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Resumo

O Estdgio realizou-se na empresa Biogerm, Laboratérios S.A., no setor de Andlises
Microbiolégicas de Aquas, por periodo de 6 meses. Teve como objetivo aprender metodologias e
adquirir competéncias na area, e integrar e acompanhar a atividade de rotina laboratorial.

De entre a variedade de amostras e metodologias utilizadas realizamos ainda um estudo em que
nos centramos na pesquisa e identificacao de Legionella spp. e Legionella pneumophila em
amostras de aguas. A Legionella é uma bactéria bacilo gram-negativo, disseminada por todo o
ambiente, principalmente no meio aquatico, agente considerado oportunista e é o agente
etioldgico da Doenca dos Legionarios. Assim, realizou-se um estudo para comparar a técnica de
PCR em tempo real e o método cultural, pela andlise dos resultados obtidos na pesquisa e
quantificacao de Legionella spp. e Legionella pneumophila em amostras de aguas de consumo
humano e dguas de processo colhidas e processadas no referido laboratdrio.

Ainvestigacao incidiu narevisao da literatura sobre o tema, na colheita e comparacao de um total
de 3.721 amostras de agua, obtidas pelos métodos PCR em tempo real e cultural, na detecao de
Legionella spp. e Legionella pneumophila, sendo 48,9% daguas de consumo humano e 51,1%
aguas de processo. As amostras foram colhidas no ano de 2020. Nestas amostras, foram
detetadas presencas de bactérias viaveis e nao vidveis.

Segundo algumas entidades da sadide, nomeadamente o Centro Europeu de Prevencao e
Controlo das Doencas e o Instituto Portugués de Qualidade as medidas de prevencao e controlo
baseiam-se no desenvolvimento de planos de manutencao em cada equipamento e sistema

passivel da presenca da Legionella.

Palavras-chave: Aguas de consumo humano, Aguas de processo, Legionella, PCR em tempo

real, Método cultural.



Abstract

The Internship took place at Biogerm - Laboratdrios S.A., in the Water Microbiological Analysis
sector, for a period of 6 months. Aimed at learning methodologies and acquiring skills in the area
and following the laboratory routine.

Among the variety of samples and methodologies used, we also carried out a study in which we
focused on the research and identification of Legionellaspp. and Legionella pneumophilain water
samples. Legionellais a gram-negative bacillus, spread throughout the environment, mainly in
the aquatic environment, an agent considered opportunistic and the etiological agent of
Legionnaires' Disease. Thus, a study was carried out to compare the real-time PCR technique and
the cultural method, by analyzing the results obtained in the research and quantification of
Legionella spp. and Legionella pneumophila in samples of drinking water and process water
collected and processed in that laboratory.

The investigation focused on the literature review on the subject, on the collection and
comparison of a total of 3 721 water samples, obtained by real-time and cultural PCR methods, in
the detection of Legionella spp. and Legionella pneumophila, with 48.9% water for human
consumption and 51.1% for process water. The samples were collected in 2020. In these samples,
the presence of viable and non-viable bacteria was detected.

According to some health entities, namely the European Center for Disease Prevention and
Control and the Portuguese Institute of Quality, prevention and control measures are based on
the development of maintenance plans for each equipment and system subject to Legionella's

presence.

Keywords: Drinking water, Process water, Legionella, Real-time PCR, Cultural method.
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1. Introducao

Como requisito para a conclusao do Mestrado em Andlises Clinicas e Sadde Publica — ramo de
Microbiologia e Saude Publica, realizou-se um estdgio curricular com duracao de 350 horas, na
base da qual deve ser apresentado em Relatdrio de Estagio, na drea de especializacao em
Microbiologia e Saude Publica.

Este estdgio foi realizado na empresa Biogerm — Laboratdrios S.A., que é um laboratdrio de
referéncia na drea da Saude Publica com analises microbioldgicas e quimicas, no controlo da
qualidade alimentar, aguas e ambiente comtemplando as mais recentes e avancadas
metodologias.

A Biogerm — Laboratdrios S.A., possui laboratdrios em Portugal Continental e ilha da Madeira,
com servico de entregas e transporte em todo o pais. Dispde de uma equipa profissional e
qualificada distribuidos pelos laboratdrios de preparacao de meios de cultura, pela microbiologia
alimentar e dguas, pela biologia molecular, quimica instrumental e classica.

Organizou-se este Relatério de Estagio abordando a aquisicao de conhecimentos e
competéncias no laboratdrio de analises de aguas e desenvolvimento de projeto sobre o tema de
Legionellanas aguas, com recurso a método classicos e métodos de biologia molecular. Assim, 0
presente relatdrio, na sua vertente mais relevante e consentaneo com o seu objeto de estudo,
encontra-se estruturado em 10 partes, destacando-se 11 pontos fundamentais, acrescidos da

andlise de resultados, discussao e conclusao.

1.1. Contextualizacao

Em 1976 as bactérias do género Legionella foram consideradas causadoras de numerosos
surtos de pneumonia grave. No primeiro surto que ocorreu na 582 Convencao da Legido
Americana na Philadelphia, sendo essa a razao do nome Doenca dos Legionarios, faleceram 29
dos 182 casos identificados (1). Como os sistemas de agua de grandes edificios, como hospitais,
estao mais sujeitos a contaminacao por Legionella, existe um perigo potencial para os doentes,
nessas estruturas da satde. Varios estudos do Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
mostraram uma clara associacao entre a presenca de Legionella em sistemas de dgua quente e
a ocorréncia de legionelose. Este problema torna-se particularmente importante em doentes
imunocomprometidos. Torneiras de dgua e chuveiros, tém sido frequentemente identificados
como fontes provaveis de infecao, embora o modo exato de transmissao da Legionellanao seja

claro (2).



Em Portugal, a doenca foi detetada pela primeira vez em 1979 e pertence a lista das Doencas de
Declaracao Obrigatdria (DDO). Apds ter sido considerada insuficiente a vigilancia da Doenca dos
Legiondrios, unicamente através da notificacao obrigatdria de doencas transmissiveis, foi criado
em 2004 o Programa de Vigilancia Epidemiologica Integrada da Doenca dos Legiondrios em
Portugal (3). Nos tltimos anos foram notificados, em média, cerca de 190-200 casos por ano (4).
Os surtos associados a Legionella ocorridos em Portugal, foram reportados nos anos de: 2000
— Surto na Regiao Norte com 11 casos nas festas do Concelho de Vizela ( possivel origem fonte
ornamental), 2006 em Vila Nova de Gaia com 20 casos, 2009 surto ocorrido na Pdvoa do
Varzim- Vila do Conde com 8 casos, 2012 com 25 casos em Fafe, 2014 na Vila Franca de Xira
nas Torres de arrefecimento Industrial com o maior nimero de casos (403 casos) e 14 bitos, em
2016 no Hospital de Sao Francisco de Xavier com 58 casos e 5 6bitos com origem de Torres de
arrefecimento e em 2018 no Hospital da CUF Descobertas 15 casos com origem em sistema de
AQ (41).

Outro surto associado a Legionella também ocorrido em Portugal, foi reportado muito
recentemente ja durante o més de Outubro de 2020 nos concelhos de Matosinhos e Vila do
Conde, que, tal como a Pdvoa de Varzim, tendo sido confirmados 88 casos registando-se até ao
momento 15 mortes associadas (origem dos sistemas de refrigeracao) (40).

Na figura 1 estao representados o numero de casos notificados de Doenca dos Legiondrios em

Portugal, no periodo de 1999-2016 (5).
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Figura1: Nimero de casos notificados de Doenca dos Legiondrios, por ano de notificacao, Portugal 1999-2016



1.2. Caracterizacao de bactérias do género Legionella

As bactérias do género Legionella spp. sao bacilos gram-negativos pertencentes a familia
Legionellaceae. Sao aerdhios, nao esporulados, podendo algumas estirpes possuir mobilidade,
por um ou mais flagelos laterais ou polares (6). Ndo apresentam enzimas como a urease, oxidase
e nitrato redutase.

Atualmente existem mais de 60 espécies incluidos nesse género e aproximadamente 70
serogrupos distintos e a Legionella pneumophila serogrupo 1 é a responsdvel por cerca de 95%

dos casos detetados de infecdes.

Essas bactérias estao disseminadas por todo o ambiente, principalmente no meio hidrico que é 0
seu habitat preferencial como ambientes de dgua doce naturais, ambientes artificiais, como redes
de abastecimentos e distribuicao de dgua, redes prediais de dgua quente e fria, ar condicionados,
sistemas de arrefecimento, tanques recreativos e fontes ornamentais, com excecao da espécie

Legionella longbeachae que normalmente é encontrada nos solos (7).

1.3. Fatores que influenciam o crescimento da Legionella

Os principais fatores que influenciam o crescimento e multiplicacao das bactérias Legionella
consistem na presenca de nutrientes, interacao com outros microrganismos, pH e atemperatura.
A presenca de nutrientes é um dos fatores fundamentais principalmente no ciclo de vida das
espécies de Legionella. A elevada quantidade de nutrientes permite que as bactérias entrem na
fase replicativa proporcionando assim uma répida proliferacao (8). A sua principal exigéncia
nutricional sao os aminodcidos e o carbono pois funcionam como fonte de energia e permitem o
seu crescimento e a sua replicacao (9).

A interacao com outros microrganismos, como por exemplo os protozodrios, é importante para a
multiplicacao e sobrevivéncia da Legionella no meio ambiente pois apresentam uma boa
capacidade de adaptacao no seu meio intracelular (10, 8). Para além das condicbes para a
multiplicacao intracelular, os protozoarios sao responsdveis pela protecao da Legionella spp. de
efeitos biocidas, processos de desinfecao térmica, condicées adversas a sua sobrevivéncia e
conferem-lhe uma maior resisténcia ao stress. No ambiente natural a Legionella pneumophila
prolifera dentro dos fagossomas intracelulares dos protozodrios, produzindo enzimas com

atividade citotdxica causando destruicao tecidual (11).



O pH e a temperatura também tém um papel importante no crescimento das espécies de
Legionella. Na presenca de ferrugem e numa temperatura entre 20°C e 45°C apresenta uma
multiplicacao rapida alcancando niveis insdlitos e de risco no sistema de circulacao de agua,
podendo sobreviver a temperaturas de 20" a 70°C (12, 13), exceto a Legionella pneumophila que
em temperaturas superiores a 60°C é incapaz de sobreviver e em temperaturas inferiores a 25°C
nao cresce nem sobrevive por um longo periodo de tempo (14). Em relacdo aos niveis de pH, as
bactérias do género Legionella apresentam um bom crescimento nos valores de pHentre6a8e

a Legionella pneumophila apresenta crescimento apenas nos valores entre 5,5 e 9,2 (15, 16).

1.4. Infecoes e sintomas provocados nos seres humanos
A espécie mais frequentemente associada a infecao no homem é a Legionella pneumophila
serogrupo 1seguido do serogrupo 6. Estao associadas a infecdes bacterianas principalmente do
trato respiratdrio inferior, designadas como “legioneloses” (17).
A infecao por Legionella spp. apresenta 3 formas: infecao subclinica, infecao multissistémica
(com quadro predominante de pneumonia denominado doenca dos Legiondrios, a qual
frequentemente justifica internamento hospitalar) e a forma respiratéria ndao pneumdnica
denominado de febre de Pontiac que se assemelha a uma sindrome gripal (18).
A legionelose extrapulmonar também é uma das outras infecdes multissistémicas que ocorre
principalmente em doentes imunodeprimidos, verificando a presenca de Legionellaem casos de
pancreatite, pielonefrite, endocardite, miocardite e pericardite, sendo o coracao o drgao
extrapulmonar mais afetado (19).
A Doenca dos Legiondrios é uma forma de pneumonia bacteriana geralmente contraida ao inalar
aerossois de reservatdrios contaminados com Legionella. Apds a exposicao tem um periodo de
incubacao de 2 a 10 dias. Os principais sintomas sao cefaleias, dores musculares, febre, tosse
seca e leve, dificuldades respiratdrias e falta de apetite. Os individuos com doencas pulmonares
crénicas, como por exemplo fumadores e idosos, possuem maior suscetibilidade a contrairem
estainfecao e as complicacoes podem ir desde insuficiéncia renal e respiratdria até a faléncia de
varios 6rgaos, podendo até ser fatal (20).
A febre de Pontiac é uma forma leve da doenca dos Legionarios, apresenta um periodo de
incubacdo de 5 horas a 3 dias (21). E caracterizado por sintomas de gripe aguda e leve, sem a
ocorréncia de pneumonia, mialgia, febre, nduseas e geralmente nao esta associada a casos de

mortalidade. Estes sintomas duram de 2 a 7 dias no geral.



A transmissao da Legionella pneumophila para os seres humanos ocorre através da inalagao de
aerossdis contaminados gerados através de alguns sistemas artificias de agua feitos pelo ser
humano, como por exemplo os sistemas de distribuicao de dgua potavel, os sistemas de ar
condicionado e torres de refrigeracao (22). Um dos processos fundamentais para a transmissao
de Legionella pneumophila é aformacao de aerossais, sendo que o tamanho destes também tem
uma grande importancia, pois 0s aerossdis precisam ser relativamente pequenos para que ocorra
a deposicao nos alvéolos pulmonares e grandes o suficiente para conter as bactérias virulentas
(23). Quando atingirem os alvéolos pulmonares, as bactérias proliferam no interior dos
macrofagos alveolares, desencadeando assim infecdes bacterianas como a doenca dos

Legionarios (20).

Em relacdo a transmissao de Legionella pneumophila entre seres humanos foi recentemente
investigado por Correia e colaboradores (2016) (24) um caso provavel durante o surto ocorrido
em Vila Franca de Xira no ano de 2014. Porém, persistem muitas questdes relativamente a

ocorréncia da transmissao entre humanos.

1.5. Multiplicacao de Legionellanos macréfagos alveolares humanos

Os macrofagos alveolares sao células que tém como funcao desenvolver respostas
imunoldgicas contra microrganismos e agentes estranhos. Contudo, alguns microrganismos
como Legionella pneumophila desenvolvem varios mecanismos com o objetivo de evitar as
respostas imunoldgicas conferidas pelos macrdéfagos, permitindo assim que estas bactérias
sobrevivam e proliferam no seu interior (8). Como citamos anteriormente ainfecao ocorre quando
o0 homem inala ou aspira aerossois de dimensdes pequenas contaminados com Legionella
pneumophila onde estas atingem os pulmées humanos.

No momento em que as bactérias entram nos pulmées elas invadem os macrdéfagos alveolares e
as células epiteliais e através de alguns mecanismos semelhantes aos que utilizam para invadir
os seus hospedeiros naturais conseguem sobreviver e multiplicar no interior dos mesmos (25).
No interior dos macréfagos alveolares a Legionella pneumophila integra um compartimento
celular originado do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira, designado Vactolo contendo
Legionella (VCL). Através do VCL evitam a digestao feita pelos lisossomas sobrevivendo aos
mecanismos de defesa dos macrdfagos alveolares, e procedem ao seu crescimento e

multiplicacdo (25, 26).



A multiplicacao e a proliferacao da Legionella pneumophila no meio intracelular dos macréfagos
alveolares humanas dao origem a um processo de inflamacdao e destruicao dos tecidos
pulmonares desencadeando assim o desenvolvimento de infecdes bacterianas como a doenca

dos Legionarios ou a febre de Pontiac (20, 27).

1.6. Mecanismos de infecao e replicacao intracelular
Quando a Legionella pneumophila alcanca a célula hospedeira ela é absorvida por fagocitose ou
pinocitose para o seu meio intracelular, evidenciando que a mobilidade das bactérias também
estd envolvida no processo de entrada (20).
Normalmente as células hospedeiras eliminam os microrganismos detetados no seu meio
intracelular através dos lisossomas por um processo de digestao que ocorre em meio acido
contendo enzimas hidroliticas (27). Porém, assim que a Legionella pneumophila entra no meio
intracelular do hospedeiro vai conseguir evitar o seu reconhecimento e a digestao efetuada pelos
lisossomas integrando um novo VCL (8).
No interior do VCL, a Legionella pneumophila vai diferenciar-se na sua fase replicativa,
conseguindo multiplicar-se induzida pela presenca de nutrientes como os aminodcidos. 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 @ membrana do
reticulo endoplasmatico a nivel de espessura e da composicao proteica, passando assim
despercebido ao sistema imunitario celular (8).
0 VCL confere a protecao para que as bactérias nao sejam identificadas pelo sistema imunitdrio
e também garante as condi¢des necessarias para a sua multiplicacao, disponibilizando uma boa
quantidade de nutrientes. E, sao por esses motivos por ele ser é extremamente importante para
o ciclo de vida intracelular de Legionella pneumophila (27).
Com o passar do tempo a disponibilidade dos nutrientes no interior do VCL vai tornando-se
reduzida obrigando a transicao das bactérias da fase replicativa para a fase transmissiva,
diferenciando-se numa forma intracelular madura que possui altos niveis de viruléncia e
mobilidade (20). Em seguida, sao libertadas para o citoplasma deixando a célula hospedeira
através da morte celular. Ao sairem para o meio extracelular podem invadir um novo hospedeiro

iniciando assim um novo ciclo de vida no seu interior (20). A bactéria Legionella pneumophila



possui uma elevada capacidade de adaptacao ao estilo de vida intracelular no interior de varias

células hospedeiras (25).

1.7. Reservatorios naturais e artificiais
Os reservatdrios naturais sao basicamente constituidos por ambientes de agua doce, como rios,
lagos, lagoas, aguas termais e também nos solos, onde a espécie Legionella longbeachae tem
sido detetada. Para além dos reservatdrios naturais, os microrganismos Legionella também
estao presentes em diversos sistemas de dgua artificiais construidos pelo homem, tais como:
redes de distribuicao de dgua potavel, fontes, chuveiros, torres de refrigeracao, sistemas de ar
condicionado ou sistemas de dgua quente (6, 28). Sabendo que os sistemas de dgua artificiais,
principalmente os que sao mal concebidos, instalados e monitorizados pelo homem, podem
proporcionar condicdes favoraveis de crescimento e aumento repentino na concentracdao de
Legionella, fazendo com que estes sistemas sejam focos de infecdo para os seres humanos (29).
Enquanto os reservatorios naturais raramente estao associados a focos de infecao de Legionella,
pois as condicOes existentes no meio ambiente nao permitem que ocorra uma elevada
proliferacao, sendo as aguas termais a tinica exce¢ao onde geralmente as temperaturas rondam

0s 352C(30).

1.8. Detecao e quantificacao de Legionella

Para a detecao da Legionella é necessario ter em consideracao que uma amostra retirada de um
sistema de agua, consiste apenas numa pequena quantidade do volume total desse sistema. A
obtencao de um resultado negativo para a sua presenca ou baixos niveis de concentracao, nao
significa que todo o sistema esteja controlado pois as bactérias Legionellanao apresentam uma
distribuicao uniforme, podendo assim variar a sua presenca e concentracao de zona para zona
(31). Um resultado positivo para a detecao de Legionella, nao significa que ocorra a transmissao
para 0 meio ambiente e consequente infecdo para os seres humanos (4).

Os valores de referéncia para as concentracdes de Legionellaspp sao (4, 32):

a) Torres de refrigeracdao - Valores de concentracao inferiores a 1000 ufc/L, o
equipamento estd considerado controlado, contudo devera rever-se os procedimentos

de manutencao do sistema para tentar diminuir os niveis o maximo possivel;



b) Sistemas de agua quente e dgua fria - Valores de concentracao inferiores a 100 ufc/L.
O sistema encontra-se controlado, no entanto deverao ser revistos os procedimentos de
manutencao dos sistemas com o intuito de reduzir a concentracao;

c) Equipamentos médicos geradores de aerossois (utilizados para terapia respiratdria)
— Valores de 0 ufc/L, onde nao deve ser detetada a presenca de Legionella devido ao

elevado risco de transmissao.

Esses valores de referéncia estao de acordo com alegislacao Portuguesa publicada em Didrio da
Republica, na Portaria n? 353-A/2013 de 4 de dezembro de 2013, onde se indica que os valores
de concentracao de referéncia de Legionella sao expressos em ufc/L, valores esses que nas
matrizes de dgua necessitam de ser inferiores a 100 ufc/L, exceto as torres de refrigeracao em
que os valores de concentracao devem ser inferiores a 1000 ufc/L. Lembrando ainda que a

espécie Legionella pneumophilanao deve estar presente.

1.9. Técnicas de detecao laboratorial de amostras ambientais de Legionella

O método recomendado, e também o mais utilizado, para a detecao de Legionella a partir de

amostras de dgua é o método cultural em meios seletivos sequindo a norma IS0 11731:2017 (4,
32). De acordo com a Norma ISO 11731:2017 Water quality — Enumeration of Legionella de 2017
o método utilizado para analisar amostras de agua pode ser a partir de processos de filtracao de
membrana, diluicao ou inoculacao direta nos meios de cultura seletivos, dependendo da origem e
das caracteristicas das amostras de agua recolhidas. Com o objetivo de abrandar o crescimento
dos microrganismos interferentes na andlise da amostra sao submetidos pré-tratamentos
térmicos ou dcidos. Nos tratamentos térmicos a amostra é colocada num recipiente esterilizado
em banho-maria a uma temperatura de 502C por 30 minutos. Quando se trata de tratamentos
acidos pode ser realizado diretamente na membrana de celulose onde é adicionado 30 ml de
solucao dcida com um valor de pH de 2,2 por 5 minutos. A filtracao através de membrana é o
processo mais utilizado para a detecao de Legionella em amostras ambientais, visto que a
concentracao de Legionella presente na amostra é geralmente desconhecida. O equipamento

utilizado para este tipo de filtracdo, deve possuir a capacidade para filtrar volumes de agua entre

10 e 1000 ml. Existem dois métodos distintos para realizar a filtracao de membrana:



a) Método de filtracdo de membrana e adicao direta da membrana nos meios seletivos de
cultura;

b) Método de filtracdo de membrana sequido de processo de lavagem.

No método de filtracao de membrana e adicao direta da membrana nos meios seletivos de
cultura, a amostra deve ser filtrada utilizando membranas de nitrato de celulose com porosidade
de 0,2 umou 0,45 um. Para finalizar o processo de filtragao, a membrana é retirada com o auxilio
de uma pinca esterilizada e colocado diretamente no meio de cultura.

Na técnica de filtracao sequida de procedimento de lavagem, a amostra é filtrada recorrendo-se
a membrana de policarbonato com uma porosidade de 0,2 um. No final da filtracao a membrana
é transferido num recipiente esterilizado para proceder a lavagem, onde é necessario adicionar
entre 5 e 10 ml de diluente esterilizado. Sequidamente, o concentrado é divido em 3 por¢ées: uma
sem tratamento, uma com tratamento acido e outra com tratamento térmico.

Ap6s arealizacao dos métodos de filtracao de membrana as amostras sao inoculadas em meios
de cultura seletivos para o crescimento de Legionella. Os meios seletivos usados parainocular as
amostras sao o meio agar BCYE, BCYE-cys, e os meios altamente seletivos, BCYE+AB e agar
GVPC (Glicina, Vancomicina,Polimixina B, Cicloheximida). O tempo de incubacao indicado varia
entre 7 e 10 dias a 362C. No final devera ser verificado se houve crescimento, observando a
presenca de coldnias de Legionella, que apresentam normalmente uma tonalidade
esbranquicada. Para a diferenciacao das espécies de Legionella presentes, 0s meios sao
observados através de uma lampada ultravioleta que emite fluorescéncia com um comprimento
de onda de 360 nandmetros. As espécies sao facilmente diferenciadas quando sao submetidas
a luz ultravioleta (UV). Em relacdo a Legionella pneumophila ela apresenta uma coloragao
esverdeada quando é submetida aradiacao UV. Parafinalizar deverad ser realizada a confirmacao
das coldnias de Legionella através da inoculacao no meio BCYE e no meio BCYE-cys, que nao
contém L-cisteina, durante 5 dias a 362C. No final deverao ser consideradas as coldnias que
apresentam crescimento no meio BCYE e que ndo exibem crescimento no meio BCYE-cys (33).
O método de cultura seletivo é o mais utilizado para a detecao de Legionellaem amostras de agua
ambientais apesar de possuir algumas limitacdes que podem interferir com os resultados
obtidos, como por exemplo o longo periodo de duracao do ensaio, aincapacidade para detecao de

bactérias em estado VBNC, a baixa sensibilidade e a constante perda de viabilidade das amostras

(8).



Um método alternativo para a detecao de Legionella através de amostras ambientais de dgua é
o método de PCR em tempo real que assegura uma alta especificidade e uma rapida detecao. A
utilizacao deste método devera ser efetuada de acordo com a Norma IS0 11731:2017 (32). 0 PCR
em tempo real consiste na detecao e quantificacao de Legionella spp. e de Legionella
pneumophila nas amostras de agua através da amplificacao de sequéncias do DNA bacteriano,
guantificando o nimero de cdpias presentes na amostra (32). 0 método de PCR em tempo real
ultrapassa muitas das limitacobes do método de cultura, porém possui as suas proprias
desvantagens.Umadas desvantagens deste método é que ele nao diferencia as bactérias vidveis
das nao viaveis, porque determina toda a quantidade de DNA bacteriano de Legionella presente
na amostra (34). Devido a esta limitacdo o resultado das concentracdes presentes poderd estar
acima do esperado. Por este motivo este método nao é muito indicado para monitorizar os niveis
de Legionella presentes em alguns sistemas e equipamentos, jd4 que ndao garante que os
resultados de quantificacao da concentracao obtida sejam fidedignos para analisar se as
medidas de controlo implementadas estao ou nao a ser eficazes.

Contudo, 0 PCR em tempo real por permitir uma rapida detecao de Legionella(inferior a 24 horas),
e ao quantificar todo o DNA bacteriano presente na amostra pode ser extremamente importante
para as investigacoes epidemioldgicas ambientais, possibilitando eliminar rapidamente
possiveis fontes suspeitas se o resultado obtido para a presenca de Legionella for negativo (8,
32). Uma outra desvantagem do método de PCR em tempo real, é a expressao dos resultados
obtidos, pois a unidade de medida para a concentracao de Legionella presente é expressa em
ug/L, dificultando a interpretacao dos resultados de acordo com as varias diretrizes em que os

niveis de Legionella sao contabilizados em ufc/L (32).
1.10. Controlo e prevencao de Legionellanos sistemas de agua

Quando se trata de medidas preventivas depende do conhecimento das causas que provocam a
contaminacao. As medidas de prevencao baseiam-se no desenvolvimento de planos de
manuten¢ao em cada equipamento e sistema passivel da presenca desta bactéria que garantem
um controlo seguro em todas as partes do sistema ou equipamento, assim como um plano de
desinfecao e limpeza reqular (32).

Segundo o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e o Instituto Portugués
da Qualidade (IPQ) 2014, no geral, as medidas de controlo que devem ser empregados nos

equipamentos e sistemas de dgua sao (31, 32):

10



a) Monitorizacao regular do controlo microbioldgico e parametros como o pH, temperatura,
quantidade de biocida;

b) Evitar que ocorram processos de corrosao;

c) Monitorizar periodicamente as concentracdes de Legionella presentes;

d) Aplicar tratamentos de manutencao através de hiocidas;

e) Evitar zonas de baixo fluxo ou mesmo estagnacao de agua, realizar mecanismos que

desenvolvam uma boa circulagao da dgua nessas zonas.

Um dos processos importantes para avaliar se o equipamento ou o sistema esta controlado,
e também para prevenir um possivel risco de transmissao para 0os humanos, é a
monitorizacao periddica das concentracoes de Legionellapresentes nos diversos sistemas e
equipamentos de risco. A monitorizacao periddica das concentracdes de Legionella
presentes deve ser feito pelo menos de trés em trés meses nas torres de refrigeracao e nos
sistemas de agua quente, porém, ainda sequndo o ECDC podera ter que ser efetuada com

maior regularidade de acordo com as seguintes situacoes:

a) Em situacoes de serem detetadas amostras positivas de Legionella é necessariauma
monitorizacao com maior frequéncia permitindo avaliar se os métodos
implementados estao a consequir reduzir a presenca de Legionellae para verificar se
0 sistema ou equipamento se encontra controlado;

b) Em situacoes em que se verifica que nao estao a serimplementados corretamente os
planos de prevencao e controlo;

c) Se apds arealizacao da analise de risco do equipamento, a mesma indicar que devem
ser aplicadas a monitorizacdes com maior frequéncia, como por exemplo devido a
proximidade de populacdes com maior suscetibilidade;

d) Em situacoes de investigacoes epidemioldgicas a nivel ambiental para identificacao

do foco de infecao.
As medidas de controlo aplicadas para impossibilitar a proliferacao de Legionella podem

variar de acordo com as concentracoes detetadas nos vdrios sistemas e equipamentos

podendo mesmo ter que ocorrer alteracoes as medidas previamente estabelecidas, bem

1"



como em casos de risco elevado ou associacao a surtos de Legionella ser necessario recorrer

atécnicas de desinfecao e tratamentos de choque (4, 32).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo do Estdgio

Desenvolver competéncias laboratoriais para acompanhar e realizar as técnicas de PCR em
tempo real e método cultural para pesquisa de Legionella spp e Legionella pneumophila nas 2
matrizes, bem como o envolvimento narotina laboratorial com todas as exigéncias de adaptacao

as multiplas tarefas.

2.2. Objetivo estudo de caso especifico

O objetivo deste trabalho é comparar a técnica do PCR em tempo real e o método cultural pela
andlise dos resultados obtidos na pesquisa e quantificacao de Legionella spp. e Legionella
pneumophila em amostras de aguas de consumo humano e dguas de processo colhidas e

processadas pela Biogerm S.A.
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3. Métodos
Os métodos de ensaio utilizados foram devidamente executados por técnicos especializados da
Biogerm — Laboratdrios S.A. sequindo o documento normativo elaborado por um organismo

setorial integrando representantes do setor técnico em questao.

3.1. Amostragem

A colheita das amostras foi realizada de acordo com o procedimento operativo de microbiologia
— "Colheita de amostras para andlise de Legionella’, e efetuada por técnicos especializados do
laboratdrio, utilizando equipamento de protecao individual adequado.

Foram colhidas amostras de agua, durante o ano de 2020, um total de 3 721 amostras de
diferentes matrizes. Destas, 1823 amostras sao provenientes de aguas de consumo humano e 1
898 amostras sao provenientes de aguas de processos. Todas foram analisadas para
averiguacao de contaminacao por Legionella spp. e Legionella pneumophilapelo método PCR em
tempo real e método cultural.

Colheram-se 1L de cada amostra, em garrafas esterilizadas, devidamente identificadas. Apds o
procedimento de recolha de agua, as amostras foram acondicionadas em malas térmicas com
acumuladores térmicos proprios devidamente limpos e transportadas para o laboratdrio para

serem analisadas.

3.2.Preparacao de amostras de agua para amplificacao por PCR em tempo real

Para a amplificacao por PCR em tempo utilizamos o kit qualyfast® da Bioside que tem como
principio a amplificacao de sequéncias de DNA especificas pertencentes as espécies do género
Legionella e da espécie Legionella pneumophila e a co-amplificacao simultanea de um controle
de inibicao de amplificacao. Todos os reagentes sao pré-dosados e liofilizados nos tubos de
reacao, permitindo o armazenamento a temperatura ambiente. Um totalde 15 uL de DNA extraido
foi adicionado a cada tubo contendo reagentes liofilizados. Um total de 15 pL de solucao livre de
DNA foi adicionado a controlos positivos e negativos e a escala de calibracdo (padrao externo).
0 qualyfast® Legionellacontém sondas com um inibidor ndo fluorescente e a referéncia passiva
nao estd presente. Foi preparado um nimero de tubo de reacao pronto para uso, correspondendo

ao numero de amostras testadas e adicionou-se um tubo como controlo negativo.
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Fez-se aliquotas de 15 uL das amostras de DNA extraidas em cada tubo de reacao e, a sequir,
adicionou-se 15 uL de solucao livre de DNA no tubo selecionado como controle negativo. Por fim,
foi adicionado 15 uL de solucao livre de DNA no tubo de controle positivo. Os tubos foram
fechados e centrifugados para evitar bolhas.

Depois de colocar as amostras no termociclador para PCR em tempo real, iniciou-se a execucao
da analise. No final da execucao da andlise, os dados de cada poco foram analisados por meio do
software Thermalcycler, de acordo com as instrucoes relatadas no manual do usuario para

verificar a presenca da Legionella spp. e Legionella pneumophila.

3.3. Exame cultural de amostras de dgua

Pararealizacao da andlise das amostras sequndo o método cultural, procedeu-se em laboratdrio,
a detecao e quantificacao de Legionella. 0 método de andlise utilizado rege-se pela Norma ISO
1731:2017 Water quality — Enumeration of Legionella. Basicamente, a Norma 1SO 11731:2017
viabiliza diferentes abordagens para tratamento e preparacao das amostras. Assim, a escolha do
método foi feita a partir de uma estimativa da concentracao esperada de microrganismos
interferentes, com base na origem da amostra. Desta forma, a referida norma providencia uma
matriz de decisao que sumarizou as possibilidades de amostras, métodos, tipo de tratamentos e
meios de cultura a utilizado.

Através da matriz de decisao, primeiramente foi caracterizada a amostra sequndo a origem e as
caracteristicas da agua a analisar:

a) Matriz A — Aguas com baixos interferentes (dguas de consumo);

b) Matriz B — Aguas com alto interferentes (dguas de processo).

De sequida foi feito a determinacgao do limite de detecao desejado e através disso selecionou-se
um ou mais métodos a utilizar na andlise. Posteriormente, verificou-se se as amostras podiam
ser analisadas por inoculacao direta, filtracao por membrana ou filtragao por membrana com
eluicao.

0 passo sequinte foi perceber os tratamentos necessadrios para realizar, tendo em conta a matriz
e método considerado. Para tal, foi realizado o tratamento térmico, dcido, combinado (3cido e
térmico), e foi também analisada a amostra sem nenhum tipo de tratamento. A aplicacao dos
tratamentos térmico e dcido tem como o objetivo reduzir o crescimento de microrganismos

interferentes. No tratamento térmico da amostra, o tubo estéril com1mL de amostra foi colocado
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em banho-maria a 50+12C por 30 minutos, e no tratamento dcido diluiu-se um volume de
amostra em nove de solucao acida e deixado em repouso por cerca de 5 minutos.

A sementeira foi efetuada em placas de BCYE e GVPC da marca Oxoid. Apds a inoculagao, as
placas foramincubadas a 37 2C durante 10 dias.

As coldnias presuntivas foram confirmadas através de repicagem para BCYE que permitiu a
andlise do requisito de L-cisteina para o crescimento de Legionella spp.

Apds o periodo de incubacao de 2 a 5 dias, as colénias que cresceram em BCYE foram
consideradas como sendo Legionella spp. A identificacao da espécie destas coldnias é possivel
através do uso de umteste de aglutinacao Latex. Neste caso, o teste utilizado é o LegionellaLatex
Test da Oxoid. Neste teste usou-se particulas latex de poliestireno azul sensiveis a anticorpos
que se aglutinaram na presenca de antigénios especificos da parede celular da Legionella. Foi
possivel a identificacao separada da Legionella pneumophila serogrupo 1, serogrupos 2 e 14

através deste método.
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4. Resultados

Em relacao ao nimero de amostras de dguas de aguas de consumo humano e de processos
analisadas no local de estagio, estao representados na Grafico 1. Num total de 3.721 amostras
colhidas, 48,9% (n=1823) sao amostras de dguas de consumo humano e 51,1% (n=1898) sao
aguas de processo, para a detecao de Legionella spp. e Legionella pneumophila por PCR em

tempo real.

m Aguas de consumo humano  mAguas de processo

Aguas de
Aguas de consumo

processo; 1898; humano; 1823;
51,1% 48,9%

Gréfico 1: Nimero de amostras de aguas de consumo humano e dguas de processo analisadas no local do estagio

Em relacao a aguas de consumo humano foram analisados um total de 1823 amostras pelo
método PCR em tempo real e 16,18% das amostras acusaram presenca de Legionella. Destas
amostras foram detetadas em 95,6% (n=282) Legionella spp., e 4,6% (n=13) Legionella

pneumophila (Grafico 2).
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Grafico 2 : Resultados obtidos pelos dois métodos aplicados (PCR em tempo real e Método Cultural)
na detecao de Legionella spp. e Legionella pneumophilanas amostras de dgua de consumo humano

Método cultural
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Gréfico 3: Resultados obtidos pelo Método Cultural na detecdo de Legionella spp. e Legionella
pneumophilanas amostras de dgua de consumo humano

Das 295 amostras de aguas de consumo humano, 113 foram analisados pelo método cultural e
foram positivas 95% para Legionella spp e 8% para Legionella pneumophila. Das amostras
positivas para Legionellaspp, 5,3% foram confirmadas no método cultural (detetadas Legionella

ndo pneumophila). E em relacao as 8 amostras positivas para Legionella pneumaphila 100%
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delas foram confirmadas no método cultural (detetadas Legionella pneumophila sg. 2-14 e

Legionella pneumophila sg.1).

Aguas de processo

625 336

125
30
25
10
5
1
1
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H Legionella spp W L.pneumophila

Grafico 4: Resultados obtidos pelos dois métodos aplicados (PCR em tempo real e Método Cultural)
na detecdo de Legionella spp. e Legionella pneumophila nas amostras de dgua de processo

Em relacao as amostras de aguas de processo foram analisadas um niimero maior emrelacao as
aguas de consumo humano (uma diferenca de 2,2%). De 1898 amostras analisadas pelo método
de PCR em tempo real foi detetado a presenca de Legionellaem18,23% das amostras, sendo que
97,1% (n=336) dessas eram Legionella spp e apenas 2,9% (n=10) eram Legionella pneumophila
(Grdfico 4).

Das amostras de aguas de processo, das 346 amostras positivas no método PCR em tempo real
apenas 9% (31 amostras, sendo que 30 eram positivas para Legionella spp e 1 para Legionella
pneumophila no PCR em tempo real) delas foram analisadas pelo método cultural e nao foi

detetado nenhuma bactéria.
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5. Discussao

Os resultados sugerem que o método cultural assim como o PCR em tempo real, apresentam

vantagens e limitacoes:

Tabela 1: Vantagens e desvantagens dos métodos PCR em tempo real e do Cultural segundo o INSA (1)

Métodos

Vantagens

Desvantagens

PCR em tempo real

Capacidade de resposta em
poucas horas;

Elevada sensihilidade.

Elevado custo;

Necessidade de pessoal técnico
qualificado para a correta
interpretacao dos resultados
obtidos;

Nao existéncia de correlacao
entre UG (unidades gendmicas)
e UFC (Unidades formadoras de

coldnias)

Método Cultural

Capacidade de isolar as
diferentes estirpes de Legionella;
Possibilidade de descobrir o
agente etioldgico nos IE;

Possibilidade de comparacao de
estirpes clinicas com estirpes

ambientais.

Método exigente em tempo,
meios de cultura, reagentes e
experiéncia técnica.

Menos sensivel que o PCR em

tempo real.

Nem todas as amostras de dgua positivas pelo método de PCR em tempo real foram confirmadas

pelo método de cultura por opcao do cliente, visto que nao existe requlamentacao que obrigue a

fazer esta confirmacao e também pelo método cultural exigir mais tempo (de 7 a10 dias), optando

assim por intervir logo com medidas de controlo e prevencao.

Segundo a Direcao-Geral da Satide (2013) a existéncia de um resultado positivo de Legionellanas

aguas nao indica necessariamente que ocorra a doenca dos Legiondrios. Da mesma forma que

um resultado negativo, apesar de talvez transmitir uma falsa sensacao de estabilidade e de

seguranca, nao garante a auséncia da bactéria no sistema (36).
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Analisando os resultados obtidos das amostras processadas pelos dois métodos, pode-se
admitir que um resultado negativo pelo método do PCR em tempo real é certo que serd tamhém
negativo pelo método Cultural. Tal é afirmado pela ECDC (2017) e em estudos realizados por Joly
etal. (2006) e Yaradou et al. (2007) (32, 37, 38). Yaradou et al. (2007) apresentaram resultados
negativos no PCR em 46 amostras provenientes de torres de refrigeracao e nenhuma delas
apresentou resultado positivo em cultura, concluindo que resultados negativos pela técnica PCR
em tempo real sao importantes para indicar o risco, principalmente em amostras de torres de
refrigeracao. A presenca de amostras que apresentam resultados positivos no método PCR em
temporeal, e “Nao Detetado” para Legionella spp. e Legionella pneumophila pelo Método Cultural
é explicado pelo fato do PCR em tempo real ter elevada sensibilidade, detetando bactérias vidveis
e nao vidveis, sendo possivel obter resultados positivos, em casos em que o método de cultural
nao deteta, pois € menos sensivel e s deteta bactérias num estado cultivavel.

Assim, verificamos que foram detetadas a presenca de bactérias do género Legionella nas
amostras, mas que algumas se encontram num estado nao vidvel ou nao cultivdveis. Essas
tltimas podem ou nao estar associadas a protozodrios e/ou biofilmes, possibilitando que a
bactéria sobreviva em ambientes adversos diminuindo o seu crescimento da mesma no método
cultural podendo nao ser detetdvel. Trone e Hartemann (2008), afirmam que em amostras de
agua sao necessarios estudos adicionais, realcando a importancia de confirmar pelo método
cultural os detetados pelo método PCR, para uma correta interpretacao em especial na técnica
guantitativa em tempo real. Yaradou et al. (2007) afirmam ainda que, nas amostras de torres de
refrigeracao, os resultados pelo método de PCR sao importantes para uma monitorizacao rapida
e permitem suspeitar a presenca de células vidveis, mas nao cultivaveis (38).

Quanto aos serogrupos de Legionella pneumophila, o serogrupo 2-14 foi encontrado com maior
frequéncia (n=8) nas dguas de consumo humano, superior a frequéncia do serogrupo 1(n=1). A
Legionella pneumophila sg.1 é a mais importante pela sua patogenicidade para o Homem,
responsavel por 80 a 90% das infecdes humanas e encontrada em maioria dos pacientes com a
Doenca dos Legiondrios (39).

Derivado as varidveis apresentadas na detecao da Legionella, torna-se ainda mais importante o
controlo de vigilancia da mesma, de forma sistematica, para garantirem maior fiabilidade possivel

nos resultados e poderem salvaguardar de possiveis surtos.

21



6. Conclusao

O presente trabalho expresso neste relatdrio, foi possivel pelo estdgio realizado na Biogerm —
Laboratdrios S.A. no periodo de janeiro ajulho e orientado pelo professor Dr. Antdnio Aradjo. Este
estdgio contribuiu indubitavelmente para perceber que as contaminacées microbioldgicas de
agua pelas bactérias patogénicas do género Legionella constitui um problema de saude publica.
As aplicacoes de tratamentos para minimizar o crescimento e a proliferacao de Legionella
juntamente com medidas de controlo fisico e quimico e também de prevencao microbioldgica
revelam-se de extrema importancia para combater este problema.

Apesar de existir uma variedade de técnicas de desinfecao para minimizar/eliminar as bactérias
do género Legionella nos sistemas de dguas, cada uma delas apresentam vantagens e
desvantagens nao tendo ainda sido identificado um método padrao de ouro de desinfecao.
Nestes casos é necessdria uma combinacao de vdrias técnicas diferentes que garantem uma
maior eficacia no controlo desta bactéria, visto que uma desinfecao precdria, pode levar
rapidamente ao surgimento de surtos de legionelose.

As técnicas de pesquisa, identificacao e quantificacao de Legionella em amostras de agua
mostram-se bastante Uteis no controlo e prevencao desta bactéria, dando importancia a rapidez
e precisao dos testes de rotina para a sua monitorizacao e que permitam detetar tanto as células
viaveis quanto aquelas que nao podem ser cultivadas. Neste caso, foi abordado neste relatdrio o
método PCR em tempo real normalizado pela ISO 1173 que por ser um método bastante rapido e
sensivel deteta células vidveis e nao vidveis mostrando também a importancia da confirmacao
da possibilidade dessas células serem cultivdveis e vidveis com o método cultural em caso de
PCR em tempo real positivo. No entanto, o0 método cultural mostra-se bastante complexo e
demorado além de existirem situa¢6es em que abactéria se encontra em concentragcdes minimas
ou associado a protozoarios ou biofilmes, tornando-se nao cultivdvel, impossibilitando a sua
detecao.

E por fim, pode-se constatar que os objetivos definidos inicialmente foram cumpridos. Tal
constatacao adveio do fato de que a partir dos resultados obtidos ter permitido analisar as duas
técnicas de pesquisa e quantificacao de Legionella de forma a conhecer e compreender as
vantagens e desvantagens de cada uma delas bem como o desenvolvimento das competéncias
laboratoriais a partir da realizacao das duas técnicas e o acompanhamento da rotina laboratorial.
Este trabalho, sem ter a minima pretensao de ser considerado como algo perfeito ou completo,

permite a reflexao e mais uma perspetiva no campo da investigacao sobre a problemdtica das
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bactérias Legionella, que deve ser um trabalho continuo que deve acompanhar o processo das

mudancas que ocorrem em todo o campo da microbiologia.
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