridticas, como protozoarios aquaticos, para a sua

multiplicacdo (Sheehan et al., 2005).

1.1.1. Fatores que influenciam o crescimento da bactéria

A sobrevivéncia e multiplicacdo das bactérias do género Legionella sdo influenciadas por
varios fatores nomeadamente, a temperatura, presenca de nutriente, a interagdo com

outros microrganismos e o pH.

A temperatura € um factor muito importante no crescimento desta bactéria. Quando as

condicBes sdo favoraveis, particularmente a temperaturas entre 20°C e 45°C na presenca




de depositos (ferrugem), multiplica-se rapidamente, atingindo niveis anormais e de risco
em sistema de circulagdo e fornecimento de agua, podendo sobreviver a temperaturas
entre 20°C e 70°C (CUF, 2018; Sheehan et al., 2005). No caso da L. pneumophila
multiplica-se a temperaturas entre os 25 e 42°C, com um crescimento ideal a 35°C
(Borella et al., 2005). No entanto, a temperaturas acima dos 50°C, a populacdo deste
patdgeno, quando em cultura pura, rapidamente declina e, a 60°C, é incapaz de sobreviver.
Bartram et al. (2007) afirmam que a 70°C esta bactéria € destruida quase
instantaneamente, contudo, a temperaturas inferiores a 20°C conseguem sobreviver por

algum periodo de tempo, mas ndo apresentam crescimento.

Num estudo realizado por Kusnetsov et al. (1996) descobriu-se que o crescimento de
todas as estirpes testadas diminuiu quando foram atingidas temperaturas acima de 44-
45°C, sendo a temperatura limite de crescimento entre 48,4 e 50°C. As estirpes de
Legionella spp. estudadas produziram didxido de carbono até uma temperatura de 51,6°C,
sugerindo que as enzimas respiratorias sobrevivem a esta temperatura. Sistemas
complexos de agua, como &gua quente, sistemas de ar-condicionado e banheiras de
hidromassagem estdo numa faixa de temperatura que estimula o crescimento de
Legionella spp.. Além disso, estes sistemas de agua podem potencialmente produzir

aerossois, aumentando a propagacéo das bactérias (Bartram et al, 2007).

Para prevenir uma infecdo provocada pela Legionella spp. é recomendavel que a
temperatura de armazenagem e distribuicdo de agua seja abaixo dos 25°C e, idealmente,
abaixo dos 20°C. A Legionella spp. consegue sobreviver por longos periodos a baixa
temperatura, multiplicando-se quando a temperatura aumenta se as outras condi¢fes

permitirem (Bartram et al, 2007).

A presenca de nutrientes é fundamental para o crescimento destas bactérias, sendo a sua
disponibilidade extremamente importante no ciclo de vida das espécies de legionela
(Ambrésio, 2017). A elevada disponibilidade de nutrientes permite que as bactérias
entrem na fase replicativa, permitindo uma rapida replicagéo e proliferagdo (Wood et al.,
2015; Ambrésio, 2017). Por exemplo, a L. pneumophila tem um ciclo de vida bifasico
distinto devido a disponibilidade de nutrientes (Wood et al. 2015), acrescentando que a
agua, por si so, é insuficiente para que esta bactéria consiga proliferar (Bartram et al,
2007). Foi possivel constatar, atraves de estudos, que a L. pneumophila sobreviveu por
um longo periodo de tempo, quando foi utilizada &gua destilada esteril e &gua da torneira

estéril, mas ndo houve evidéncia de multiplicacdo. Isto permitiu inferir que seriam




necessarios outros microrganismos para que a Legionella spp. se multiplicasse sendo que,
ainda no mesmo estudo, quando foi utilizado 4gua da torneira ndo estéril, a bactéria ndo
sO sobreviveu como se multiplicou. Estes resultados sugerem que o crescimento da
Legionella spp. requer nutrientes ja existentes na dgua da torneira (Yee & Wadowsky,
1982), sendo os aminoacidos considerados a sua principal exigéncia nutricional,
funcionando como fonte de energia e carbono que permite a sua replicagdo e crescimento
(Ambrosio, 2017).

Na sequéncia dos estudos anteriores verificou-se que 0s protozoarios sao um vetor
importante para a sobrevivéncia e multiplicacdo das bactérias do genero Legionella,
revelando uma boa capacidade de adaptacdo ao seu meio intracelular. Num ambiente
natural, L. pneumophila prolifera em protozoéarios dentro de fagossomas intracelulares,
produzindo proteases com atividade citotoxica e causando, assim, destruicdo tecidual
(Bartram et al, 2007). A absorcdo pela ameba e a sobrevivéncia sdo conhecidas por afetar
a temperatura, estado nutricional e disponibilidade de i6es de ferro (como i&o ferroso
(Fe?*) e o ido férrico (Fe**)) do hospedeiro. Num estudo realizado, por Borella et al.
(2005), verifica-se que a Legionella spp., quando cresce dentro da ameba, muda
fenotipicamente, aparecendo de forma curta e ndo filamentosa. Para além das condicdes
favoraveis para a multiplicacdo intracelular, os protozoarios asseguram protecdo a
Legionella spp. de efeitos biocidas, processos de desinfecdo térmica, condi¢fes adversas

a sua sobrevivéncia e conferem-lhe uma maior resisténcia ao stresse.

A coevolucdo com multiplas espécies de protozoarios resultou no desenvolvimento de
mecanismos que permitem que a bactéria ocupe uma ampla gama de hospedeiros e,

consequentemente, consiga infetar células humanas (Abdel-Nour et al., 2013).

As bactérias deste genero Legionella sdo tolerantes a acidez, podem suportar exposicao a
pH igual a 2 por um periodo curto de tempo (Bartra et al., 2007). O valor de pH entre 5 e
8,3 é Gtimo para a sua proliferacdo (Sheehan et al., 2005). A existéncia de um biofilme
nas superficies em contacto com a dgua, processos de corrosdo ou incrustagéo, utilizacao
de materiais porosos e de derivados de silicone nas redes prediais, potenciam também o

crescimento (Novais & Peixe, 2014).




1.1.2. Biofilmes

Os biofilmes consistem em ecossistemas microbianos heterogéneos extremamente
complexos, onde os microrganismos estdo incorporados numa matriz polimérica
extracelular (EPS), que lhe providencia estabilidade, estrutura, nutrientes e protecédo
(Ambrésio, 2007). A matriz EPS é responsavel pela coesdo (unir células umas as outras)
e adesdo (a superficie) do biofilme e é composta essencialmente por polissacarideos e
proteinas (Simdes et al., 2010). Os biofilmes podem encontrar-se em todos 0s meios onde
existem bactérias: no ambiente industrial, natural ou clinico. Precisam essencialmente de
um ambiente hidratado e uma quantidade minima de nutrientes para se desenvolverem
(Serra, 2003).

A presenca de biofilmes é comum na industria alimentar e afirmam-se como um sério
problema a enfrentar, pois funciona como fonte de contaminacdo permanente, pondo em
causa a qualidade e seguranca dos produtos e a vida util dos equipamentos (Faria, 2010).
O design do equipamento, a escolha dos materiais das superficies, a correta utilizacdo e
selecdo dos detergentes, a formacdo dos operadores e as boas praticas de fabrico
constituem estratégias importantes na prevencao e controlo da formacdo de biofilmes
(Kumar & Anand, 1998; Faria, 2010).

Os biofilmes que se formam nas superficies ou utensilios e entram em contato com o
alimento sdo os principais responsaveis pela contaminacdo no produto final. As
consequéncias dessa contaminacdo, podem levar a rejeicdo do produto final, perdas
econdmicas ou mesmo doengas causadas por intoxicacao alimentar, contraidas a partir da
deterioracdo de alimentos contaminados por exemplo, por Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp., Campylobacter jejuni e
Bacillus spp. (Téllez, 2010).

Para além de surgirem problemas associados a saude publica e a deteriora¢do do produto,
os biofilmes séo responsaveis por blogueios mecanicos que prejudicam 0s processos de
transferéncia de calor e aumentem a taxa de corroséo das superficies (Kumar & Anand,
1998). Adicionalmente, a formacdo de biofilmes em redes de distribuicdo de agua na
industria alimentar, ao obstruir os canos, diminui a velocidade e a capacidade de carga,

resultando numa maior utilizacdo de energia (Téllez, 2010).

Na industria dos laticinios e outras industrias do ramo alimentar, durante a separacdo do

leite, ou a clarificacdo de sumos de fruta, sdo utilizados sistemas de ultrafiltracdo e




osmose inversa. Esses filtros possuem poros muito pequenos que estdo continuamente em
contato com o alimento. Mesmo que a adsor¢do microbiana seja minima pode ocorrer
bloqueio dos poros e causar obstrugdo do filtro. Esta obstrugdo ocorre devido a formagao
do biofilme. No final do processo, verifica-se uma reducdo do fluxo, e consequentemente,

perda de desempenho e produto (Serra, 2003).

Os biofilmes podem crescer dentro de tubos de qualquer liquido, agua potavel, 6leos,
produtos quimicos, etc. A presenca destes nas torres de refrigeracdo pode reduzir a
transferéncia e a eficiéncia do calor, e favorecer a corrosao de superficies metalicas,
problemas que ndo sdo tdo frequentes na industria alimentar. Assim, S0 necessarios
procedimentos de limpeza eficazes para prevenir 0s danos perigosos e dispendiosos que
os biofilmes bacterianos podem causar (Serra, 2003; Téllez, 2010).

No ambiente aquatico os biofilme aparecem e acumulam-se em todas as superficies
submersas, naturais ou artificiais. Microrganismos, como a L. pneumophila, formam
biofilmes como forma de resistir a condigdes adversas, como temperaturas extremas ou a

escassez de nutrientes (Bartram et al., 2007; Abdel-Nour et al., 2013).

Em sistemas aquaticos artificiais, as células de Legionella spp. ao associarem-se a
biofilmes conseguem sobreviver, pois a matriz que compde um biofilme, como referido
anteriormente, é capaz de fornecer protecdo e um gradiente especifico de determinados
nutrientes (Fields et al., 2002; Bartram et al., 2007; Cunha, 2013). A disponibilidade
destes nutrientes complexos nos biofilmes, levou investigadores a postular teorias acerca
da possibilidade dos biofilmes suportarem a sobrevivéncia e a replicacdo da Legionella
spp. fora da célula hospedeira. Este conceito é plausivel, visto que a maioria das bactérias
intracelulares facultativas é capaz de se multiplicar extracelularmente, em ambientes
especificos (Fields et al., 2002; Quirino, 2011). A interacdo de biofilmes de espécie
maltipla, com outros microrganismos (como protozoarios), sdo um dos fatores mais
influentes para a colonizacdo e persisténcia no meio ambiente. Por conseguinte, o facto
dos protozoarios estarem presentes em fontes de dgua tem sido considerado um factor de
risco para surtos de L. pneumophila. De facto, existe relagdo direta entre a quantidade de

L. pneumophila e a presenca de protozoarios nos biofilmes (Abdel-Nour et al., 2013).

Adicionalmente, esta bactéria é também capaz de crescer através da matéria organica que
estd em decomposicdo por outros microrganismos, replicando-se indiretamente (Abdel-
Nour et al., 2013; Declerck, 2010).




Como referem Bartram et al. (2007), s@o varios os fatores que aumentam a probabilidade
de ocorréncia de biofilmes, dos quais se destacam: i) a presenca de nutrientes; ii) o
desgaste e corrosao; iii) a temperatura da agua; iv) a dgua estagnada ou fraco fluxo de

agua nos entroncamentos dos canos dos sistemas e nos tanques de armazenagem.

Ainda a este proposito, Bartram et al. (2007) referem que os materiais utilizados na
montagem dos sistemas também podem aumentar o risco de crescimentos dos biofilmes,
podendo mesmo beneficiar a proliferacdo de microrganismos. Substancia naturais, como
juntas de borrachas, podem fornecer substratos ricos em nutrientes adequados para a
proliferacdo de microrganismos. Os microrganismos conseguem inclusive crescer nas
superficies de sistemas revestidos com cobre, que tém uma resisténcia inerente a

colonizacdo, se a superficie tiver sido sujeita a corrosao.

1.2. InfecBes e sintomas provocados nos seres humanos

A espécie L. pneumophila é a mais frequentemente associada a infecdo no homem e dela
conhecem-se quinze serogrupos, sendo o serogrupos 1 o mais frequente, seguindo-se-lhe
0 serogrupos 6. Das outras espécies, também aparecem com alguma frequéncia a L.

bozemanii e a L. longbeachae (Marques et al., 2003).

A infecdo por Legionella spp. pode apresentar-se como uma infecdo subclinica, como
infecdo multissistémica com quadro predominante de pneumonia (Doenga dos
Legionérios), a qual frequentemente justifica internamento hospitalar, ou ainda como uma
forma respiratoria ndo pneumonica, autolimitada e que se assemelha a uma sindroma
gripal e que se denomina Febre de Pontiac (Marques et al., 2003). A Doenca dos
Legionarios consiste numa pneumonia bacteriana potencialmente fatal e, visto que
pertence ao grupo de pneumonias atipicas e abarca um largo espectro de manifestaces
clinicas, é necesséria confirmacédo de diagndstico por métodos laboratoriais. A Febre de
Pontiac consiste numa doenca gripal ligeira, sem o desenvolvimento de pneumonia
(Khodr et al., 2016).

A Tabela 1 lista os sintomas mais comuns da Doenca dos Legionarios e da febre de

Pontiac.




Tabela 1 - Principais caracteristicas da Doenca dos Legionarios e Febre Pontiac.
(adaptado de Bartram et al. (2007)).

CARACTERISTICAS | DOENGA DOS LEGIONARIOS FEBRE DE PONTIAC

5 horas a 3 dias

Periodo de incubacéo 2 a 10 dias (podendo atingir 3 semanas) (mais frequente 24 a 48 horas)

Duragéo Vérias semanas 2 a5 dias
Provoca mortalidade, dependendo da
. suscetibilidade: de 5-30% Normalmente néo provoca
Taxa de fatalidade . g o .
Em pacientes hospitalizados pode atingir | mortalidades
40-80%

Na populacdo em geral: 0,1-5%

Taxa de incidéncia Nos hospitais: 0,4-14%

Superior a 95%

= Febre alta = Gripe (sem pneumonia)
= Dor de cabeca = Perda de forca (astenia),
= Tosse seca ndo produtiva cansaco
= As vezes expetoragio sangue-listrada | = Febre alta e calafrios
= Arrepios = Dor muscular (mialgia)
= Dor muscular = Dor de cabega
Sintomas = Dificuldade em respirar, dor no peito = Dor nas articulagdes
= Diarreia (25-50% dos casos) (artralgia)
= VVOmito, nausea (10-30% de casos) = Diarreia
= ManifestacGes do sistema nervoso = Nausea, vomito (em pequena
central, tais como confuséo e delirio proporc¢ao de pessoas)
(50% dos casos) = Respiragdo dificil (dispneia) e
= Insuficiéncia renal tosse seca
Tratamento Utilizacdo de antibidticos Nenhum tratamento especifico

A infecdo transmite-se por inalacdo de aerossois de agua de goticulas de vapor de dgua
contaminada por Legionella spp. (Instituto Portugués da Qualidade, 2018), isto €, quando
as pessoas respiram uma névoa ou vapor (pequenas goticulas de agua no ar), que contém
a bactéria (Marques et al., 2003), possibilitando a sua deposicao nos alvéolos pulmonares.
Se as goticulas contaminadas por Legionella spp. forem de tamanho suficientemente
pequeno (<5,0 um), elas podem alcangar os alvéolos. Assim que a bactéria entra nos
alvéolos, sera ingerida por macrdéfagos pulmonares. No entanto, se a legionela nédo for
destruida (digerida) por fagocitose, ird crescer dentro dos macrofagos (de uma maneira
semelhante ao crescimento da Legionella spp. dentro da ameba e dos protozoarios)
(Association of Water Technologies (AWT), 2019). As pessoas também podem contrair
a doenca ao respirar goticulas pulverizadas por um sistema de agua (como dispositivos
de arrefecimento, tanques de agua gquente, sistemas de encanamento ou chafarizes), que

ndo tenham sido limpos ou desinfetados adequadamente (Marques et al., 2003). Sendo a




temperatura do corpo humano, favoravel para o crescimento, a Legionella spp. ird
multiplicar-se e eventualmente causar lise celular (ruptura) das células do macrofago.
Isto, sobrecarregard o sistema imunoldgico do hospedeiro e ocorrerd doenca. N&o séo
conhecidos casos de propagacdo da doenca de pessoa, para pessoa, nem através da

ingestdo de agua contaminada (AWT, 2019).

1.2.1. Ocorréncia de surtos de doenca causados pela Legionella spp.

O primeiro surto associado a esta bactéria foi identificado em 1976, durante uma
convencdo da American Legion, num hotel em Filadélfia. Em 1977, foi possivel o
isolamento da bactéria. A doenca ficou conhecido por Doenca dos Legionarios ou
legionelose e a bactéria denominou-se como Legionella. Foi diagnosticada a 300
pacientes e a taxa de mortalidade atingiu 50% (CUF, 2018; Quirino, 2011).

Apesar de ndo ser possivel avaliar com precisdo a incidéncia da Doenca dos Legionarios
desencadeada por Legionella spp. a um nivel global, visto que, existem varias diferencas
nas técnicas de diagnostico e de investigacdo 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 notificacdo obrigatdria
(Quirino, 2011). A Figura 1 indica alguns surtos de legionela de grandes dimensdes

ocorridos desde 0 ano de 1976 até ao ano de 2017.
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Figura 1 - Surtos de Legionela de grandes dimensdes ocorridos desde 0 1976 — 2017.

(adaptado de Ambrosio, 2017; Relatoério anual “Legionnaires' disease” dos respetivos anos)
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Em Portugal a Doenca dos Legionarios foi descrita pela primeira vez em 1979 e esta
incluida na lista de doencas transmissiveis de declaragdo obrigatoria desde 1999 (Portaria
n. 1071/98, de 31 de Dezembro), ndo se conhecendo com rigor 0s nimeros respeitantes
a sua incidéncia em cada ano, mas havendo conviccdo de que esta patologia €
subdiagnosticada (Marques et al., 2003). Contudo, desde essa altura até fins de 2015,
foram notificados 1679 casos, predominantemente associados a alojamentos em unidades
hoteleiras. No ano de 2014, quando ocorreu o surto de Vila Franca de Xira, foram
notificados 532 casos, ou seja, cerca de 32% de todos os casos reportados entre 2000 e
2015 (Instituto Portugués da Qualidade, 2018). Este foi 0 segundo maior surto de Doenca
dos Legionérios registado até a data, evidenciando o impacto das condic6es climaticas e
fendtipos bacterianos em torre de resfriamento (George et al., 2016).

Nos altimos anos tém sido notificados, em média, cerca de 190-200 casos por ano
(Instituto Portugués da Qualidade, 2018). Em abril de 2004, a Direcdo-Geral da Saude
(DGS) criou o Programa de Vigilancia Epidemioldgica Integrada da Doenga dos
Legionarios, com o objetivo de reforcar a vigilancia epidemioldgica integrada, que prevé
a notificacdo clinica dos casos as autoridades de salde e a notificacdo laboratorial ao
Instituo Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, associando a componente clinica,

laboratorial e epidemioldgica (Direcdo-Geral da Saude, s.d).

Na Figura 2 esta representado graficamente o nimero de casos notificadas de Doencga dos

Legionarios em Portugal entre 1999-2017.
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Figura 2 - Namero de casos notificados de Doenca dos Legiondrios, por ano de notificacdo, Portugal 1999-2017

Fonte: Gaspar, C., Augusto, G., Albuquerque, M., Nascimento, M., Vicéncio, P., & Nogueira, P. (2017). Doencas de Declaracdo
Obrigatdria 2013-2016, VVolume II-Regides;

European Centre for Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease. In: ECDC. Annual epidemiological report for 2017.
Stockholm: ECDC; 2019).
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De acordo com informacdes veiculadas pela CUF (2018), os surtos de legionelose
adquiridos em comunidade eram esporadicos, e ndo transmissiveis de pessoa para pessoa.
Contudo, no caso ocorrido em 2014, em Portugal, sugere-se que a infecdo bacteriana,
muitas vezes mortal, pode, em casos caros, passar de pessoa para pessoa (Correia et al.,
2016). Apesar deste estudo averiguar uma nova abordagem sobre uma potencial
preocupacdo de transmissdo de pessoa, para pessoa, da Doenca dos Legionarios, é
importante perceber que o principal modo de transmisséo continua a ser via inalagéo de
aerossois infetados nas torres de refrigeracdo, ar condicionado e unidades de ventilagdo
(Glatter, 2016 citado por Health Day, 2016).

1.3. Medidas de prevencéao e controlo

Como referido anteriormente, o género Legionella é frequentemente encontrado em
ambientes naturais e ambientes artificias, condi¢6es criadas pelo Homem em que a dgua
esta estagnada, resultando num risco de contaminac&o individual e, podendo causar surtos
da doenca (CUF, 2018; Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

A adequacdo de medidas de controlo capazes de prevenir o desenvolvimento
microbioldgico é fundamental, particularmente no que respeita a alguns parametros como
a detecdo de Legionella spp.. Deste modo, é importante que seja realizada uma avaliacao
de riscos e posteriormente um plano de controlo/prevencdo que garanta um controlo
eficaz, juntamente com as medidas corretivas necessarias em todas as partes do sistema
ou equipamento, e que englobe ainda um plano de limpeza e desinfecdo de todas as
instalagdes (EDPC, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

Considera-se como principio estratégico fundamental, evitar a criacdo de condigdes e
factores que propiciem o crescimento de bactérias do género Legionella (EDPC, 2017),
pois uma vez que a agua ja esteja contaminada o processo de tratamento é muito mais
dificil.

Segundo a EDPC (2017) e o Instituto Portugués da Qualidade (2018) para serem eficazes
as acles preventivas devem ser exercidas desde a concecdo das instalagdes até & sua

operacdo e manutencdo. Recomendam-se, de um modo geral, as seguintes praticas:

= Uso de tratamentos adequados para o tratamento da agua;
= Assegurar um bom fluxo de agua, evitando a estagnacdo da agua, ou de

armazenamento prolongado, nos diferentes sistemas;
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» Impedir os processos de corrosdo e incrustacdo através da implementacédo de
mecanismos de combate a estes fendmenos;

= Controlar e monitorizar regularmente a qualidade da &gua do processo, quanto ao
residual de biocida, ao pH, a dureza, a alcalinidade;

= Manter o sistema limpo para evitar o acumulamento de sedimentos que possam

abrigar bactérias.

As medidas de controlo utilizadas para impedir a proliferacdo da bactérias podem variar
consoante as concentracdes detetadas nos sistemas e equipamentos, podendo mesmo ter
que ocorrer alteracbes as medidas previamente estabelecidas, sendo necessario recorrer a

técnicas de desinfecdo e tratamentos de choque (Ambrdsio, 2017).

Com intuito de eliminar/reduzir o risco de legionelose é necessario minimizar as
concentracdes de Legionella spp. nos sistemas afetados e evitar a transmissdo da bactéria
existente nos sistemas, para individuos suscetiveis. Para tal, propdem-se por exemplo
sistemas de Analises de Perigos e Controlo de Pontos Critico (HACCP), utilizados
principalmente em inddstrias alimentares, como uma medida de controlo da qualidade
(Springston & Yocavitch, 2017).

Atualmente, existe uma grande variedade de técnicas utilizadas para controlar a
proliferacdo de Legionella spp.. Os métodos convencionas de desinfecdo da &gua, que
englobam a desinfecdo térmica, uso de ionizacdo com cobre e prata, irradiacdo com
ultravioleta e adicédo de cloro, tém sido amplamente investigados. Contundo, como cada
método de desinfecdo apresenta vantagens e desvantagens, ainda ndo foi identificado um
método 6timo (Pule, 2016).

= Desinfe¢éo térmica

Este método consiste no aumento de temperatura da agua presente no equipamento de
armazenamento do sistema de dgua potencialmente contaminado com Legionella spp.. A
agua devera atingir temperaturas entre os 70°C e os 80°C, devendo-se garantir este valor
nos pontos mais criticos do sistema, para que ocorra a eliminagéo das bactérias presentes
(ECDC, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

Estudos indicam que para eliminar a Legionella spp. a temperaturas proximas dos 60 °C
o tratamento deve demorar aproximadamente 25 minutos. Ja a temperaturas superiores a
70 °C, o tratamento deve ocorrer durante 10 minutos (ECDC, 2017; Instituto Portugués
da Qualidade, 2018).
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Uma das principais vantagens da desinfecdo térmica é ndo requer um equipamento
especifico para que o tratamento seja realizado rapidamente, desde que haja capacidade a
de mandar o calor suficiente no sistema. Sendo notavel em situa¢@es de surto, quando a
legionela deve ser erradicada do sistema de distribuicdo de adgua imediatamente. Em
contrapartida, apresenta-se como um procedimento demorado e envolve muito pessoal
para controlo e monitoracdo de diversos locais, temperaturas em todo o sistema e tempos
de descarga (Pale, 2016), ainda o consumo de agua e de energia é elevado,
comprometendo 0s objetivos de eficiéncia energética dos edificios (Instituto Portugués
da Qualidade, 2018).

Quando nao for possivel estabelecer as temperaturas recomendadas nos Varios processos
de desinfecdo térmica, uma vez que o sistema ndo consegue manter de uma forma
constante as temperaturas afetando a eficicia do tratamento, deve recorrer-se a desinfecédo
quimica (Pale, 2016; Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

= Adicdo de Cloro

A adicdo de cloro é frequentemente usada para controlar a Legionella spp. quando a
desinfecdo térmica ndo é uma opc¢ao viavel (Springston & Yocavitch, 2017). Este método
reduz e controla o crescimento da bactéria nos sistemas de agua, contudo as concentracoes
residuais de cloro devem ser continuas para que afete as atividades respiratérias e 0s
acidos nucleicos das bactérias, levando a sua inativacdo, e assim manter sistema
controlado (Pile, 2016; Springston & Yocavitch, 2017).

E fundamental monitorizar regularmente os teores de cloro residual livre, devendo o valor
de pH da agua ser preferencialmente inferior a 8 e a temperatura inferior a 30°C, caso
contrério a eficacia diminui, sendo necessario alterar as dosagens (Instituto Portugués da
Qualidade, 2018). Os niveis residuais de cloro podem variar dependendo da qualidade da

agua, do caudal envolvido e da quantidade de biofilme no sistema (ECDC, 2017).

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 refrigeracéo entre
0,5 e 1 mg/L, e nos sistemas de adgua climatizada devera estar entre os 0,8 e 0s 2 mg/L
(Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

Uma das principais vantagens da adi¢do de cloro é a sua elevada eficacia nas zonas de
caudal elevado, deixa um residual de desinfetante na agua que perdura ao longo do tempo,
tratamento econodmico e de facil instalacdo (Instituto Portugués da Qualidade, 2018). No
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entanto, existem varios problemas com a adi¢ao de cloro nos sistemas de agua, como em
niveis elevados pode resultar em sabores e odores desagradaveis, além de irritar a pele,
os olhos e as mucosas. O cloro é muito corrosivo e reduzira a vida Gtil das tubagens. Além
disso, as reacdes entre a escala de corrosdo do cloro e do ferro podem resultar em perdas

significativa cloro livre no sistema de distribuicdo (Springston & Yocavitch, 2017).
= Adicdo de Dioxido de cloro (ClO2)

O dioxido de cloro (ClO) é considerado uma alternativa a desinfecdo por cloro, quer no
tratamento de agua para consumo humano, quer no tratamento da agua para processos
industriais, tendo em conta que além do poder de desinfecdo elevado ndo potencia os
fendmenos de corrosdo dos materiais das redes desde que nas concentracdes adequadas
(0,2 20,4 mg/L) (Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

Contudo é muito instavel 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 é muito eficaz a invadir e dispersar os biofilmes presentes (ECDC, 2017).
= |onizacéo cobre/prata

Segundo o Instituto Portugués da Qualidade (2018), a carga positiva dos ides de cobre
(Cu* e Cu?*) e da prata (Ag"), formam uma ligagéo eletrostatica com a carga parcialmente
negativa das membranas celulares, afetando os processos de difusdo através das
membranas e desta forma proporcionando o colapso da bactéria. A concentracao de iGes
presentes na agua ira depender da intensidade da corrente aplicada nos elétrodos
(ECDC, 2017).

A eficécia desta técnica ndo é afetada pela temperatura elevada da &gua, ou seja, pode
ser utilizado em sistemas de &gua quente. Contudo, quando os valores de pH sdo
superiores a 8, a sua eficacia € mais reduzida devido a precipitacdo dos ides de cobre
(Ambrésio, 2017).

= Recurso ao Ozono (O3)

A utilizacdo de tratamento com recurso ao 0zono, é outro método que tem sido usado para
o controlo da legionela na construcéo de sistema de 4gua (Springston & Yocavitch, 2017),
pois é um oxidante extremamente ativo e eficaz para eliminacdo da legionela (Instituto

Portugués da Qualidade, 2018). Este oxidante inativa a bactéria através da producéo de
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radicais livres de hidroxilo e superoxido afetando a permeabilidade, a atividade

enzimética e o DNA das células bacterianas (Pile, 2016).

Embora 0 0zono seja um oxidante muito mais poderoso que o cloro, ndo é eficiente o
suficiente para controlar as bactérias legionelas em sistemas aquéaticos quando utilizado
sozinho, pois tem um periodo de vida curto e decomp@e-se de novo em oxigénio, sendo
necessario um segundo desinfetante para manter o valor residual na &gua (Pile, 2016;
Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

Recomenda-se que no ponto de injecao se atinjam concentracfes de ozono de 1 a 2 mg/L,
produzindo uma reducdo da presenca de legionela de 5 Log (Springston & Yocavitch,
2017).

= Desinfe¢édo por Luz Ultravioleta (UV)

A irradiacdo com luz ultravioleta (UV) € um método alternativo para a desinfecdo da agua
(ECDC, 2017). O sistema de tratamento por UV, preventivo, consiste na transferéncia de
energia eletromagnética de uma lampada de arco de mercurio, afetando o material
genético dos organismos. Assim, quando a radiacdo UV penetra na estrutura da célula,
através da membrana celular, destréi a estrutura de DNA e a capacidade de multiplicacédo
da célula (Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

O comprimento de onda que conduz a uma eliminacéo mais eficaz dos microrganismos,

encontra-se no intervalo entre 250 a 270 nm, (Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

O equipamento UV é relativamente facil de instalar e ndo tem efeitos adversos no sabor
ou na potabilidade da agua e ndo danifica as tubagens (ECDC, 2017). No entanto, é
fundamental que este sistema tenha uma manutencdo continua de forma a evitar 0s
fendmenos de incrustacdo na estrutura que, consequentemente, afetam todo o sistema de
tratamento. Além disso, a luz UV ndo fornece nenhum tipo de protecdo residual e ndo
tem efeito sobre Legionella spp. ou biofilmes que possam estabelecer-se em locais dentro
do sistema de distribuicdo de 4gua (Springston & Yocavitch, 2017), e portanto, os efeitos
deste metodo por si sO sdo insuficientes, ndo garantindo uma protecdo em todo o sistema
(Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

Para tal, a sua utilizacdo deve ser combinada com outros métodos de desinfegdo térmica

e adicdo de cloro periddica para controlar a legionela presente no sistema (Pale, 2016).
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1.4. Enquadramento legal

Em 1986 foi criado pela Comunidade Europeia 0 EWGLI - European Working Group for
Legionella Infections, ao qual Portugal pertence desde o inicio e que tem como objetivo
assegurar a vigilancia e prevencdo da Doenca dos Legionarios na Europa. O EWGLI
representa um centro de informacéo e controlo epidemioldgico, o qual congrega também
0 desenvolvimento de metodologias de diagndstico, manutencdo e tratamento, em
articulacdo com outros organismos internacionais (Mansilha et al., 2007). A partir de
2010 o EWGLI passou todas as competéncias para o European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) (Instituto Portugués da Qualidade, 2018).

Em Portugal, a anélise de Legionella spp. é referenciada, no &mbito da qualidade da &gua,
na Portaria n°. 1220/2000 dos Ministérios da Economia e da Saude, de 29 de dezembro,
que define as regras relativas as condi¢des a que as aguas minerais naturais e as aguas de
nascente, na captacdo, devem obedecer para poderem ser consideradas
bacteriologicamente proprias. Segundo a referida Portaria, para poder ser considerada
bacteriologicamente propria a agua devera estar isenta de L. pneumophila em 1 litro de
amostra analisada e o valor de referéncia para o nimero total de Legionella ndo L.

pneumophila é de 100 UFC/L (unidades formadoras de colo6nias por litro).

Devido as preocupaces associadas aos efeitos da qualidade do ar, foi implementada em
2006 a politica de qualidade do ar interior, que surgiu na sequéncia da transposi¢ao 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, com a
publicacéo do 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 (SCE), do Decreto-
Lei n.° 79/2006, de 4 de abril, que aprovou o Regulamento dos Sistemas Energéticos de
Climatizacdo em Edificios (RSECE), e do Decreto-Lei n.° 80/2006, de 4 de abril, que
aprovou o Regulamento das Caracteristicas de Comportamento Térmico dos Edificios
(RCCTE) (Agéncia Portuguesa do Ambiente, s.d)

Complementando, apesar de em Portugal existam normas reguladoras da qualidade do ar,
no entanto, nenhuma é especifico para areas de manipulacao de alimentos, mas o Decreto-
Lei n.° 79/2006, sobre climatizagdo e qualidade do ar interior refere, no artigo 29.°
respeitante a Requisitos de Qualidade do Ar, no ponto 9, que em “edificios com sistemas
de climatizagcdo em que haja producéo de aerossois, nomeadamente onde haja torres de

arrefecimento ou humidificadores por agua liquida, ou com sistemas de agua quente para
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chuveiros onde a temperatura de armazenamento seja inferior a 60°C, as auditorias
incluem também a pesquisa de Legionella em amostras de 4gua recolhidas nos locais de
maior risco, nomeadamente, tanques das torres de arrefecimento, depdsitos de &gua
quente e tabuleiros de condensacdo, ndo devendo ser excedido um nimero superior a
100 UFC”.

Neste contexto, surge o Decreto-Lei n.° 118/2013, de 20 de agosto, que veio substituir 0s
anteriores diplomas legais, transpondo a referida diretiva n.° 2010/31/EU, e integra o
Regulamento de Desempenho Energético de Edificios de Habitacdo (REH) e o
Regulamento de Desempenho Energético dos Edificios de Comércio e Servigos (RECS)
(Instituto Portugués da Qualidade, 2018). Posteriormente, foi publicada a Portaria
n.? 353- zA/2013 de 4 de dezembro, a qual estabelece os valores minimos de caudal de ar
novo por espaco, bem como os limiares de protecdo e as condicdes de referéncia para 0s
poluentes do ar interior dos edificios de comércio e servicos e, onde indica os valores de
concentracdo de referéncia de Legionella spp. sendo também expressos em UFC/L.
Na referida Portaria a concentracdo da bactérias deve ser inferiores a
100 UFC/L, com excecdo da pesquisa em tanques de torres de refrigeracdo em que 0s
valores de concentracdo devem ser inferiores a 1000 UFC/L. Verificar ainda que a espécie

L. pneumophila ndo deveré estar presente.

Ainda, nos termos da alinea a) do n° 2 do artigo 2° do Decreto Regulamentar n® 14/2012,
de 26 de janeiro, foi emitida a Orientacdo n°® 020/2017 de 15/11/2017 que informa que o
procedimento analitico recomendado para a pesquisa e Legionella spp. em amostras pode

ser atraves:

a) Analise por PCR em Tempo Teal para L. pneumophila e Legionella spp. por
método acreditado pelo Instituto Portugués da Acreditacdo (IPAC), segundo a
Norma ISO /TS 12869:2012 - Water quality -- Detection and quantification of
Legionella spp. and/or Legionella pneumophila by concentration and genic
amplification by quantitative polymerase chain reaction (qQPCR). Este método
permite a pesquisa quantitativa, sendo os resultados expressos em volume de

amostra filtrado (unidades genémicas (UG) por volume amostra filtrado).

b) Meétodo Cultural, em meio de cultura especifico, método acreditado pelo IPAC
segundo a Norma 1SO 11731:2017 Water quality — Enumeration of Legionella.
Este método permite a detecdo e a quantificacdo de Legionella (células viaveis e
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cultivaveis) em amostras de agua bem como a identificacdo do serogrupo de L.

pneumophila e de algumas espécies de Legionella spp. ndo pneumophila.

Mais recentemente, foi criada a Lei n® 52/2018 de 20 de agosto, que estabelece o regime
de prevencdo e controlo da Doenca dos Legionarios e procede a quinta alteracdo ao
Decreto-Lei n° 118/2013 de 20 de agosto. Através desta, podera considerar-se que 0
trabalhador estd ou pode estar exposto a legionela no local de trabalho quando labora com
equipamentos de transferéncia de calor associados a sistemas de aquecimento, ventilagéo
e ar condicionado ou a unidades de tratamento do ar, desde que possam gerar aerossois
de agua. Visando a protecdo dos trabalhadores a este agente bioldgico preveé a elaboragédo
de um plano de prevencao e controlo de legionela. Este deve ser feito com base numa
andlise de risco, em que sdo identificados os pontos criticos de proliferacdo de legionela,
deve estabelecer programas de manutencdo, limpeza, desinfecdo, monitorizacéo,
tratamento contendo os registos, frequéncia de amostragem e resultados obtidos nas

analises efetuadas.

Atraveés da Lein.° 102/2009, de 10 de setembro, estabelece o regime juridico da promocao
da seguranca e saude no trabalho, alterada e republicada pela Lei n.° 3/2014 de 28 de
janeiro, esclarece que o servico de seguranca e salde de uma organizacdo tem por objetivo
garantir que sao disponibilizadas as devidas condi¢BGes de seguranca e salde aos seus
trabalhadores, e tomar as devidas precaucdes. Neste aspeto, no artigo 15.° da referida lei
0 empregador esta obrigado a assegurar que 0s niveis de exposicado aos agentes quimicos,
fisicos e biologicos e aos fatores psicossociais nos locais de trabalho ndo constituem risco
para a seguranca e satde do trabalhado. Os agentes bioldgicos estdo presentes em diversos
sectores. Muitas atividades profissionais favorecem o contacto com os agentes bioldgicos.
A agricultura, indGstria e comércio alimentar, indastria farmacéutica, trabalho em
hospitais, limpeza publica, laboratérios, sdo exemplos de casos que podem favorecer

riscos profissionais associados a agentes bioldgicos (Rodrigues, 2006).

A preocupacao com as condicgdes de trabalho e com a salde dos trabalhadores obriga as
organizacOes a adotar medidas que visem proteger o trabalhador a nivel de seguranca e
satde no trabalho. No caso de exposicdo a bactéria legionela, estdo em risco todas as
instalagBes e processos tecnoldgicos que utilizam agua na producdo ou no local de
trabalho, possibilitando criacdo de meios e transmissao goticulas de agua (aerossois) que
serdo inaladas, causando um risco razoavelmente previsivel de exposi¢do (Health and
Safety Executive, 2013).
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A reducdo do risco de contaminacdo pode ser efetuada através do controlo e
monitorizacdo da qualidade de &gua, desta forma a probabilidade de crescimento e
propagacao das bactérias diminui, reduzindo a probabilidade de contaminacdo da &gua.
A amostragem e analise para detecédo e quantificacdo da Legionella spp. é uma ferramenta

importante para verificar se o sistema esta sob controlo.

1.5. Métodos laboratoriais para pesquisa e identificacdo de Legionella

spp. em amostras ambientais

Os sintomas clinicos da infecdo por Legionella spp. sdo indistinguiveis dos sintomas
provocados por outras causas de pneumonia. De modo a controlar a presenca
de Legionella spp. nos sistemas de agua, avaliar a eficacia dos processos de tratamento,
bem como contribuir para a investigacdo epidemioldgica, é necessario efetuar colheitas
de amostras representativas da agua e/ou de biofilme existente nos diferentes locais, as

quais devem permitir a realizacao das respetivas analises (ECDC, s.d).

Dada a crescente incidéncia de legionelose em todo o mundo, é importante ter acesso a
varios métodos precisos para detetar e identificar a Legionella spp.. Os métodos
microbioldgicos efetuados para realizar da analise dependem de varios elementos,
incluindo o grau de urgéncia de analise, o tipo de instalacdo e quantidade de dados
desejado ou necessario (Hulboy, 2016). Para detetar e identificar bactéria legionela em
amostras de agua, podem ser aplicadas método como: o PCR em Tempo Real, Método

Cultural, Legiolert e Legipid (Pizarro, 2018).

1.5.1. Biologia Molecular (Real -Time PCR)

A técnica de PCR (Reacgdo de Polimerase em cadeia), em tempo real (RT-PCR) é uma
nova abordagem da técnica de PCR que permite controlar o progresso de amplificacéo,
enguanto ocorre em tempo real. Esta técnica rege-se segundo a Norma ISO/TS
12869:2012, Water quality -- Detection and quantification of Legionella spp. and/or
Legionella pneumophila by concentration and genic amplification by quantitative
polymerase chain reaction (QPCR).

Durante a amplificacdo o nimero de produtos de PCR aumenta, aumentado assim o sinal
de fluorescéncia. Existem trés distintas em todas as curvas de amplificagdo que definem

0 processo de gPCR: Fase exponencial, linear e Plateau. Idealmente, durante a fase
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exponencial, os produtos de PCR irdo duplicar em cada ciclo, se a eficiéncia for perfeita,

ou seja, 100%.

Em cada corrida e através de um software especifico devera determinar-se graficamente
o threshold cycle (Ct) (Figura 3). Ct é um valor ajustavel (gerado automaticamente pelo
software do equipamento) que deverd situar-se acima do ruido de fundo e
significativamente abaixo da fase de plateau da curva de amplificacdo. Por outras falavas,
Cr representa o limiar que separa a amplificacdo positiva do ruido de fundo para que a
fluorescéncia da reacdo seja detetavel (Heid et al., 1996). Os valores de Ct sdo
inversamente proporcionais a quantidade de DNA inicial de uma amostra, assim, quanto
menor o valor de Ct for, maior serd a quantidade de DNA detetada. As fases de
amplificagdo detegdo e quantificacdo sdo totalmente automatizadas, ocorrendo em
simultaneo e em tempo real, minimizando o erro potencial (Heid et al., 1996; Oliveira,
2010).
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Figura 3 - Intensidade de fluorescéncia versus o nimero de ciclos de PCR.

Fonte: Prada-Arismendy, J., & Castellanos, J. E. (2011). Real time PCR. Application in dengue studies. Colombia Médica,
42(2), 243-258. Disponivel em: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1657-95342011000200016

As vantagens da utilizagdo do RT-PCR, para fins de quantifica¢do, sdo inUmeras face a
outras metodologias. Para aléem de ter simplificado e acelerado os procedimentos
laboratoriais de PCR, aumentou a informacdo obtida das amostras, incluindo
quantificacéo e diferenciagdo de rotina dos produtos de amplificacdo (Ma et al., 2006). O
facto deste método permitir uma detecdo rapida de Legionella spp. (inferior a 24 horas),
ao quantificar DNA bacteriano presente na amostra, pode ser Util nas investigacdes de
potenciais fontes de infecdo, permitindo rapidamente efetuar acdes corretivas (EDPC,

2017). E um método de facil utilizacio/execucio, com valores de sensibilidade elevados,
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maior especificidade, reduz o risco de contaminacao cruzada (Dorak, 2007), e permite
detetar, de forma fiavel, pequenas diferencas de expressdo entre amostras (Carneiro,
2014).

A técnica de RT-PCR possui algumas desvantagens. Uma delas € o facto de poderem
resultar falsos-positivos e falsos-negativos. Os falsos- positivos podem ser resultantes de
produtos amplificados em reagOes anteriores e que contaminam reagentes, tubos,
bancadas e pipetas, sendo por este motivo importante uma desinfecdo prévia dos
utensilios e equipamentos, que estardo em contato com 0s regentes amostras a analisar.
Relativamente aos falsos-negativos, estes podem ocorrer caso o DNA néo tenha sido
extraido corretamente, inibindo assim a amplificacdo. Para tal, a extracdo do DNA,
purificacdo e remocéo de inibidores deve ser realizado de forma correta (Benites, 2016).
Importa também salientar que o custo inicial do equipamento e reagentes necessarios para
a amplificacdo é elevado. Para além disso, dada a elevada sensibilidade da técnica, torna-
se imperativo a necessidade de técnicos qualificados para um correto delineamento
experimental e conhecimento sobre técnicas de normalizacdo, para que as conclusdes
sejam corretamente extrapoladas (Pizarro & Rodrigues, 2013). A expressdo dos
resultados obtidos pelo método de RT PCR é um constrangimento face aos valores
legislados. Por RT PCR a expressdo de resultados é feita em UG/L (unidades
Gendmicas/L), dificultando assim a interpretacdo dos resultados obtidos e a verificacdo

do cumprimento legal que impde valores em UFC/L. (EDPC, 2017).

1.5.2. Método Cultural

O isolamento em cultura de Legionella spp. é considerado o “gold standard” (padrdo de
referéncia) para o diagndstico de legionelose em termos de definicdo, sendo ainda, uma

técnica que apresenta maior especificidade para o diagnostico (Fields et al., 2002).

A Norma ISO 11731:2017 “Water quality — Enumeration of Legionella” substitui a
ISO 11731:1998 e ISO 11731-2:2004 e descreve o Metodo Cultural de detegcdo de

Legionella spp. em amostras ambientais.

No que se refere ao crescimento in vitro estas bactérias ndo apresentam crescimento nos
meios de cultura habitualmente utilizados em laboratdrio, para tal, o diagnéstico através
desta metodologia requer a utilizacdo de um meio de cultura especifico, conhecimentos
técnicos especializados para a identificacdo de colonias e um adequado processamento

das amostras (Carneiro, 2014). O meio de cultura mais utilizado pela metodologia descrita
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nesta Norma para a cultura de microrganismo do género Legionella é o agar “Buffered
Charcoal Yeast Extract” (BCYE) enriquecido com a-cetoglutarato, sais de ferro e L-
cisteina (ISO 11731:2017; Fields et al., 2002) (Figura 4).

Figura 4 — Placa de Petri com Meio de cultura seletivo BCYE.
Este método possui vantagens tais como, permitir isolar e quantificar as diferentes
espécies e estirpes de legionela, possibilitando uma comparacéo de estirpes clinicas com

estirpes ambientais e, como referido, apresenta uma sensibilidade proxima de 60% e a
especificidade de 100% (Ferreira, 2019).

Contudo, o Método Cultural possui algumas limitacGes que podem interferir com os
resultados obtidos, incluindo a presenca de células viaveis ndo cultivaveis, perda de
viabilidade de bactérias apds a colheita, periodos prolongados de incubacdo de 7 a 10
dias (Gruas et al., 2013), e ainda o facto de se caracterizar por ser um método complexo

e exigente em tempo, meios de cultura, reagentes e experiéncia técnica (Ferreira, 2019).

1.5.3. Legiolert ™

Legiolert ™ é um método de cultura alternativo, desenvolvido pela IDEXX Laboratories
que deteta apenas Legionella pneumophila em amostras de dgua. Esse ensaio baseia-se
na tecnologia de detecdo de enzimas bacterianas que sinalizam a presenca
da L. pneumophila através da utilizacdo de um substrato presente no reagente do
Legiolert™. As células bactéria crescem rapidamente e reproduzem-se através de

suplementos ricos em aminoacidos, vitaminas e outros nutrientes (IDEXX, s.d).

Quando L. pneumophila esta presente numa amostra de agua, o substrato muda de cor e

adquire uma tonalidade marrom e/ou turbidez (Rech et al., 2017). A quantificacdo atraves
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deste método apresenta um resultado em namero mais provavel por volume, e o periodo
de incubacgdo é de 7 dias e ndo requer quaisquer passos de confirmacdo (IDEXX, s.d;
Petrisek & Hall, 2018).

Através de um estudo realizado por Rech et al., (2017) compreende-se que este método
possui vantagens em relacdo ao método tradicional, salientando a facilidade de execucao
que proporciona o fluxo de trabalho e a eficiéncia do laboratorio, e apresenta-se como um
ensaio robusto a interferéncia de outros microrganismos. Ainda, noutro estudo realizado
por Petrisek e Hall (2018), afirmam que o método Legiolert ™ é mais sensivel ao analisar
agua potavel e possui uma especificidade muito alta, mostram ainda que, o Legiolert ™
apresenta-se como um método eficaz e eficiente para a dete¢do de L. pneumophila, e ndo
necessita de confirmagdo. Possui desvantagens como o facto de apenas detetar a L.

pneumophila e ndo permitir detetar células viaveis, mas ndo cultivaveis (Hulboy, 2016).

1.5.4. Legipid® Legionella fast detection

O Legipid®, método desenvolvido pela Bidtica®, baseia-se em técnicas inovadoras de
captura das particulas imunomagnéticas e do ensaio imunoenzimatico para a detecdo e
quantificacdo de microrganismos. Esta técnica é designada CEIA do inglés
Immunomagnetic Capture and Enzyme Immunoassay. O alvo microbiano é capturado
pelas particulas imunomagnéticas e separado do resto da amostra de agua para ser
analisado por ensaio imunoenzimatico. Apresenta-se como um teste simples e fidvel para
a detecdo de Legionella spp. em amostra de agua da torneira, natural e industrial,
conseguindo resultados em apenas uma horas (Tecnilab, 2016). A obtencdo de resultados
rapidos permite um melhor controlo e rapida identificacdo do risco bioldgico real.
Apresenta uma sensibilidade de 98% e especificidade 93% (Biotica, 2015).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostra e amostragem

A colheita das amostras foi realizada de acordo com o procedimento operativo de
microbiologia (POM) 9 — “Colheita de amostras para Analise de Legionella”, e efetuada

por técnicos do laboratdrio utilizando equipamento de protecdo individual adequado.

Foram colhidas, na mesma industria alimentar, nas datas de 11 de fevereiro e 13 de maio
de 2019 um total de 14 amostras de diferentes matizes. Sendo 2 amostras provenientes de
aguas de consumo humano (chuveiros), 2 amostras de furo abastecimento e 10
proveniente agua de processos (torres de refrigeracdo). Todas foram analisadas para
averiguacdo de contaminacdo por Legionella spp. e L. pneumophila pelo método PCR em

Tempo Real e Método Cultural.

Colheram-se 2 L de cada amostra, em garrafas esterilizadas (Figura 5 e 6), devidamente
identificadas, sendo realizado o registo na folha de “relatério de colheita” (Anexo |.
Relatorio de colheita e requisicdo). Adicionalmente, quando efetuado a colheita de
amostras de dguas em chuveiros, o técnico de amostragem encheu a garrafa até metade,
com fluxo inicial. Desmontou a cabeca do chuveiro e realizou a recolha de biofilme,
friccionando as superficies do interior do chuveiro com uma zaragatoa (estéril). A
zaragatoa foi colocada dentro da garrafa contendo a amostra com o cuidado de rejeitar a

porcéo da haste que esteve em contacto com as méaos.

Apbs o procedimento de recolha de agua, as amostras foram condicionadas em malas
térmicas com acumuladores térmicos proprios devidamente limpos e transportadas para

o laboratério para serem analisadas.

Figura 5 — Garrafa esterilizada, usada na colheita Figura 6 — Amostras de aguas.
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2.2. Analise de legionela pelo método PCR em Tempo Real

Para a realizagdo da pesquisa e quantificacdo de Legionella spp. pelo método de PCR

foram utilizados os equipamentos e materiais listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Materiais e equipamentos utilizados para a analise de Legionella spp. pelo método de PCR.

MATERIAIS EQUIPAMENTOS KIT UTILIZADO
Copos de filtragdo de 100 mL Rampa de filtracdo g%f;ea:@ PREP Aqua -

Pinca estéril Bomba de filtragdo Comercial - Congen-

SureFast® Legionella
pneumophila PLUS (100
React.)

Membranas de policarbonato Centrifugador de tubos falcon

Tubos de eppendorf e falcon Centrifugadora de tubos eppendorf

Suporte para tubo de eppendorf | Placa de aquecimento de tubos de
e falcon eppendorf SureFast® Legionella PLUS
(100 React.)

Pipetador e pipetas Vortex

Céamara de operacfes de PCR

DESCRICAO DO PROCEDIMENTO

Segundo a Norma ISO/TS 12869:2012, Water quality -- Detection and quantification of
Legionella spp. and/or Legionella pneumophila by concentration and genic amplification
by quantitative polymerase chain reaction (QPCR), a detecdo e quantificacdo de

Legionella spp. ou L. pneumophila por PCR deve ser realizada em trés fases:

= Concentracdo de amostras de agua por filtracéo;

= Extracdo de DNA do filtro;

= Amplificacdo, detecdo e quantificacdo de uma ou mais sequéncias de DNA de
espécies pertencentes ao gero Legionella e/ou espécie L. pneumophila por gPCR

em tempo real.

Filtrara-se volumes adequados das amostras de 4gua utilizando-se membranas de filtragdo
de Policarbonato (Figura 7), com porosidade de 0,45 pm. Quando o processo de filtracdo
foi concluido, a membrana foi dobrada e, com o auxilio de uma pinga esterilizada, foi
transferida para um tubo de eppendorf de 1,5 mL (Figura 8), seguindo-se a extracdo de
DNA do filtro.
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Figura 7 - Membrana de filtracdo de Figura 8 - Membranas inseridas em
Policarbonato. eppendorf apos filtragdo.

O processo de extracdo do DNA (que envolve a libertacdo e purificacdo) foi realizado
com recurso ao kit SureFast® PREP Aqua — Congen, seguindo rigorosamente o protocolo
do fabricante (Figura 9). De acordo com a Norma ISO/TS 12869:2012, o DNA das
amostras foi diretamente extraido da membrana de filtracdo através da lise dos
microrganismos, purificando o DNA enquanto sdo eliminados os inibidores da PCR. A
purificacdo enzimatica pode ser realizada apds, ou em simultdneo, com a extracdo de
DNA.

.

Figura 9 - Amostra de DNA, apds processo de extragao e purificacdo.

Ap6s a extracio do DNA das amostras, efetuou-se a andlise por RT-PCR.
Adicionalmente, sempre que as amostras foram analisadas num periodo proximo de
2/3 horas, estas foram armazenadas a temperaturas de 4°C, ou a -18°C, se o periodo foi
de 24 horas.

Para a analise por RT-PCR procedeu-se a fase de amplificacdo, detecdo e quantificacdo
de DNA, utilizando Kits especificos para a quantificacdo direta de uma sequéncia
especifica de DNA de Legionella spp. com recurso ao SureFast® Legionella PLUS —
Congne e de L. pneumophila.

Assim, atendendo ao que o cliente pretendeu, através do software “Fast 7500 Real-Time

PCR” planificou-se a placa de 96 pocos e escolheu-se para cada amostra 0 que se
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pretendeu analisar (Legionella spp, ou Legionella pneumophila), tendo em atencédo que,
para cada caso é selecionado o par correspondente de IPC, isto € Legionella spp. com
IPC spp. ou Legionella pneumophila com IPC pneumophila. Foi utilizado um ciclo de
temperaturas universais: uma pré-incubacao, durante 1 minuto a temperatura de 95°C,
seguida de 45 ciclos com desnaturacdo a 95°C durante 10 segundos e annealing durante
15 segundos, a 60°C.

Cada kit inclui duas “Reaction Mix (1,1 mL), uma “Taq Polymerase” (11 puL) e um
“Positive Control” (200 uL) e todos os reagentes foram armazenados a uma temperatura

-20°C e protegidos da luz.

Seguindo rigorosamente o protocolo do fabricante, deu-se inicio a corrida de amplificacéo
e, em cada corrida, obteve-se automaticamente a curva de amplificagdo (Anexo II.
Exemplo de curvas de amplificacdo). A corrida de amplificacdo corre com controlo de
qualidade interno associado, nomeadamente o branco do processo (permitindo verificar a
ndo contaminacao no processo de extracdo e amplificagdo) e com o controlo positivo da
amplificagéo (padréo positivo da amplificacdo).

2.3. Analise de legionela pelo Método Cultural

Para realizacdo da analise segundo o Método Cultural foram enviadas as mesmas
amostras para um laboratério acreditado pela IPAC, no qual se procedeu a detecdo e
quantificacdo de legionela. O método de analise utilizado rege-se pela Norma 1SO
11731:2017 Water quality — Enumeration of Legionella.

De um modo geral, a Norma 1SO 11731:2017 possibilita diferentes abordagens para
tratamento e preparacdo das amostras. Assim, na escolha do método, devera ser feita uma
estimativa da concentracdo esperada de microrganismos interferentes, com base na
experiéncia ou origem da amostra. Desta forma, a referida norma providencia uma matriz
de decisdo (Anexo Ill. Matriz de deciséo (ISO 11731:2017), que sumariza as

possibilidades de amostras, métodos, tipo de tratamentos e meios de cultura a utilizar.

Através da matriz de decisdo, o 1° passo é caracterizar a amostra segundo a origem e as

caracteristicas da agua a analisar. Esta pode ser caracterizada como:

= Matriz A — Aguas com baixos interferentes (ex: 4guas de consumo)
= Matriz B — Aguas com alto interferentes (ex: aguas de processos)
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= Matriz C — Aguas com interferentes extremamente altos (ex: aguas residuais/
superficiais)

E, devido a complexidade das diferentes matrizes, cabe ao laboratorio determinar qual o

método mais adequado para cada amostra colhida.

O 2° passo ¢ determinar o limite de detecdo desejado e através disso selecionar um ou
mais método a utilizar para a analise. Verifica-se que as amostras podem ser analisadas
por inoculacdo direta, filtragdo por membrana ou filtragdo por membrana com eluicdo. A
Tabela 3 apresenta, segundo a matriz de decisdo, o limite de detegdo, vantagens e
desvantagem para cada um dos métodos.

Tabela 3 - Limites de detecdo, vantagens e desvantagem para cada um dos metodos de analise
(Adaptado da Norma ISO 11731:2017)

FILTRACAO POR
MEMBRANA
(INOCULACAO DIRETA)

INOCULACAO
DIRETA

FILTRAGCAO POR MEMBRANA
(SEGUIDA DE ELUIGAO)

Ex: volume filtrado de 500 mL,

Ex: volume inoculado  Ex: volume filtrado de
concentrado preparado com 5 mL

Limitg de 0,1mL 10 mL de diluente e volume inoculado
detecao Limite de detecdo é de Limite de detecédo é de 0.1 mL
10000 ufc/L 100 ufe/L Limite de detecdo € de 100 ufc/L
Facilidade na

Meétodo facil de executar; Facilidade na contagem;

Vantagens contagem; Boa Baixo limite de dete¢do Baixo limite de dete¢do

recuperacdo

Dificil de contar (devido  Recuperagdo mais baixa

ao crescimento excessivo  (comparativamente aos outros
de microrganismos dois métodos); Método
interferente) demorado

Desvantagens | Alto limite de detecéo

O 3° passo implica perceber quais os tratamentos necessarios a realizar tendo em conta a
matriz e método considerado. Para tal, pode ser realizado o tratamento térmico, acido,
combinado (&cido e térmico), ou analisar a amostra sem qualquer tratamento. Cada
tratamento implica um procedimento especifico (tais procedimentos estdo descritos na
Norma). A Norma informa ainda que, além destes tratamentos necessarios em cada

método, pode ser aplicado outro opcional, que se considere adequado.

O 4° passo é a escolha do meio de cultura. Alem do meio de cultura indicado em cada

método cultural pode ainda ser aplicado outro opcional que se considere adequado.
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Nas tabelas 4 e 5 estdo resumidos os resultados obtidos pelos dois métodos aplicados (PCR-RT e Método Cultural) na detecéo de Legionella spp.

e Legionella pneumophila nas amostras de agua colhidas a 11 de fevereiro e 13 de maio, respetivamente.

Tabela 4 - Resultados obtido referentes as amostras colhidas a 11 de fevereiro e submetidas a analise segundo o Método Cultural e método PCR.

CODIGO DO

PONTO PONTO DE AMOSTRAGEM METODO UTILIZADO PARAMETRO DATA DE COLHEITA RESULTADO TRATADO
Cult Legionella pneumophila 11/02/2019 N&o Detetado UFC/L
ultura
1 h Chuveiros - - .
umano SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 11/02/2019 N&o Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 11/02/2019 N&o Detetado/1L
) Pesquisa de Legionella spp. 11/02/2019 N&o Detetado/1L
2 Furo abastecimento PCR-RT ) ) )
Pesquisa de Legionella pneumophila 11/02/2019 Nao Detetado/1L
Cult Legionella pneumophila 11/02/2019 Né&o Detetado UFC/L
ultura
i Torre de Legionella spp. 11/02/2019 Néo Detetado UFC/L
3 Aguas de processos i x - - -
refrigeracao SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 11/02/2019 N&o Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 11/02/2019 N&o Detetado/1L
Legionella pneumophila 11/02/2019 1500 UFC/L
; Torre de Culwra
4 Aguas de processos Legionella spp. 11/02/2019 1500 UFC/L

refrigeracéo

PCR-RT Pesquisa de Legionella spp. 11/02/2019 Detetado/1L
cul Legionella pneumophila 11/02/2019 N&o Detetado UFC/L
ultura
_ Torre de Legionella spp. 11/02/2019 Néo Detetado UFC/L
5 Aguas de processos fri x - -
refrigeracao SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 11/02/2019 N&o Detetado/1L

Pesquisa de Legionella pneumophila 11/02/2019 N&o Detetado/1L




Continuacao da tabela 4 - Resultados obtido referentes as amostras colhidas a 11 de fevereiro e submetidas a analise segundo o Método Cultural e método PCR.

COP%ISSODO PONTO DE AMOSTRAGEM METODO UTILIZADO PARAMETRO DATA DE COLHEITA RESULTADO TRATADO
Cult Legionella pneumophila 11/02/2019 Né&o Detetado UFC/L
ultura
3 Torre de Legionella spp. 11/02/2019 Né&o Detetado UFC/L
6 Aguas de processos . x - -
refrigeracéo SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 11/02/2019 Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 11/02/2019 Detetado/1L
Cult Legionella pneumophila 11/02/2019 500 UFC/L
ultura
3 Torre de Legionella spp. 11/02/2019 500 UFC/L
7 Aguas de processos i x - -
refrigeracao SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 11/02/2019 Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 11/02/2019 Detetado/1L
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Tabela 5 - Resultados obtido referentes as amostras colhidas a 13 de maio e submetidas a analise segundo o Método Cultural e método PCR.

C%%'NGSODO PONTO DE AMOSTRAGEM METODO UTILIZADO PARAMETRO DATADE COLHEITA RESULTADO TRATADO
cult Legionella pneumophila 13/05/2019 <100 UFC/L
ultura
humano SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 13/05/2019 N&o Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 13/05/2019 Nao Detetado/1L
Cult Legionella pneumophila 13/05/2019 <100 UFC/L
ultura
. Legionella spp. 13/05/2019 <100 UFC/L
2 Furo abastecimento . .
PCR.RT Pesquisa de Legionella spp. 13/05/2019 N&o Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 13/05/2019 N&o Detetado/1L
Cult Legionella pneumophila 13/05/2019 <100 UFC/L
ultura
i Torre de Legionella spp. 13/05/2019 <100 UFC/L
3 Aguas de processos . x - -
refrigeragéo CRRT Pesquisa de Legionella spp. 13/05/2019 N&o Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 13/05/2019 N&o Detetado/1L
Cult Legionella pneumophila 13/05/2019 <100 UFC/L
ultura
i Torre de Legionella spp. 13/05/2019 <100 UFC/L
4 Aguas de processos i x - -
refrigeracao SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 13/05/2019 Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 13/05/2019 Nao Detetado/1L
cul Legionella pneumophila 13/05/2019 <100 UFC/L
ultura
) Torre de Legionella spp. 13/05/2019 <100 UFC/L
5 Aguas de processos fri x - - ~
refrigeracao SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 13/05/2019 N&o Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 13/05/2019 N&o Detetado/1L
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Continuacao da tabela 5 - Resultados obtido referentes as amostras colhidas a 13 de maio e submetidas a analise segundo o Método Cultural e método PCR.

COP%'SS ODO PONTO DE AMOSTRAGEM METODO UTILIZADO PARAMETRO DATA DE COLHEITA RESULTADO TRATADO
Cult Legionella pneumophila 13/05/2019 <100 UFC/L
ultura
i Torre de Legionella spp. 13/05/2019 <100 UFC/L
6 Aguas de processos fri « - -
rerrigeracdo SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 13/05/2019 Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 13/05/2019 N&o Detetado/1L
Cult Legionella pneumophila 13/05/2019 <100 UFC/L
ultura
i Torre de Legionella spp. 13/05/2019 <100 UFC/L
7 Aguas de processos i x - -
refrigeracao SCRRT Pesquisa de Legionella spp. 13/05/2019 Detetado/1L
Pesquisa de Legionella pneumophila 13/05/2019 N&o Detetado/1L
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A Direcdo-Geral da Saude (2013) considera que a existéncia de uma analise positiva de
Legionella na &gua ndo indica que ocorra imediatamente a Doenca dos Legionarios. Do
mesmo modo, uma andlise negativa, apesar de poder levar a uma falsa sensacdo de

estabilidade e de seguranca, ndo garante a auséncia da bactéria no sistema.

Observando os resultados obtidos das amostras analisadas segundo os dois métodos,
pode-se constatar que, um resultado negativo pela metodologia de PCR € praticamente
certo que serd igualmente um resultado negativo pelo Método Cultural. Tal é afirmado
pela ECDC (2017) e em estudos realizados por Joly et al. (2006) e Yaradou et al. (2007)
e acontece nas amostras cujo codigo do ponto é 1, 2, 3, 5 (amostras colhidas dia
11/02/2019). Yaradou et al. (2007) obtiveram resultados negativos em 45 amostras para
consumo humano utilizando a técnica de PCR sendo que 9 dessas amostras apresentaram
um resultado positivo em cultura. Nenhuma das 46 amostras provenientes de torres de
refrigeracdo, com resultado negativo em PCR, apresentou resultado positivo em cultura,
concluindo que resultados negativos pela técnica PCR sdo bastante Uteis como

indicadores de risco, principalmente em amostras de torres de refrigeracao.

Dois meses mais tarde, nas amostras 1, 2, 3, 5 colhidas no dia 13/05/2019, no mesmo
local, ndo foi detetada Legionella spp.em 1L, pelo método de PCR. Pelo Método Cultural,
as mesmas amostras apresentaram valores abaixo dos valores limite indicados na Portaria
n° 353-A/2013, (100 UFC/L, 1000 UFC/L em tanques de torres de arrefecimento), pelo
que é possivel afirmar que todas as amostras analisadas cumprem os valores legalmente

estabelecidos.

A existéncia de amostras que apresentam um resultado positivo no método PCR, e “Nao
Detetado” para Legionella spp. e Legionella pneumophila pelo Método Cultural, pode ser
explicada pelo facto da técnica de PCR possuir uma maior sensibilidade, sendo possivel
a obtencdo de resultados positivos, em situacdes em que o Método de Cultural, menos
sensivel, ndo deteta. Pode-se concluir que foi detetado DNA da bactéria nas amostras,
mas que esta ndo estd viavel ou esta num estado nédo cultivavel, podendo estar, por
exemplo, associada a protozoarios e/ou biofilmes, fatores importantes que permitem que
a bactéria sobreviva em ambientes adversos, mas que dificultam o crescimento da bactéria
em cultura, sugerindo que o Método Cultural tende a subestimar a presenca de legionela.
Com base num estudo realizado por Villari et al. (1998) que, através da comparacdo dos
dois métodos, confirmam que resultados positivos pelo método PCR devem ser sempre

reavaliados pelo Método Cultural, devido aos factores referidos e porque apenas o
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Método Cultural permite confrontar com os limites legais impostos. Toplitsch et al.
(2018) afirmam também que as bactérias encontradas em biofilmes sdo extremamente
resistentes aos tratamentos frequentemente usados nas torres de refrigeracdo e a
exposicdo aos biocidas influencia o estado viavel, mas nao cultivavel. Neste estudo, em
21 amostras analisadas em torres de refrigeracdo pela técnica de PCR, detetou-se 0 DNA
em 12, enquanto que 18 apresentaram um resultado negativo pelo Método Cultural e

apenas 3 apresentaram um resultado positivo em ambos os métodos.

Tendo em conta as amostras colhidas no dia 11/02/19, 4 e 7 (Torre de refrigeracao)
verificou-se que estas apresentaram resultados positivos nos dois métodos, ou seja, foi
detetado DNA da bactéria e que esse DNA encontrado, correspondia a células viaveis e
cultivdveis no Método Cultural. Na amostra 7 de 11/02/2019 foram obtidos valores
superiores a 100 UFC/L de Legionella spp. e detetada a presenca de L. pneumophila que

segundo a lei deve estar ausente.

Trone e Hartemann (2008), afirmam que em amostras de 4gua sdo necessarios estudos
adicionais para uma correta interpretacdo em especial na técnica quantitativa em tempo
real. Yaradou et al. (2007) confirmam ainda que, em amostras de torres de refrigeracéo,
os resultados pela técnica de PCR sdo importantes para uma monitorizacdo rapida e

permitem suspeitar a presenca de células viaveis, mas ndo cultivaveis.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A contaminacdo microbiologica de agua representa um grande problema. O constante
progresso de sistemas e equipamentos de agua, geradores de aerossois ocasionam 0
aumento de infecBes causadas pelas bactérias patogénicas do género Legionella que, se
inalada, pode causar a chamada “Doenca dos Legionarios”, constituindo um problema de

salde publica.

Revela-se de extrema importancia adotar medidas de prevencdo e de controlo fisico-
quimico e microbiol6gico, bem como aplicar tratamentos adequados para minimizar o
crescimento de Legionella spp, promovendo e mantendo limpas as superficies dos

sistemas de agua e de ar.

Embora existam varios métodos de desinfecdo para eliminacdo das bactérias do género
Legionella em sistema de aguas, cada um apresenta vantagens e desvantagens ndo tendo
ainda sido identificado um método étimo. Esta situacdo torna muitas vezes necessario
combinar diferentes técnicas de desinfecdo, sendo que, numa perspetiva futura, serad
fundamental o desenvolvimento de novas tecnologias/métodos capazes de garantir uma
maior eficacia no controlo da multiplicacdo desta bactéria, a titulo preventivo, pois uma
insuficiente desinfegdo posterior, pode levar facilmente ao aparecimento de surtos de
legionelose.

As metodologias de analise para a pesquisa, identificacdo e quantificacdo de Legionella
spp. em amostras de agua sdo uma ferramenta Util para o controlo e prevencdo desta
bactéria, sendo importante que os testes de rotina para a sua monitorizacdo sejam rapidos
e precisos e permitam detetar todas as células vivas, incluindo aquelas que ndo podem ser

cultivadas.

Neste contexto, foram abordados neste estudo dois métodos de analise, o Método Cultural
normalizado pela 1SO 11731 e 0 método por PCR normalizado pela 1ISO 12869. Caso a
detecdo por RT PCR seja positiva é importante complementar a anélise pela técnica de
sementeira, para a confirmacdo da possibilidade dessas células serem viaveis e
cultivaveis. No entanto, o método cultural € um processo demorado, complexo, e muitas
vezes a bactéria encontra-se em concentragcdes muito baixas ou dentro de protozoarios ou
integrando biofilmes, encontrando-se desta forma, num estado ndo cultivavel, que ndo

permite a sua detecéo.
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Torna-se indispensavel a utilizacdo de métodos que além de fornecerem uma resposta
mais rapida, possam tambeém detetar bactérias viaveis mas ndo cultivaveis. A técnica de
PCR acaba por ser um método acessorio que permite mais informacdo, mas que nao
fornece resultados enquadraveis na legislacéo existente, pois ndo existe uma correlagédo
entre unidades gendémicas (UG) e unidades formadora de colonias (ufc), e a Legislacdo

Portuguesa impde valores para Legionella spp. nestas unidades.

O presente estudo permitiu verificar que o Método Cultural devera ser aplicado em
paralelo com a analise de PCR- TR de forma a que haja mais informacao fiavel e real
sobre a presenca/auséncia desta bactéria e contribuiu para reforcar a ideia de que, sempre
que possivel, deverd aconselhar-se o cliente a monitorizar a presenca da bactéria pelas
duas metodologias. A anélise de DNA permitira obter resultados rapidos sobre a
confirmacdo da presenca/auséncia da bactéria nas instalacdes, a analise pelo Método
Cultural permitira perceber se a bactéria esta viavel e potencialmente infeciosa e em que

niveis se encontra para poder confrontar com a exigéncia legal.

De forma a poder responder as imposicOes da Legislacdo Portuguesa e tentar dar uma
resposta global ao seu cliente, o laboratdrio estd, neste momento, em processo de
implementacdo do Método Cultural segundo a ISO 11731:2017, apesar das limitacfes
que apresenta, para posteriormente obter a acreditacdo dos mesmos parametros de acordo
com a Norma de Referéncia. Desta forma podera responder de uma forma completa e

integral no &mbito da avaliacdo de risco da presenca de bactéria do género Legionella.
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AN EXO I « RELATORIO DE COLHEITA E REQUISICAO
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Relatorio de Colheita/Requisicao
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AN EXO I I « EXEMPLOS DE CURVAS DE AMPLIFICACAO
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Representacdo de uma curva de amplificacdo de resultados obtidos para pesquisa de Legionella spp. numa série de amostra.
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Representacdo de uma curva de amplificacdo de resultados obtidos para pesquisa de Legionella pneumophila numa série de amostra.
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ANEXO I . Marriz oe peciszo (150 11731:2017)
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Step 1

Water or water derived from water
related matrices
e.g. swabs, biofilm, sediments
Matrix A Matrix B Matrix C
Water with low Water with high Water with
background background extremely high
(see 8.4.2 and 8.4.3) (see 8.4.4) background?
(see 8.4.5)
e.g. potable water e.g. cooling tower, e.g. waste water,
process water, water surface water
from air washers
chambers, water from
dental units
Step 4
Culture media ‘
Step 2 Step 3 Procedure| A | B [ ¢ | a | B c A IEE]NG
Without treatment 1 R R 0 0 R
Heat treatment 2 0 0 0 (0] R
Direct
plating |Acid treatment 3 0 0 0 0 R
Combination of 4 0 0 (0] R
heat/acid treatment
Without treatment 5 R 0 0
Membrane
filter on |Heat treatment 6 0 0 0 0
Pl e reatment 7 0 RO 0 0
Filtration |Without treatment 8 R Rb 0 R
wn!’ Heat treatment 9 R Rb 0 R
washing
procedure |Acid treatment 10 R Rb (0] R
Without treatment i1 Qe Oc Oc Oc Re
Plating |Heattreatment 12 0¢ 0¢ O¢ Oc Re
after | Acid treatment 13 0O¢ 0c | O 0¢ Re
dilution
Combination of 14 Q¢ 0O¢ Qd Rd
heat/acid treatment

Culture media

A: BCYE agar (see B.1),

B: Selective BCYE' agar [BCYE+AB agar (see B.3)].

C: Highly selective culture media [GVPC agar or MWY agar (see B.4 or B.5)].

Key
R required
O optional

@ For this type of water, both methods (direct plating and plating after dilution) are required,
b Choice of culture media B or C.

¢ With dilution 1:10.

¢ With dilution 1:10 and 1:100.

NOTE 1 For the different matrices above, some examples are described (e.g. potable water), It is possible, based on the
experience of the laboratory, that the examples can be covered by another matrix using one or more pre-treatment methods.

NOTE 2 For the different matrices, the shorter expression is used above: “water with low background” (= an expected low
concentration of interfering microorganisms), “water with high background” (= an expected high concentration of interfering
microorganisms), and “water with extremely high background” (= an expected extremely high concentration of interfering
microorganisms),

NOTEVB, The cells in “grey” can be used for a more detailed way 6f reporting: Reference to this document (IS0 11731)
[MatrixA; Procedure 1; Media A and B]. ) :
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