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Resumo

Objetivo: determinar a presenga de Legionella sp. em amostras de dgua de sistemas de ar condicionado. Metodologia:
foram analisadas 41 amostras de dgua de sistemas de ar condicionado; as amostras foram concentradas em membrana,
seguindo-se seu tratamento 4cido; aliquotas das amostras tratadas e ndo tratadas com 4cido foram inoculados em BCYE
o-dgar, com e sem antibicticos. Resultados: quatro (9,8%) das amostras analisadas apresentaram resultado positivo para
Legionella sp.; uma foi identificada como Legionella pneumophila sorogrupo 1, confirmando-se a presenca de Legionella
sp. nos sistemas de ar condicionado estudados; observou-se uma maior frequéncia dos isolados em hospitais. Conclusao:
os achados demonstram a importincia e a necessidade de se programar planos de monitorizagio de sistemas de ar condi-
cionado, como medida preventiva contra a coloniza¢io por patogenos.
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Summary

Objective: the study aims to determine Legionella presence in water samples from air-conditioning systems.
Methodology: 41 samples of water from air-conditioning systems were concentrated on membrane, and received
acid treatment; aliquots of the sample treated and not treated with acid were inoculated on BCYE-0. agar medium,
with and without added antibiotics. Results: from the samples analyzed, 4 (9.8%) were positive for Legionella sp.,
one was identified as Legionella pneumophila serogroup 1, revealing the presence of Legionella sp. in those systems; it
was observed a higher frequency in isolates from hospitals. Conclusion: the results demonstrate the importance and
the need of monitoring plans in air-conditioning systems as a preventive measure against colonization by pathogens
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Introducao

0 género Legionella tem sido reconhecido como
importante agente etioldgico causador da doenca do
trato respiratério conhecida como legionelose ou
doenca do legiondrio,' a qual se caracteriza por pneu-
monia aguda com sintomas como febre alta, dores de
cabeca, calafrios, diarreia e tosse seca.

Legionella é uma bactéria aqudtica e tem sido
isolada em ambientes construidos pelo homem, como
os sistemas de ar condicionado, que apresentam
condigdes favordveis para sua proliferacdo.”’ Em
decorréncia da colonizacio pela bactéria do género
Legionella, tais sistemas tém sido identificados como
fonte de propagacio desses organismos, o que pode
resultar em surtos de legionelose.*> A presenca
desses organismos em sistemas de ar condicionado
de ambientes confinados configura um problema
de Satide Publica, pois essas bactérias podem ser
inaladas juntamente com particulas suspensas de
poeira ou aerosséis origindrios dos sistemas de ar
condicionado.

A presenca de bactérias do género
Legionella em sistemas de ar
condicionado de ambientes
confinados configura um problema
de Satide Piblica, pois essas bactérias
podem ser inaladas.

De acordo com estudos epidemioldgicos, alguns
surtos de legionelose sdo resultado do crescimento
de Legionella sp. em torres de resfriamento e siste-
mas de ar condicionado.®” Esse patogeno emergente
é objeto de estudo em vdrios paises."**!! Pesquisa
realizada pelo European Working Group of Legionnai-
res’ Infection (EWGLI), no periodo de 1987 a 2008,
mostrou aumento do niimero de casos de legionelose
na Europa,” indicando a preocupagio em se identificar
as fontes dessas infeccdes.

No Brasil, Pellizari e colaboradores? realizaram um
estudo para avaliar a ocorréncia do género Legionella
em amostras de dgua de residéncias, edificios ptiblicos,
hospitais e plantas industriais em S3o Paulo e encon-
traram que, das 69 amostras analisadas, seis foram
positivas para a presenca de Legionella sp. Ferreira'
analisou amostras de 4gua de cinco hospitais no Rio

de Janeiro: os resultados revelaram a presenga de
Legionella pneumophila sorogrupo 1 em todas as
amostras examinadas. Carvalho e colaboradores,"“ ana-
lisaram 67 amostras de 4gua de reservatdrios naturais,
torres de resfriamento, clinicas dentdrias, sistemas de
aquecimento e condensadores na cidade de Séo Paulo:
o género Legionella foi isolado em nove amostras.

0 objetivo do presente estudo foi o de analisar
amostras de dgua coletadas em bandejas de apare-
lhos de ar condicionado para avaliar a presenca de
Legionella sp. Esses locais apresentam caracteristicas
favoraveis a proliferagio dessas bactérias e, portanto,
significam potenciais fontes de surtos de legionelose
em locais confinados.

Metodologia

Foram coletadas amostras de dgua de bandejas de
sistemas de ar condicionado de edificios localizados
no municipio de Sdo Paulo, no periodo de julho de
2007 a agosto de 2008, respeitando-se uma frequéncia
bimestral. Um total de 41 amostras foram coletadas e
analisadas nos seguintes pontos: a) Centro Comercial
(CC), onde as amostras de dgua foram coletadas de
trés maquinas diferentes, identificadas como CC M1
(n=6), CC M2 (n=06) e CC M3 (n=0); b) hospital 1
(HO1), onde as amostras de dgua foram coletadas de
duas maquinas distintas, identificadas como HO1 M1
(n=6) e HO1 M2 (n=06); c) hospital 2 (H02) (n=0);
e iv) instituto de ensino IES (n=5).

Volumes de um litro de amostra de dgua foram
coletados em frascos estéreis, transportados sob re-
frigeracio e examinados em um periodo de 24 horas,
de acordo com os ‘Standard Methods for Examination
of Water and Wastewater’." O teor de cloro residual
das amostras foi medido pelo método colorimétrico,
utilizando-se o analisador de cloro Policontrol®. A
temperatura da 4gua foi obtida mediante o uso de
termometro de coluna de mercirio; e o valor de pH,
utilizando-se papel universal indicador de pH.

0 isolamento e a identificacio de Legionella foram
realizados de acordo com os ‘Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater’."”

As amostras coletadas foram concentradas em
membrana de policarbonato de 47mm de didmetro,
com porosidade de 0,22pm. Apés a concentracio na
membrana, o material retido foi ressuspendido em um
tubo conico do tipo Falcon de 50mL, contendo 10mL
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de 4gua destilada, submetido a agitacio utilizando-se
agitador de tubos do tipo vortex, por trés vezes durante
30 segundos. Apds a ressuspensao do material aderido
amembrana, volume de 1mL da amostra foi submetido
atratamento com 4cido. O restante da amostra nio foi
submetido a esse tratamento.

Para o tratamento com 4cido, 1,0mL da amostra foi
transferido para um tubo de ensaio e a esse volume foi
adicionado 1,0mL da solucdo para tratamento dcido
(KCI/HC1 0,2M). A solucio é mantida em repouso por
15 minutos, passados os quais adicionou-se 1,0 mL
de solugdo alcalina (KOH 0,IN) para neutralizar a
acdo do 4cido.

Uma aliquota de 0,1mL de cada uma das amostras
— tratada com 4cido e ndo tratada — foi inoculada,
em triplicata, pela técnica de spread plate, em placas
de Petri contendo ‘Buffered Charcoal Yeast Extract
Alpha Base’ (BCYE-alfa) e BCYE-alfa suplementado
com glicina, vancomicina, polimixina B e cicloexi-
mina (GVPC). As placas de Petri foram incubadas a
35°C+0,5°C.

Com 48 horas de incubacio, foi feita a primeira
leitura de placas. Apds a primeira leitura, as placas
foram incubadas por um periodo de até oito dias,
sendo examinadas diariamente durante todo o periodo.
As colonias tipicas foram transferidas para os meios
de cultura BCYE-alfa e BCYE sem cisteina, e incubadas
a 35°C+0,5°C por 24 horas, para confirmagdo do
género Legionella.

As colonias confirmadas como Legionella sp.
foram submetidas ao teste de litex Ox0id®, para
identificacdo de espécies. O teste de litex é composto
por uma cartela de reacio, uma suspensido-tampao
e seis reagentes. O primeiro reagente identifica L.
pneumophila sorogrupo 1; consiste de particulas de
litex azul sensibilizadas com anticorpos de coelho es-
pecificos contra o antigeno do sorogrupo 1. O segundo
reagente identifica L. pneumophila sorogrupos 2 a 14
e consiste de particulas de latex azul sensibilizadas com
anticorpos de coelho especificos contra o antigeno
do sorogupo 2 a 14. O terceiro constitui um soro
polivalente, que identifica seis proviveis espécies — L.
longbeachae; L. bozemanni; L. dumoffi; L.gormani,
L. jordanis; L. micdadei; e L. anisa — e consiste de
particulas de litex azul sensibilizadas com anticorpos
de coelho especificos contra essas seis espécies. O
quarto reagente € o controle positivo, ou seja, uma
suspensdo polivalente de células de Legionella em
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tampdo e o quinto reagente é o controle negativo,
composto por suspensdo de células de L. spiritensis
em tampao ndo reativo com os reagentes do teste. O
quarto e quinto reagentes sao utilizados para verifica-
cao do correto funcionamento dos reagentes do litex.
0 sexto reagente é um ldtex de controle, constituido de
particulas de litex azul sensibilizadas com globulina
de coelho ndo reativa.

Para o controle positivo dos testes de litex, foi
utilizada uma cepa de L. pneumophila INCQS 00437,
correspondente a ATCC 33737; e para o controle
negativo, foi utilizada dgua destilada.

Na avaliaciio do desempenho do método, utilizou-se
lenticula com concentra¢do conhecida de Legionella
pneumophila (4,38x104UFC/disc), produzido pela
‘Health Protection Agency’ (HPA). A lenticula foi
reidratada em 1mL de solugdo de tampdo fosfato,
seguindo-se as instrucdes do fabricante. Logo, a so-
lucdo foi transferida a um frasco estéril contendo 1L
de solucdo-tampdo de fosfato estéril, entdo submetida
20 mesmo processo de isolamento de Legionella ji
descrito aqui.

A taxa de recuperacio foi obtida de acordo com a
seguinte equagao:

R (%) = [(concentracao de Legionella / 4,38x104)] x 100

Para a avaliacdo das condicdes sanitdrias dos
sistemas de ar condicionado avaliados, realizou-se a
quantificacio de bactérias heterotréficas de acordo
com os ‘Standard Methods for Examination of Water
and Wastewater’ (APHA 2000)," mediante técnica
de pour plate, utilizando-se o ‘Plate Count Agar’
(Difco®,USA), com tempo de incubagio de 48 horas
a35+0,5°C.

Resultados

Das 41 amostras de 4gua analisadas dos sistemas
de ar condicionado, quatro (9,8%) foram positivas
para a presenca de Legionella sp. como mostra a
Figura 1.

Trés das quatro amostras positivas para a presenga
de Legionella sp. foram obtidas a partir do sistema
localizado no hospital HO1. Das cepas isoladas do
ponto HO1 M1, uma foi identificada como Legionella
pneumophila sorogrupo 1, com concentracio de
1,0x102UFC/L; a outra foi identificada como uma das
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[ Negativo

Positivo

Figura1 - Porcentagem de resultados positivos para a presenca de Legionella sp. em amostras de dgua de
bandejas de sistemas de ar condicionado examinadas, coletadas em edificios do municipio de Sao

Paulo-SP. Brasil, julho de 2007 a agosto de 2008

seis possiveis espécies segundo o teste de litex — L.
longbeachae; L. bozemanni, L. dumolffi; L. gorma-
nii; L. jordanis; L. micdadei, e L. anisa —, exibindo
concentragdo de 2,0x102UFC/L. A espécie isolada do
ponto HO1 M2, igualmente, foi identificada como uma
das seis possiveis espécies segundo o teste de litex,
com concentracio de 1,6x102UFC/L. E a quarta espécie
isolada de Legionella, obtida de amostra proveniente
do CC M3, também foi identificada como uma das seis
espécies supracitadas, apresentando concentragio de
1,3x102UFC/L.

Em relacdo as condi¢es higiénico-sanitdrias, a
concentracdo de bactérias heterotréficas variou de
<1 a 2,62x104UFC/mL, como mostra a Tabela 1.
Observou-se, entre os pontos de coleta, maior concen-
tracio desses organismos entre os meses de novembro
e dezembro, quando se registram temperaturas mais
elevadas.

A média de temperatura nos pontos de coleta foi de
14,1°C, variando de uma méaxima de 19,0°C 2 minima
de 12,0°C. No hospital HO1, ponto HO1 M1, a média
datemperatura da dgua foi de 15,5°C; e no ponto HO1
M2, verificou-se média de 14,5°C. No hospital HO2, a
média observada foi de 14,0°C. No instituto de ensino
superior, IES, a temperatura média foi de 15,2°C.
E no centro comercial, CC, as temperaturas médias
encontradas nos pontos CC M1, CC M2 e CC M3 foram
de 13,0°C, 13,5°C e 13,5°C, respectivamente.

As medidas de pH mostraram pouca variacio entre
as amostras avaliadas: uma (2,4%) apresentou pH 4,0;
quatro (9,8%) apresentaram pH 6,0; e 36 (87,8%)
apresentaram pH 5,0. As medidas de cloro residual
livre também mostraram pouca variagdo: apenas uma
amostra coletada no IES e outra no CC M2 apresenta-
ram concentracdo de cloro residual livre, com valores
de 0,1 e 1,5mg CI/L, respectivamente. Todas as demais
amostras apresentaram valores <0,1mg Cl/L.

0 resultado de desempenho do método utilizado
foi uma taxa de recuperacio de Legionella de 51,0 a
75,0% (desvio padrio de +10,44%).

Discussao

Os resultados obtidos por este estudo revelaram a
ocorréncia do género Legionella em sistemas de ar
condicionado: das 41 amostras de dgua analisadas,
quatro (9,8%) foram positivas para a presenca da
bactéria. Esses resultados corroboram os achados de
Pellizari e colaboradores," Turetgen e colaboradores®
e Carvalho e colaboradores.'

Trés dos quatro isolados de Legionella foram
obtidos a partir de amostras oriundas dos sistemas
de ar condicionado do hospital HO1, sendo dois
isolados da mesma maquina de ar condicionado.
Esse resultado evidencia que a manutenco dessa
maquina pode estar sendo negligenciada e, portanto,
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Tabela 1 - Concentracao de bactérias heterotrdficas e de Legionella sp. nas amostras de bandejas de agua de
sistemas de ar condicionado examinadas, coletadas em edificios do municipio de Sao Paulo-SP.
Brasil, julho de 2007 a agosto de 2008

Amostras Concentracao de bactérias heterotréficas Concentracao de Legionella sp.
(UFC/mL) (UFC/L)
1 ND Negativo
2 ND Negativo
3 ND Negativo
4 3,72x102 Negativo
5 4,50x102 Negativo
6 2,91x102 Negativo
7 6 Negativo
8 10 Negativo
9 2,5 Negativo
10 4,45x102 Negativo
1 1,65x102 Negativo
12 2,62x10* Negativo
13 1,22x10* Negativo
14 1,40x10* Negativo
15 1,08x10* 1,6x102
16 1,90x10* Negativo
17 2.23x103 Negativo
18 1,30x102 Negativo
19 5,65x102 Negativo
20 3,85x102 1,3x102
21 2,60x10? 1x102
22 <1 Negativo
23 1,85x102 Negativo
24 2,47x102 Negativo
25 1,21x103 Negativo
26 2,68x102 Negativo
27 2,75x102 Negativo
28 80 2x102
29 3,55x102 Negativo
30 1,40x102 Negativo
31 1,04x102 Negativo
32 81 Negativo
33 1,08x102 Negativo
34 9,90x102 Negativo
35 35 Negativo
36 4,75x102 Negativo
37 5,29x103 Negativo
38 2,31x103 Negativo
39 1,05x102 Negativo
40 70 Negativo
4 60 Negativo

ND:N&o detectado
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favorecendo a formacio de biofilmes e colonizacdo
por bactérias patogénicas como as do género Legio-
nella. Os outros isolados foram identificados como
seis possiveis espécies de importincia clinica, haja
vista serem considerados responsdveis por causar
pneumonia nosocomial.'®!?

As concentracdes de Legionella sp. obtidas varia-
ram de 1,0x102UFC/L a 2,0x102UFC/L. Os achados
destes autores coincidem com os resultados relatados
por Bentham," que analisou amostras de dgua de
sistemas de ar condicionado associados a surtos de
legionelose, nos quais obteve concentracdes abaixo
de 100UFC/mL. O autor sugere que concentracoes
elevadas de Legionella sp. nesses sistemas nio sio
comuns, ocorrem esporadicamente e, nesses episodios
de pico, podem resultar em surtos da doenca.

Segundo Stout e colaboradores,® a concentragio de
Legionella sp. ndo é relevante para a avaliagdo de risco
de surtos. Relevante seria a presenca desse patogeno
associado a extensdo da drea colonizada pela bactéria.
0 mesmo foi observado por Armstrong e colaborado-
res," que relataram a exposi¢ao a uma cepa virulenta
suficiente para causar a doenca.

As faixas de concentracoes de bactérias hetero-
tréficas encontradas foram de <1 a 2,62x104UFC/
mL. Relatos encontrados na literatura consultada
sugerem associacdo entre a presenca de biofilme e
a presenca do género Legionella.*** No presente
estudo, entretanto, néo foi possivel demonstrar essa
relacdo dado o nimero de amostras positivas para
a presenca de Legionella sp. e a grande variacio
na concentracio de bactérias heterotréficas nas
amostras analisadas.

A média de temperatura encontrada nos pontos de
coleta foi de 14,1°C. Segundo Rogers e colaboradores,*
sob condicoes de temperaturas inferiores a 20°C, a
taxa de crescimento da bactéria diminui ou nio é
observada. Nessas condigdes, os organismos podem
permanecer vidveis, porém nao cultivaveis.”?

Outro fator que pode ter influenciado no baixo
niimero de isolamentos é que as amostras apresenta-
ram valores de pH 6,0 em todas as ocasioes avaliadas.
Embora a baixa temperatura e o pH de carater dcido
possam causar alteracoes fisiologicas nas células,

estas podem permanecer vidveis mas nao cultivaveis.
0 fato de as células se apresentarem ndo cultivaveis,
porém vidveis, leva a um nimero subestimado de
organismos no ambiente estudado."”

0 teor de concentragdo do cloro utilizado como
desinfetante nesses sistemas também pode influenciar
a taxa de crescimento desses organismos. Estudo
realizado por Gido e colaboradores** demonstrou
que diferentes concentracoes de cloro podem afetar
o desenvolvimento da bactéria. No presente estudo,
porém, nio foi possivel estabelecer tal relacdo, ji
que a maioria das amostras apresentou concentracao
de cloro <0,1mg CI/L; e nas amostras cuja concen-
tracdo foi maior que 0,1mg Cl/L, Legionella sp. ndo
foi isolada.

De acordo com os resultados aqui obtidos, pode-
se concluir que o género Legionella sp. esteve pre-
sente nos sistemas de ar condicionado examinados,
incluindo-se a espécie L. pneumophila sorogrupo 1,
a qual foi isolada de sistema de ar condicionado de
um dos hospitais participantes. Esse resultado denota
que a manutencio preventiva desses equipamentos
merece especial atengdo. A presenca dessas bacté-
rias representa risco aos ocupantes de ambientes
climatizados, especialmente no ambiente hospitalar,
onde hd maior frequéncia de pessoas com a satide
comprometida.

Ressalta-se, portanto, que 0 monitoramento e vi-
gilincia permanente de sistemas de ar condicionado
faz-se necessdrio para prevenir a colonizacio desses
sistemas por organismos patogenicos e, assim, prote-
ger a saide dos ocupantes e usudrios em ambientes
climatizados.
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