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Resumo  

 

A Legionella é uma bactéria ubíqua de ambientes aquáticos e o agente etiológico da Doença dos Legionários 

(DL). A taxa de letalidade da DL tem variado desde 5% a 30% nos surtos que têm ocorrido a nível mundial. 

Na Europa, a doença tem uma taxa de mortalidade de 8%. Em Portugal já ocorreram vários surtos, entre eles 

o de Vila Franca de Xira que envolveu 403 doentes e 14 óbitos.   

A Legionella infeta macrófagos alveolares humanos ocasionando uma pneumonia potencialmente fatal. O 

tratamento da DL é eficaz, porém cada vez mais têm sido relatadas falhas devido ao aparecimento de 

mecanismos de resistência. É, pois, importante estudar o padrão de suscetibilidade da Legionella aos 

antibióticos e este é o objetivo do presente trabalho. Nele foram realizados testes de suscetibilidade à 

azitromicina, à ciprofloxacina e à levofloxacina em 42 isolados clínicos recuperados em Portugal, entre 1987 

e 2016.  

O protocolo do EUCAST 2017 recomenda a utilização do meio com carvão ativado, mas como há discussões 

sobre a sua interferência na determinação da concentração inibitória mínima (MIC), testamos dois meios, o 

BCYE-α (com carvão) e o BYE (sem carvão) utilizando a estirpe de referência Staphylococcus aureus ATCC 

29213 para a qual estão definidos os valores de MIC. Os ensaios realizados confirmaram a alteração do MIC 

quando se utiliza meio com carvão, aumento de 4 vezes para azitromicina e 8 vezes para ciprofloxacina e 

levofloxacina versus os valores obtidos no meio padrão, o meio Agar Mueller Hinton. Reproduzidos os testes 

nas mesmas condições em meio sem carvão (BYE), obtivemos valores de MIC normais para a ciprofloxacina 

e levofloxacina, mas para azitromicina o valor do MIC ainda se elevou mais. Com estes valores pensamos em 

realizar os testes de suscetibilidade neste meio, mas, ao testar-se o crescimento da L. pneumophila ATCC 

33152, não se obteve qualquer crescimento na concentração necessária para a técnica dos MICs. 

Para o presente trabalho foi necessário aferir a concentrações bacterianas utilizadas nos testes de 

suscetibilidade, mas dado que os 42 isolados apresentaram morfologia diversa, foi necessário efetuar 

contagens das UFC/mL pela técnica de Miles e Misra para conseguir essa padronização.  

O estudo utilizou o método recomendado pelo EUCAST de 2017 e os resultados revelaram a existência de 

um isolado com resistência à azitromicina entre os 42 testados.  

Considera-se que a realização de estudos similares permitirá conhecer o padrão de resistência da Legionella 

em Portugal, contribuindo para uma adequação do tratamento da DL, evitando falhas terapêuticas e custos 

relacionados com hospitalizações prolongadas. 

 

Palavras-chave: Legionella, suscetibilidade, E-test 
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Abstract 

 

Legionella is a ubiquitous bacterium in aquatic environments and the etiological agent of Legionnaires' 

Disease (DL). The lethality rate of DL has varied from 5% to 30% in outbreaks that have occurred worldwide. 

In Europe, the disease has a mortality rate of 8%. In Portugal, several outbreaks have already occurred, 

including that in Vila Franca de Xira, which involved 403 patients and 14 deaths. 

Legionella infects human alveolar macrophages causing potentially fatal pneumonia. The treatment of DL is 

effective, but failures have been reported due to the appearance of resistance mechanisms. It is therefore 

important to study the pattern of susceptibility of Legionella to antibiotics and this is the objective of the 

present work. There were tests for susceptibility to azithromycin, ciprofloxacin and levofloxacin in 42 clinical 

isolates recovered in Portugal, between 1987 and 2016. 

The EUCAST 2017 protocol recommends the use of the medium with activated carbon, but as there are 

discussions about its interference in determining the minimum inhibitory concentration (MIC), we tested two 

media, BCYE-α (with charcoal) and BYE (without charcoal) using the reference strain Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 for which the MIC values are defined. The tests carried out confirmed the change in the MIC 

when using charcoal medium, an increase of 4 times for azithromycin and 8 times for ciprofloxacin and 

levofloxacin versus the values obtained in the standard medium, the Agar Mueller Hinton medium. 

Reproducing the tests under the same conditions in a charcoal-free medium (BYE), we obtained normal MIC 

values for ciprofloxacin and levofloxacin, but for azithromycin the MIC value was even higher. With these 

values we thought about carrying out the susceptibility tests in this medium, but, when testing the growth 

of L. pneumophila ATCC 33152, there was no growth in the concentration necessary for the MIC technique. 

For the present study, it was necessary to measure the bacterial concentrations used in the susceptibility 

tests, but given that the 42 isolates had different morphology, it was necessary to perform CFU / mL counts 

using the Miles and Misra technique to achieve this standardization. 

The study used the method recommended by EUCAST 2017 and the results revealed the existence of an 

isolate with resistance to azithromycin among the 42 tested. 

It is considered that the performance of similar studies will allow to know the resistance pattern of Legionella 

in Portugal, contributing to an adequate treatment of LD, avoiding therapeutic failures and costs related to 

prolonged hospitalizations. 

 

Keywords: Legionella, susceptibility, E-test 
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Capítulo 1 ‒ Introdução 

1.1  Bactéria do Género Legionella  

1.1.1 Contextualização histórica 

No verão de 1976, os Estados Unidos comemoravam o bicentenário da Declaração da Independência 

e em 21 de julho, ocorreu a abertura do 58º Congresso da Legião Estadual da Pensilvânia no qual participaram 

veteranos de guerra. Neste evento ocorreu um surto de uma doença misteriosa. O congresso aconteceu no 

Stratford-Bellevue Hotel, localizado na Broad Street, no centro da Filadélfia (57, 70, 85, 131), onde estiveram 

alojados 600 dos 4.400 participantes. Como não havia um registo centralizado de participação no evento a 

investigação do surto foi difícil (57, 70). 

A doença manifestou-se após 13 dias da abertura do evento, quando os casos já tinham regressado a 

suas casas, espalhadas por toda a Pensilvânia. Os doentes apresentavam sintomas diversos, desde sintomas 

semelhantes aos da gripe até a falência de vários órgãos. O primeiro alerta foi dado, ao 13º dia após a 

abertura do evento, por um médico da Administração Veterana que informou ao Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC) sobre a morte de 4 congressistas por pneumonia. A apenas uma hora depois o 

número de falecimentos aumentou de 4 para 11. No total, essa epidemia afetou 182 pessoas das quais 147 

foram internadas e 29 morreram (13, 57, 67, 70, 92). Inicialmente pensou tratar-se de uma pneumonia atípica 

causada por uma nova estirpe de vírus influenza (57, 85, 130), porém os métodos diagnósticos, como a 

cultura, a serologia, a coloração de tecidos e a toxicologia, não encontraram o agente etiológico (57, 130).  

A equipe do CDC definiu como maiores fatores de risco para a enfermidade ter idade avançada, ser do 

sexo masculino, ter hábitos tabágicos e ter permanecido no hall do hotel ou na rua em frente. Foram 

colocados como fator de risco moderados beber água do hotel e foram excluídos a ingestão de alimentos ou 

gelo, a permanência em alguma sala de reunião específica e a contaminação de pessoa a pessoa (57).  

A imprensa divulgou amplamente tudo o que aconteceu e as dificuldades para encontrar o 

“responsável”, juntamente com a gravidade da pneumonia e o fato de os pacientes serem aposentados da 

legião americana, foram empregues muitos recursos para as pesquisas epidemiológicas (76). As dificuldades 

foram inúmeras, como coordenar jurisdições locais, estaduais e federais, a ansiedade devida a um recente 

surto de gripe que tinha sido mal resolvida, a falta de definição de caso e os desafios relacionados com a 

documentação da propagação aérea (57).  

Investigadores do ramo da Hanseníase e Rickettsia do CDC, chefiados por Charles C. Shepard, 

observaram que as cobaias apresentaram sintomas óbvios de infeção após serem inoculados com tecido 

pulmonar de pacientes falecidos. Foram observados alguns bacilos gram-negativos em tecidos de cobaias, 

porém pensou se tratar da flora ou contaminantes normais (67).  
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Em janeiro de 1977, o microbiologista do CDC Joseph McDade incomodado com a falta de resolução 

do surto, voltou a observar as lâminas com cortes de fígado de cobaias inoculadas com amostras recolhidas 

de doentes. Ele viu microrganismos e resolveu inocular ovos embrionados, sem utilizar antibióticos. Desta 

forma conseguiu um inóculo que foi usado para infetar outras cobaias as quais desenvolveram sinais da 

doença (57, 84, 130). 

Em 18 de janeiro de 1977, o CDC anuncia a descoberta de uma nova bactéria (67, 70). Era o agente 

etiológico responsável pelo surto do congresso da legião estadual. Esta descoberta só havia sido possível 

devido à persistente aplicação de princípios epidemiológicos e laboratoriais básicos como reexaminar as 

suposições (67). A doença passou a chamar-se de Doença dos Legionários (DL) devido ao grupo de pessoas 

afetadas nessa epidemia e a espécie da bactéria de Legionella pneumophila (37, 57, 67, 79, 85, 92, 131). 

Apesar do sistema de ar condicionado do hotel ter sido acusado, a fonte da infeção nunca foi identificada 

(70). Posteriormente, estudos utilizando soros colhidos em doentes que tinham falecido com sintomatologia 

idêntica e sem identificação do agente, permitiu identificar outros surtos de DL (4, 29, 37, 70, 92). 

Em 1968, foram descritos 144 casos de uma síndrome respiratória com febre que durava três a quatro 

dias. Esta enfermidade atingiu 95% dos trabalhadores e pessoas que visitaram o Departamento de Saúde da 

cidade de Pontiac, em Michigan. Mesmo não apresentando sinais de pneumonia como a DL, as autoridades 

de saúde pública foram capazes de comprovar que a mesma bactéria era responsável pelas duas doenças 

(70, 85). Então essa infeção brônquica aguda, febril, benigna e autolimitada, com o mesmo agente etiológico 

da DL foi chamada Febre de Pontiac (13, 37). 

 

1.1.2 Taxonomia e Tipificação de Estirpes 

A taxonomia classifica a Legionella como pertencente a (https://lpsn.dsmz.de/subspecies/legionella-

pneumophila-pneumophila): 

Classe: Gammaproteobacteria 

Ordem: Legionellales 

Família: Legionellaceae 

Género: Legionella 

 

 

https://lpsn.dsmz.de/subspecies/legionella-pneumophila-pneumophila
https://lpsn.dsmz.de/subspecies/legionella-pneumophila-pneumophila
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Em 1979, o género Legionella foi estabelecido por Brenner, etimologicamente significa “pequena 

legião ou exército” (Brenner, 1979). Atualmente, a família Legionellaceae é composta por apenas pelo gênero 

Legionella o qual é subdividido em 62 espécies e mais de 70 serogrupos (79). A espécie Legionella 

pneumophila possui 16 serogrupos (37) e representa o principal agente etiológico da DL. As espécies podem 

apresentar diferentes estirpes sendo estas definidas como um isolado ou um conjunto de isolados que 

possuem mesmo fenótipo e/ou genótipo o diferenciando de outros da mesma espécie (122).  

Para a caracterização destas estirpes podem ser utilizados métodos fenotípicos e genotípicos. No caso, 

da L. pneumophila, o método fenotípico mais utilizado é baseado em anticorpos monoclonais (MAb) 

direcionados contra os epítopos dos lipopolissacarídeos da superfície celular bacteriana através da técnica 

de imunofluorescência (29). Foram utilizados dois painéis até o momento para identificação dos serogrupos, 

o de Joly e o painel de Dresden sendo este último recomendado pelo Grupo Europeu de Estudo para Infeções 

por Legionella (ESGLI). Dos métodos de genotipagem, o método padrão para subdividir a espécie L. 

pneumophila consiste na técnica de Tipificação Baseada em Sequências (SBT). Na tipificação da estirpe pela 

SBT estudam-se as sequências de sete alelos (fla A, pilE, asd, mip, mompS, proA e neuA) para estabelecer o 

perfil alélico ou tipo de sequência (ST). Esta metodologia possibilita que sejam comparados os resultados 

obtidos com STs já conhecidos, os quais estão disponíveis no banco de dados do Grupo de Trabalho Europeu 

para Infeções por Legionella (EWGLI), (59). 

Em Portugal, a diversidade genética de Legionella foi caracterizada ao serem analisados 89 isolados 

clínicos, coletados entre 1987 e 2012, em 22 hospitais das cinco regiões do país. Todas as amostras eram de 

Legionella pneumophila e, pela análise utilizando o protocolo de SBT, foram caracterizados 30 STs, dos quais, 

doze únicos em Portugal. O ST100 foi o mais encontrado, tendo sido identificado em 32 isolados 

epidemiologicamente relacionados. Com este estudo podemos perceber que a população de bactérias do 

género Legionella que causam doença são da espécie L. pneumophila e das estirpes temos uma mistura em 

relação a sua filogenética, ou seja, umas que foram apenas encontradas neste país e outras que são 

encontradas em todo o mundo (19).  
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1.1.3 Características do género  

As bactérias do gênero Legionella são bacilos gram-negativos, intracelulares, aeróbicos, sem formação 

de esporos. São o agente etiológico da Doença dos Legionários e da Febre de Pontiac (4,27, 29, 37, 42, 85, 

92, 94).  

                                              

Figura 1 – Morfologia dos bacilos de Legionella analisada através da coloração pelo método de Gram (1000x) após 

cultura em BCYE com incubação de 48h a 37   ͦC: A, bacilos curtos (estirpe de referência – L. pneumophila ATCC 33152), 
e B, bacilos filamentosos (estirpe clínica – L. pneumophila sg1 genótipo ST 37), fotos recolhidas durante o presente 
trabalho. 

As bactérias do género Legionella medem geralmente de 0,3 a 0,9 µm de largura com 1,5 a 20 µm de 

comprimento (27, 29, 37, 70) (Figura 1). São móveis com um ou mais flagelos na posição polar ou subpolar. 

Normalmente, a Legionella é encontrada como pequenos cocobacilos (medindo 0,3 a 0,6 µm por 3 µm) nos 

tecidos ou secreções infetadas e tornam-se alongadas e filamentosas (com 8 a 50 µm de comprimento) 

quando presentes em certos meios de cultura (29, 37, 70, 85).  

Estas bactérias são ubíquas de ambientes aquáticos de água doce, assim podem ser encontradas em 

rios, lagos e sistemas de água produzidos artificialmente como torres de arrefecimento, equipamentos 

industriais, mecanismos de irrigação, sistemas de canalização domésticos, chuveiros, banheiras de 

hidromassagens, fontes de água, spas termais, dispositivos respiratórios e nebulizadores (4, 11, 27, 29, 37, 

42, 92, 94, 104, 117, 123). Algumas espécies, como a L. longbeachae, foram encontradas em misturas de 

terras e compostagem nos EUA, Austrália e Reino Unido, além de solo de terras agrícolas tailandesas (85, 

121).  
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Na natureza, estas bactérias parasitam amibas e protozoários ciliados, os seus hospedeiros naturais, 

que lhes propiciam um fornecimento de nutrientes e proteção contra biocidas, antibióticos, ácidos, stress 

osmótico e térmico (4, 29, 41, 42, 92, 94). Devido à estreita relação entre hospedeiros e patógenos, na sua 

coevolução pode haver troca de material genético através da transferência horizontal de genes (HGT). Assim 

a Legionella pode ter adquirido genes eucariotas o que resultou no desenvolvimento de mecanismos que 

permitem infetar células humanas, ou seja, a adaptação da Legionella à vida intracelular nos seus 

hospedeiros naturais causou um acumular de genes de virulência distintos que coletivamente permitiram a 

replicação em macrófagos (1, 65, 98). 

Esses protozoários parasitados com Legionella são encontrados frequentemente nas comunidades 

microbianas formando os biofilmes os quais garantem a sua persistência no meio, favorecem a sua 

disseminação, parecem ampliar a sua resistência e a sua virulência (2, 42, 94, 105, 109). Estudos provaram 

que os fatores de virulência, como a presença de pili, proteínas de superfície e a produção de enzimas, variam 

de acordo com as cepas e os diferentes hospedeiros, proporcionando níveis variados de patogenicidade (10, 

105). Portanto, a Legionella pode ser encontrada naturalmente em biofilmes e a prevenção da sua formação 

é também uma medida importante de controle da proliferação e virulência da bactéria (1, 37, 109, 113). 

Alguns fatores que aumentam a formação destas organizações de microrganismos são a presença de 

nutrientes, corrosão, incrustações, a manutenção da temperatura da água entre 25  Cͦ e a 50  Cͦ e a estagnação 

ou baixo fluxo da água (11, 37, 94, 113, 118).  Portanto, deve ser dada atenção ao encerramento de edifícios 

ou partes deles, pois pode aumentar o risco de crescimento de Legionella nos sistemas de água e 

equipamentos associados se não forem mantidas as condições de prevenção adequadas (118). A Legionella 

é encontrada em maior quantidade em habitats aquáticos artificialmente construídos e neste meio ela pode 

sobreviver não apenas em protozoários, mas também em fungos (2, 41).  Estas bactérias resistem a pH de 

5,0 a 8,5 e a temperaturas entre 0  Cͦ e 68  Cͦ, sendo ótima entre 35  Cͦ e 45  Cͦ (11, 37, 42, 94). 

O ciclo de vida da Legionella é bifásico, ou seja, possui uma fase replicativa e outra transmissiva sendo 

que a bactéria apresenta morfologia distinta em cada uma das fases. 

Através de proteínas de superfície existentes na membrana externa da bactéria, ela adere, e penetra 

no hospedeiro por da fagocitose. Com diferentes sistemas de secreção de proteínas, o bacilo irá controlar o 

metabolismo da célula hospedeira para o fornecimento de nutrientes e para impedir a sua destruição. Assim, 

nas estirpes virulentas, irá formar o vacúolo contentor de Legionella (VCL), ou seja, um compartimento único 

revestido por mitocôndrias, ribossomas e pequenas vesículas provenientes do retículo endoplasmático 
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 que impedem a via endocítica bactericida pelos lisossomas estabelecendo um nicho replicativo seguro. Já 

nas estirpes não virulentas, o VCL irá fundir-se com o lisossoma o que provocará sua destruição. No meio 

intracelular, a bactéria inicia a fase replicativa e, quando os nutrientes se esgotam, ela entra na fase 

transmissível, podendo ficar numa forma intracelular madura (MIF), que consiste em cistos inertes e 

extremamente infeciosos. Ao evadir-se da célula parasitada irá iniciar um novo ciclo de infeção noutro 

hospedeiro ou entra na forma viável mas não cultivável (VBNC) a qual representa um estado metabólico 

lento não replicativo que garante a sobrevivência em ambientes severos (2, 4, 37, 92, 94, 131).  Na forma 

replicativa, a bactéria apresenta-se filamentosa, não flagelada, resistente ao sódio e com baixa virulência, já 

na forma transmissível, o bacilo adquire flagelo tornando-se móvel, é curto, apresenta-se virulento e 

resistente ao stress. Esse ciclo de vida multifásico exige complexos mecanismos reguladores para controlar a 

diferenciação microbiana que, até o momento, só são parcialmente compreendidos necessitando de mais 

estudos (2, 4, 92, 94, 131).  

Legionella é uma bactéria exigente que necessita de meios especiais para crescer no laboratório. 

Aproximadamente 30 espécies de Legionella podem infetar o homem sendo atribuído à L. pneumophila cerca 

de 90% dos episódios de doença, o que a caracteriza como a mais virulenta das espécies, assim como o seu 

serogrupo 1, que foi identificado em 70 % a 92% dos casos confirmados por cultura (29, 37, 72, 92). Outras 

espécies associadas à DL são L. longbeachae, L. bozemanae e L. micdadei que representam 2 a 7% das 

infeções por Legionella (92).  

1.2   Doença dos Legionários 

A Doença dos Legionários é uma pneumonia atípica causada pelas bactérias do género Legionella (29). 

Como já foi referido estas bactérias são encontradas naturalmente nos ambientes aquáticos, porém, devido 

à criação de reservatórios de água artificiais, passou-se a favorecer sua proliferação mais próxima do homem 

provocando o desenvolvimento da Doença dos Legionários nas pessoas suscetíveis (85, 131). A palavra 

pneumonia deriva do grego pneumonía que significa inflamação do pulmão (15), define-se como uma doença 

do parênquima pulmonar a qual ocorre quando um agente infecioso penetra no espaço alveolar, local onde 

acontece as trocas gasosas, provocando uma inflamação local. A Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC) 

refere-se a uma pneumonia adquirida fora do ambiente hospitalar, ou não associada à prestação de cuidados 

de saúde (25, 38, 58, 95), diferindo então da Pneumonia Hospitalar (PH) ou Nosocomial (PN), isto é, do grego 

nosokomeion que refere ao local onde se tratam os doentes, hospital (15).  
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O diagnóstico de pneumonia é realizado na presença de tosse e um ou mais dos seguintes sintomas: 

expetoração, falta de ar, dor torácica, sinais focais no exame físico do tórax, por exemplo alterações do 

murmúrio vesicular ou fervores localizados, e pode-se achar manifestações sistêmicas como confusão, 

cefaleia, sudorese, calafrios, mialgias e febre as quais corroboram com opacidade pulmonar que pode ser 

detetada por radiografia torácica (25, 95). A PAC pode ser classificada em típicas e atípicas, embora exista 

uma polêmica nesta divisão devido à dificuldade de sua distinção clínica (15). Na PAC típica, o patógeno 

responsável por até 75% dos casos é o Streptococcus pneumoniae (pneumococcus), ela apresenta quadro 

clínico-radiológico clássico geralmente com início súbito e predominantemente pulmonar com tosse 

produtiva, normalmente responde bem ao tratamento com β-lactâmicos e as amostras são cultiváveis em 

meio bacteriológico padrão (15, 81).  

Já na PAC atípica, os agentes etiológicos não são os habituais, dentre eles, destacam-se a Legionella 

spp., Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae. No início dos anos 2000, foi estimado que as  

bactérias do género Legionella são responsáveis por 2 a 9% dos casos de PAC (9, 15, 31, 85). A incidência da 

L. pneumophila como agente etiológico da PAC foi estimada ser de 4% nos EUA e Canadá, 9% na Europa, 3% 

na América Latina e 6% na Ásia e África (9). Na Austrália, a incidência de Legionella como causa da PAC foi de 

3,4% (31).  Nos Estados Unidos, esta bactéria é responsável por aproximadamente 8.000 a 18.000 

hospitalizações por ano (85).  

Em Portugal, a Legionella spp. foi responsável por 4% dos doentes com PAC hospitalizada e 6% dos 

doentes com PAC que necessitaram de cuidados intensivos (95). No Brasil, a DL não é uma doença de 

declaração obrigatória e estima-se que 6% das mortes por pneumonia tenham como causa a L. pneumophila. 

Em 2013, ocorreram cerca de 5.000 mortes relacionadas a infeções por Legionella neste país (89). A 

incidência da DL difere conforme a localização geográfica podendo ser responsável por até 16% dos casos de 

PAC, ocorrendo mais casos na bacia Mediterrânica e em doentes com mais comorbidades (15).  

Os patógenos atípicos desenvolvem um quadro diferente do clássico, caracterizado com frequência 

por uma pneumonia apresentando manifestações sistêmicas, que não respondem bem ao tratamento com 

β-lactâmicos e não são cultiváveis em meio bacteriológico padrão, ou seja, gelose de sangue e gelose de 

chocolate (15, 81). A DL é uma pneumonia atípica cujos sintomas podem levar a uma doença grave que 

necessita de internamento hospitalar e potencialmente ocasionar a morte. A L. pneumophila comporta-se 

como um patógeno oportunista do ser humano ao infetar os macrófagos alveolares quando a bactéria é 

inalada sobre a forma de aerossóis (94). Como já foi referido, quando os macrófagos fagocitam a Legionella, 

inicia-se uma complexa cascata de processos, incluindo a inibição da destruição oxidativa, modificações no 

transporte de organelas, a redução da acidificação e o bloqueio da maturação do fagossoma. Com isso, a 

bactéria inibe a atividade biocida do fagócito e converte o fagossoma num local para sua replicação (29).  
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As bactérias multiplicam-se e ao acabarem os nutrientes, evadem-se provocando a apoptose dos 

macrófagos (4, 94). Assim, elas podem infetar novos macrófagos disseminando a infeção pelo pulmão com 

inflamação nos alvéolos e, portanto, dando origem à pneumonia. A doença pode progredir causando dano 

alveolar difuso e grave destruição do tecido pulmonar levando à morte (41). Os pacientes mais suscetíveis 

são os que apresentam comorbidades que dificultam ainda mais a resolução do quadro favorecendo o seu 

agravamento.  

Parar eliminar a Legionella, pode-se aquecer a água entre 70  Cͦ e 80  Cͦ, realizar limpeza e desinfeção 

das canalizações como através da hipercloração, da utilização de radiação luz ultravioleta e unidades de 

ionização de cobre-prata (11, 89).  

 

1.2.1 Dados Epidemiológicos  

Desde 1977, a prevalência da DL está a aumentar, segundo os dados do ECDC, gráfico 1, possivelmente 

devido a um maior conhecimento da existência desta doença, a novos métodos diagnóstico, ao 

envelhecimento da população e ao aumento da ocorrência de comorbidades (29, 99).  

 

 

Gráfico 1 – Distribuição do número de casos reportados associados a DL na EU/EEE entre 1999 e 2018 (39, 48, 131). 

 

Apesar deste aumento, existe a perceção que há uma subnotificação dos casos, um número elevado 

de pessoas infetadas não é notificado porque o sistema de vigilância é ineficiente ou a notificação não é  
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obrigatória, falta de informação sobre a doença, indisponibilidade de meios para diagnóstico (29, 85, 99, 104, 

110). Atualmente a DL está cada vez mais importante do ponto de vista de saúde pública por ser uma 

pneumonia potencialmente grave com distribuição por todo mundo. Já a febre de Pontiac vem sendo 

relatada com menos frequência que anteriormente (77, 90), provavelmente por ser benigna, autolimitada e 

facilmente confundida com outras patologias.  

Na história da doença destacam-se algumas datas como 1957, ano em que uma doença respiratória 

aguda de causa desconhecida na qual 78 pessoas foram hospitalizadas e 2 morreram em Austin, Minesota 

(97). Todos os doentes eram funcionários de uma fábrica de embalagens de carnes e este acontecimento 

ficou documentado como o primeiro surto de DL (97). Posteriormente, outros surtos têm sido 

retrospetivamente identificados (85, 131).   

Segundo o relatório epidemiológico anual da Rede Europeia de Vigilância de Doença dos Legionários 

(ELDSNet) publicado em 2019, o número de notificações aumentou de 1,2 por 100 000 habitantes em 2013 

para 1,8 por 100 000 habitantes em 2017. Nesse ano, os 30 países reportaram 9.238 casos. Destes casos foi 

possível efetuar o follow-up em 6.976 doentes dos quais 574 (8%) tiveram um desfecho fatal (43).  

Houve um aumento de 30% na incidência de casos de 2016 para 2017, sendo Espanha, França, Itália e 

Alemanha responsáveis por 68% de notificações. Ainda de acordo com este relatório, a incidência na União 

Europeia e Espaço Económico Europeu (EU/EEE) variou entre menos de 1,0 por 100 000 habitantes em 13 

países (Bulgária, Croácia, Chipre, Finlândia, Grécia, Hungria, Islândia, Irlanda, Lituânia, Polónia, Roménia, 

Eslováquia e Reino Unido) para mais de 3,0 por 100 000 em quatro países (Dinamarca, Itália, Holanda e 

Eslovénia). Esta discrepância na incidência revela uma provável subestimação nos países com taxas muito 

baixas, sendo uma prioridade o aperfeiçoamento de técnicas de diagnóstico e a estimulação para notificação 

da DL nestes locais (43). 

A distribuição de casos obedece um padrão sazonal de ocorrência e 58% do total aconteceu entre 

junho e outubro. Dos casos notificados, 69% foram adquiridas na comunidade, 21% estiveram associados a 

viagens e apenas 8% associados a instalações de saúde, sendo os 2% restantes associados com outras 

situações. Em relação a idade, 91% dos casos foram pessoas com mais de 45 anos, apresentando uma taxa 

de notificação ≤0,1 por 100 000 habitantes nos doentes com menos de 25 anos de idade subindo para 4,6 

por 100 000 habitantes em pessoas com 65 anos ou mais. Em relação ao sexo, a DL predominou no sexo 

masculino, com uma razão global de 2,4:1. Na EU/EEE, o constante aumento do número de casos relatados, 

provavelmente deve-se vários aspetos, a melhoria da vigilância, o envelhecimento da população, padrões de 

viagens e mudanças nos fatores de clima e tempo provocando o aumento da proliferação bacteriana e/ou 

um aumento no uso de sistemas que produzem aerossóis (43).  
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Conforme o último relatório epidemiológico anual da ELDSNet, o número de notificações aumentou 

de 1,8 por 100 000 habitantes em 2017 para 2,2 por 100 000 habitantes em 2018, correspondendo um 

aumento de 23% no número de casos. Neste ano, foram relatados 11.343 casos de DL e 696 óbitos 

representando uma taxa de fatalidade de 8%. Observou-se uma maior notificação em quatro países (França, 

Alemanha, Itália e Espanha) representando 71% de todos os casos notificados.  

As taxas de notificação variaram de menos de 1,0 por 100.000 habitantes em 10 países (Bulgária, 

Chipre, Finlândia, Grécia, Hungria, Irlanda, Lituânia, Polônia, Romênia e Reino Unido) a 3.0 por 100.000 ou 

mais em sete países (Bélgica, Dinamarca, França, Itália, Holanda, Eslovênia e Espanha (Figura 2). 

 

 

Figura 2 – Distribuição dos casos de doença dos legionários por 100 000 habitantes por país, UE/EEE, 2018 (47). 

 

A maioria dos doentes eram do sexo masculino correspondendo a 70,7% dos casos. Em relação à idade, 

grande parte das pessoas (48,7%) apresentava 65 anos ou mais. Quanto à fonte de transmissão da infeção, 

foi reportado que 72% foram adquiridas na comunidade, 20% estiveram associados a viagens, somente 6% a 

instalações de saúde e 2% associados com outras situações ou não se conseguiu definir (47).   
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Nos Estados Unidos, a prevalência da DL tem vindo a aumentar, o número de casos relatados cresceu 

quase nove vezes desde 2000, chegando a quase 10.000 casos em 2018 (18). 

 

1.2.2 Epidemiologia em Portugal  

Em 1999, a Doença dos Legionários entra para as Doenças de Declaração Obrigatória (DDO) conforme 

a Portaria nº 1071/98 de 31 de dezembro, mas somente em 2004 se torna exigida a notificação laboratorial 

com a criação do Programa Nacional de Vigilância Epidemiológica Integrada da Doença dos Legionários 

através da circular normativa nº 5/DEP de 22 de abril. A vigilância da DL foi melhorada pela instituição de um 

Sistema de Vigilância em Saúde Pública através da Lei n.º 81/2009 de 21 de agosto. Entre 2004 e 2013, a 

incidência de DL foi de 0,9 casos por 100 000 habitantes com um registo de 870 casos (39, 48, 131). 

 

 

Gráfico 2 – Distribuição do número de casos reportados de DL em Portugal de 1999 a 2018 (39, 48, 131) 

 

Em 2014, houve um surto de Doença dos Legionários no concelho de Vila Franca de Xira que representa 

a maior epidemia da DL já registada em Portugal (Gráfico 2) e está incluída entre as maiores relatadas no 

mundo. Foram identificados 403 casos dos quais 377 confirmados, destes 366 doentes necessitaram de 

hospitalização e 14 faleceram, equivalendo a uma mortalidade de 3,5%. Foram afetados 3 concelhos, o de 

Vila Franca de Xira,  Loures e Lisboa, sendo  o primeiro  o  que  registou  mais  doentes.  As investigações  
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microbiológicas indicaram como fonte de transmissão uma torre de arrefecimento de uma das fábricas 

existentes na região (26, 63, 115). 

A partir de janeiro de 2015, tornou-se obrigatório a notificação eletrônica pela aplicação informática 

do SINAVE (Sistema Nacional de Vigilância Epidemiológica) que está disponível on-line (https://sinave.min-

saude.pt) através do Despacho da DGS nº 5855/2014 de 5 de maio. Já a Portaria da DGS nº 22/2016 de 10 de 

fevereiro determina a obrigatoriedade de notificação eletrónica para todos os laboratórios a partir de janeiro 

de 2017 (39).  

Desde 2015, o número de notificações de DL em Portugal mantém-se em média na ordem de 200 casos 

por ano (gráfico 2).  

Dos surtos mais recentes destacam-se o de 2017, que ocorreu num hospital público integrado ao 

Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental onde ocorreram 58 casos e 5 óbitos, a maioria dos pacientes foram 

mulheres com 70 anos ou mais. Outro surto relevante aconteceu em 2018, num hospital particular também 

incluído no distrito de Lisboa onde foram relatados 15 casos e nenhuma morte. Necessitaram de 

internamento hospitalar 14 doentes sendo que 3 tiveram de recorrer a de terapia intensiva. A maioria foram 

mulheres e quase todos com idade superior a 50 anos (39, 111). 

Em 2018, o número reportado de DL em Portugal foi de 211 casos dos quais 45% com idade entre 45 

e 65 anos e 48% com idade de 65 anos ou mais. Quanto ao gênero, a maioria (68,2%) foi do sexo masculino. 

Quanto à fonte de infeção, em 58,3% dos casos a doença foi adquirida na comunidade, já 17% esteve 

associada a viagens, 12,3% a instalações de saúde e os 12,4% restantes não se conhece a origem (48). Em 

Portugal, houve um aumento do número de casos de DL que pode estar associado à obrigatoriedade da 

notificação e, devido ao surto de Vila Franca de Xira em 2014, pensa-se que ocorreu um maior incentivo à 

vigilância epidemiológica. Apesar disso, percebe-se uma certa estabilização do número de casos reportados 

nos últimos quatro anos, evidenciando a necessidade de novas medidas para evitar as subnotificações e 

subdiagnósticos.  

Em novembro de 2020, as Autoridades de Saúde da região norte de Portugal comunicaram à DGS a 

identificação de um cluster de Doença dos Legionários que evoluiu até ao número de 76 casos. A média de 

idade dos doentes foi de 74 anos [46-97], no total ocorreram 13 óbitos com idades de 74 a 92 anos. O Instituto 

Nacional Saúde Dr. Ricardo Jorge analisou amostras de produtos biológicos dos doentes, tendo identificado 

o genótipo ST 15. A dispersão geográfica dos casos foi compatível com uma eventual fonte ambiental sujeita 

aos efeitos das alterações climáticas que se verificou em território nacional durante o período de incubação 

dos referidos casos. A investigação epidemiológica e ambiental foi desenvolvida pelas Autoridades de 

Saúde, de acordo com as normas e orientações da DGS.  A avaliação ambiental conduziu a resultados PCR 

positivos para Legionella pneumophila nas torres de refrigeração de duas unidades fabris, pelo que foram 

https://sinave.min-saude.pt/
https://sinave.min-saude.pt/
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suspensas as suas atividades, após intervenção efetiva e comprovada laboratorialmente, foi autorizado o seu 

funcionamento. O evoluir da situação continua a ser acompanhada pelas Autoridades de Saúde. 

 

1.2.3 Fatores de Risco  

As pessoas mais suscetíveis à DL são as que apresentam idade superior a 50 anos, sexo masculino, 

tabagismo, condições debilitantes subjacentes como uso de imunossupressores, doença pulmonar crônica, 

diabetes, doenças hematológicas malignas sob quimioterapia citotóxica, leucemia de células pilosas, tumores 

sólidos, tratamento com bloqueador do fator de necrose tumoral-α (FNT- α), recetores de transplante de 

órgãos e outras patologias pulmonares que facilitem uma infeção secundária (8, 29, 37, 92, 94, 101, 131).  

Muitas vezes a DL ocorre no período de rejeição de recetores de transplante o que aumenta a 

morbidade e mortalidade. A presença de neutropenia não é muito clara constituir um fator de risco e a 

infeção pelo HIV não se sabe ainda se favorece o surgimento da doença. O homem infeta-se inalando 

aerossóis de <10 μm contaminados com a bactéria, provenientes de sistemas de água produzidos 

artificialmente (4, 29, 37, 104, 117). 

Em 2016, foi relatado um caso de provável transmissão pessoa a pessoa que ocorreu durante o surto 

de Vila Franca de Xira, representando o único relato existente até hoje de infeção inter-humana (26, 42, 94, 

115). Os números conhecidos apontam que na população em geral só 0,1 a 5% desenvolvem a doença, por 

outro lado, para as pessoas expostas que estão no hospital, 0,4 a 14% adoeceram (13, 109). A transmissão 

raramente ocorre após aspiração de água contaminada ou por contato direto da água contaminada com 

feridas cirúrgicas. Para uma fonte causar infeção vai depender da concentração bacteriana, da virulência da 

Legionella colonizadora, da eficácia da disseminação e do tipo de aerossol. Já para uma pessoa adquirir a 

doença depende da exposição cumulativa a determinada fonte, ou seja, depende da distância da fonte, 

frequência e duração de exposição (29). 

A incidência da DL tem um padrão sazonal, ocorrendo mais durante o verão, provavelmente devido ao 

aumento da temperatura favorecendo a proliferação da bactéria (37, 101) e ao aumento do uso de torres de 

arrefecimento dos sistemas de climatização. A legionelose adquirida na comunidade corresponde a 75% dos 

casos notificados tendo como principal fonte torres de arrefecimento industrial e sistemas de aquecimento, 

ventilação e ar condicionado (AVAC) (99, 104, 115, 117). Já na maioria dos casos esporádicos é muito raro 

conseguir-se determinar o foco da infeção devido à dificuldade de estabelecer uma ligação definitiva a uma 

fonte (94). Certas condições meteorológicas também influenciam no aumento na taxa de transmissão como 

chuva, humidade superior a 60% e baixa pressão (11, 99, 104). A espécie L. longbeachae já foi recuperada de 

solos agrícolas e associada a casos de DL cuja transmissão parece estar relacionada ao contacto direto com 
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a terra utilizada para vasos e à má higiene das mãos após práticas de jardinagem. Na Austrália e Nova Zelândia 

esta espécie chega a ser responsável por 30 a 55% dos casos (85, 93, 101). 

 

1.2.4 Quadro clínico  

A DL é uma pneumonia na qual os pacientes manifestam sintomas multissitêmicos sem um quadro 

patognomónico, apresentando-se como uma pneumonia atípica (21, 30). A história clínica cursa com um 

período de incubação de 2 a 14 dias, podendo chegar até 20 dias (13, 131), com ou sem pródromos como 

cefaleia, mialgia, astenia e anorexia. Frequentemente o doente apresenta febre acima de 38,8˚C, exceto em 

alguns pacientes imunocomprometidos (21, 30, 42, 107, 131).  

O paciente relata tosse geralmente seca, com dispneia que eventualmente é acompanha de dor 

pleurítica (30% dos casos) (21, 37, 107, 109, 131). Pode estar presente uma bradicardia relativa, ou seja, uma 

frequência cardíaca abaixo do esperado apesar de febre (13, 42). Cerca de metade dos doentes têm sintomas 

gastrointestinais e/ou sintomas neurológicos (21, 42, 109). Entre os sintomas gastrointestinais pode surgir a 

diarreia (25 a 50% dos casos), náuseas, vómitos e dores abdominais (10 a 30% dos casos), (131). Dos sintomas 

neurológicos, a doença pode cursar com confusão e delírio (50% dos casos) (130), convulsões e perda da 

coordenação (ataxia) (13, 42, 109).  

Descobertas laboratoriais inespecíficas são comuns, como a hiponatremia, a diminuição do fósforo no 

soro inicialmente, aumento da creatina quinase, mioglobinúria, leucocitose com linfopenia relativa, aumento 

da velocidade de sedimentação de hemoglobina, elevação dos níveis de proteína C-reativa, aumento das 

enzimas hepáticas, aumento da ferritina no soro (mais do que duas vezes) e hematúria microscópica (29, 42, 

109).  

Na radiografia torácica, o padrão é semelhante ao de outras causas de pneumonias não permitindo 

distinção entre elas (21, 131). Na DL é mais comum possuir um infiltrado irregular e unilobar que evolui para 

a consolidação encontrado mais nas bases pulmonares (42, 109). Em alguns pacientes imunossuprimidos, 

particularmente naqueles com uso de glucocorticoides, podem ocorrer opacidades nodulares redondas, 

expandindo-se e formando cavitações em aproximadamente 10% dos casos. Apesar da terapia adequada, as 

cavitações podem surgir até 14 dias após o início do quadro (29, 131). Alterações radiológicas podem 

continuar presentes por um período longo, mesmo depois da melhora clínica (131).  

Muito ocasionalmente, a DL pode cursar com manifestações extrapulmonares, como esplenomegalia, 

rutura do baço, pericardite, miocardite, infeções de feridas, endocardite, artrite, infeções do sistema nervoso 

central (29, 42).  

Na doença grave, ocorre uma pneumonia com infiltrados pulmonares bilaterais, pressão arterial 

diastólica menor que 60 mm Hg e uma insuficiência respiratória que requer ventilação mecânica em 20% a 
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25% dos casos (13, 64). Quanto ao prognóstico, tem sido referido que a taxa de letalidade varia de 5% a 30% 

em vários surtos de PAC enquanto que para a pneumonia adquirida no hospital, essa taxa pode atingir 28% 

(109). 

 

1.2.5 Diagnóstico  

De acordo com as recomendações da Sociedade Portuguesa de Pneumologia, deve pesquisar-se 

Legionella em todos os casos de PAC com necessidade de internamento quando há um surto por esta 

bactéria, nos doentes com PAC grave na presença de fatores de risco e nos pacientes que não respondem ao 

tratamento antibiótico empírico (86, 95). O diagnóstico laboratorial pode ser feito por cultura do agente em 

amostras respiratórias ou tecidos, pela pesquisa de antigénios em secreções respiratórias ou tecidos, pela 

pesquisa de antigénios na urina, pela pesquisa de anticorpos no soro ou pela pesquisa do DNA (85).   

A definição de caso de Doença dos Legionários para União Europeia consiste na presença do critério 

clínico, pessoa com pneumonia, e de um ou mais critérios laboratoriais (46).   

Critérios laboratoriais para caso confirmado: 

Pelo menos um dos três seguintes:  

• Isolamento de Legionella spp. de secreções respiratórias ou outra amostra biológica de local estéril;  

• Deteção de antigénio L. pneumophila na urina;  

• Aumento significativo no título de anticorpos específicos para o serogrupo 1 de L. pneumophila em 
amostras de soro emparelhadas; 
 

Critérios laboratoriais para um caso provável:  

Pelo menos um dos quatro seguintes: 

• Deteção do antigénio L. pneumophila em secreções respiratórias ou tecido pulmonar usando 
reagentes derivados de anticorpos monoclonais;  

• Deteção de Legionella spp. por pesquisa de DNA em secreções respiratórias, tecido pulmonar ou 
outra amostra biológica de local estéril; 

• Aumento significativo do título de anticorpos específicos para L. pneumophila não sg1 ou outra 
Legionella spp. em amostras de soro emparelhadas; 

• Aumento de título numa única amostra de soro do anticorpo específico para L. pneumophila sg1. 
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1.2.5.1 Cultura 

A identificação do agente etiológico a partir de amostras respiratórias ou de tecidos é considerado o 

método padrão e permite o diagnóstico de “caso confirmado” da DL (85). Na Europa, só 10% dos casos de DL 

utilizando este recurso para o diagnóstico (47). As investigações epidemiológicas completas implicam a 

comparação dos isolados ambientais e clínicos em busca da relação de causa/efeito pelo que a realização da 

cultura é fundamental para a realização destes estudos.   

 

 

                                          

Figura 3 – Cultura de L. pneumophila em BCYE-α com incubação de 48h a 37   ͦC. A) A olho nu, as colônias tem cerca de 

1 a 2 mm de diâmetro, são redondas, de bordas ligeiramente irregulares, convexas, translúcidas, de superfície lisa e 
brilhante, B) Analisadas à lupa com amplificação de 40x, apresentam a aparência típica de vidro fosco (moído) e tom 
anilado, fotos recolhidas durante o presente trabalho. 

 

As culturas dispõem de uma especificidade de 100%, mas apresenta uma sensibilidade baixa, que varia 

de 20 a 80% dependendo do tipo de amostra, se foi realizado terapia antibiótica prévia, do requisito 

fastidioso da bactéria e da composição do meio utilizado para seu isolamento (29, 31, 42, 85). Amostras 

respiratórias tem de obedecer a um parâmetro de qualidade, isto é, ser uma amostra de trato respiratório 

inferior, ou seja, expetoração e não saliva, na avaliação microscópica, através da observação pela ampliação 

de 100x da lâmina corada pelo método de Gram, apresentar menos de 10 células epiteliais e mais de 25 

leucócitos, por campo examinado (7, 24). Geralmente as colônias surgem ao fim de 3 a 5 dias de incubação 

da cultura (Figura 3), mas somente a partir do 10º dia de incubação que podemos classificar as amostras 

como negativas devido ao caráter fastidioso da Legionella (29, 85). A olho nu, as colônias tem cerca de 1 a 2  

mm de diâmetro, são redondas, de bordas ligeiramente irregulares, convexas, translúcidas, de superfície lisa 

e brilhante e, quando analisadas à lupa com amplificação de 40x, apresentam a aparência típica de vidro 

A 

B 
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fosco (moído) e tom anilado (Figura 3). A temperatura ótima de crescimento para Legionella é de 35  Cͦ. Uma 

atmosfera de 2 a 5% de CO₂ pode facilitar o crescimento de algumas espécies (29, 42). 

Requerem meios especiais para cultura, pois são bactérias nutricionalmente exigentes sendo o meio 

mais utilizado o que é formado por cisteína, ferro, extrato de levedura, carvão, ácido α-cetoglutarato 

(buffered charcoal yeast extract agar) (29, 85). Neste meio o carvão ativado serve para adsorção do peróxido 

de hidrogênio e de radicais superóxidos produzidos pelas bactérias que, devido seu crescimento fastidioso, 

vão-se acumulando e originando um ambiente nocivo para o crescimento da Legionella. O tamponamento é 

realizado para se obter um pH 6.9 (37). Os sais de ferro e a L-cisteína são vitais para seu crescimento. Por 

tudo isso, é imprescindível informar ao laboratório quanto se tem a suspeita de DL para que a cultura seja 

realizada no meio adequado. A aplicação de antibióticos no meio para torná-lo seletivo é muito útil quando 

a amostra é proveniente de locais não estéreis, permitindo assim selecionar o crescimento da Legionella e 

inibindo o crescimento de microrganismos contaminantes. Como é o caso de amostras de expetoração, 

aspirado traqueobrônquico e lavado broncoalveolar onde podemos encontrar outros agentes que fazem 

parte da microbiota pulmonar, tais como, Streptococcus, Prevotella, Fusobacteria, Veillonella e potenciais 

patógenos, como Haemophilus, Neisseria e Pseudomonas (28). Os antimicrobianos frequentemente 

adotados são a polimixina B para evitar o crescimento de gram-negativos, a anisomicina contra fungos e a 

vancomicina evitando a proliferação dos gram-positivos (37). Exemplo destes meios seletivos tem-se BCYE 

suplementado com cefamandol, polimixina B e anisomicina formando o meio BMPA; BCYE suplementado 

com glicina, vancomicina, polimixina B e cicloheximida chamado GVPC; BCYE suplementado com glicina, 

vancomicina, polimixina B e anisomicina constitui o MWY. Os meios ainda podem apresentar adição de 

corantes para diferenciar as espécies de Legionella, como DGVP e MWY (40, 119).   

Uma importante limitação para a realização do método cultural consiste em que mais da metade dos 

doentes desenvolvem tosse seca (37), pelo que se o paciente não apresentar expetoração, amostra só pode 

ser obtida através de um aspirado naso-traqueal e se o paciente estiver em ventilação mecânica, a amostra 

pode ser obtida com realização de aspiração endotraqueal, lavado broncoalveolar ou toracocentese (em caso 

de derrame pleural), (24).  

                

1.2.5.2 Pesquisa de antigénios na urina 

A pesquisa de antigénio na urina, também chamada de antigenúria, é o teste de primeira linha e o de 

execução mais rápida, obtendo-se a resposta  ao  fim  de  15  a  30  min.  Pode ser realizado após início da 

antibioticoterapia e a pesquisa pode efetuar-se por ELISA ou imunocromatografia (85). Em 2014, dos casos 

de DL na Europa, 87% foram diagnosticados por este método (45). É o método para diagnóstico de DL mais 

realizado no mundo e tem ajudado na identificação de surtos epidêmicos, possibilitando uma ação mais 

rápida das autoridades de saúde (39). O antigénio pesquisado é um componente lipopolissacarídeo da 
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parede celular que começa a ser excretado nos 3 primeiros dias após o início dos sintomas, mas pode 

permanecer positivo até 2 meses ou mais, o que complica o diagnóstico em pacientes com pneumonias 

recorrentes (29, 85). Apresenta uma especificidade de 95 a 100% e uma sensibilidade de 70 a 90% (13, 29, 

31, 37, 42, 85).  

O teste da antigenúria pode falhar em até 30% dos casos de DL, dependendo da concentração do 

antigénio na urina e tem a limitação de atualmente apenas estar disponível para L. pneumophila sg1. Assim, 

resultados negativos não excluem a DL e resultados positivos dão o diagnóstico de “caso confirmado” 

somente para Lp sg1 (85). 

 

1.2.5.3 Outros métodos diagnósticos 

A pesquisa de antigénio em amostras respiratórias e tecidos por imunofluorescência direta permite 

uma resposta mais rápida com 2 a 4h e pode ser realizada após início da antibioticoterapia. Apresenta uma 

especificidade de 95% e uma sensibilidade de 25 a 75%, pois depende da qualidade da coloração, da 

habilidade do operador e de reações cruzadas com outras bactérias. Permite o diagnóstico de “caso provável” 

(29, 42). Este método é atualmente utilizado em menos de 1% nos países europeus (45). 

A pesquisa de anticorpos no soro é comumente realizada por imunofluorescência indireta ou ELISA. 

Esta pesquisa é mais utilizada para estudos científicos de prevalência da doença e retrospetivos em casos de 

pneumonia de etiologia desconhecida. São necessárias duas amostras de sangue do doente com intervalo de 

pelo menos 10 dias para avaliar a seroconversão (aumento de quatro vezes o primeiro título). A primeira 

amostra de sangue deve ser realizada depois das duas primeiras semanas do início dos sintomas, pois é 

quando geralmente os anticorpos aparecem (29). Foi relatado que na maioria dos pacientes com cultura 

positiva para DL, a seroconversão não foi detetável até pelo menos três semanas após infeção e ela nunca 

ocorre em um quarto dos pacientes, pelo que este método não tem muita utilidade para o diagnóstico clínico 

de fase aguda. E há, nos pacientes imunossuprimidos que podem nem produzir anticorpos (29, 85). Pode 

haver também reações cruzadas com outras bactérias o que provoca falsos positivos prejudicando a 

especificidade. Este exame apresenta uma sensibilidade de 41 a 94% (37). Na Europa, o ECDC constatou a 

sua utilização em apenas 5% dos casos de DL reportados (45).  

Por este método, teremos “caso confirmado” quando tivermos a seroconversão, com um 2º título igual 

ou superior a 128 para Lp sg1 e “caso provável” quando tivermos uma seroconversão para outra espécie ou 

serogrupo ou um título único superior ou igual a 256 (69). 

A pesquisa do DNA é realizada por PCR, permite a identificação de todas as espécies de Legionella e 

não sofre influencia pela viabilidade da bactéria podendo ser realizada após o início do tratamento. Até ao 

momento, as técnicas para pesquisa de ácidos nucleicos ainda não estão padronizadas para DL (37). Conta 

com uma especificidade de 100% e foram relatadas sensibilidades de 80-100% para secreções do trato 
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respiratório inferior, de 30-80% para o soro e 0-90% para as amostras de urina (29, 85). Resultados positivos 

são considerados diagnóstico de “caso provável”. Na Europa, este método foi utilizado em 8% dos casos de 

DL (44). 

 

1.2.6 Terapêutica Recomendada para DL  

O tratamento da DL é realizado com fluoroquinolonas, macrolídeos, tetraciclinas e rifampicina (36, 68, 

90, 129, 131). A maioria das bactérias desenvolvem resistência à rifampicina, por isso, ela só deve ser usada 

em associação fornecendo um efeito sinérgico positivo no tratamento contra Legionella (36, 116, 120). Esses 

antimicrobianos constituem o tratamento adequado, pois apresentam a capacidade de atingir uma 

concentração terapêutica no interior das células eucarióticas, e por isso são eficazes contra a Legionella que 

é um patógeno intracelular (36, 90, 129). Como foi referido anteriormente na sua maioria, a DL é uma 

pneumonia adquirida na comunidade e os pacientes são inicialmente tratados de forma empírica. A primeira 

linha de tratamento para as pneumonias são as penicilinas, pois a grande parte dos casos é devido a um 

número restrito de agentes que são suscetíveis a estes medicamentos. (54, 81, 125) Porém, os β-lactâmicos 

são pouco eficazes contra bactérias intracelulares e assim contra Legionella (15, 90, 129, 131). O tratamento 

empírico da PAC com estes antimicrobianos, leva à ocorrência de falhas terapêuticas nos casos ocasionados 

pela Legionella, provocando um atraso no início do tratamento adequado o qual representa o principal fator 

prognóstico da DL (13, 37, 64). Do tratamento recomendado, testes in vitro sugerem que os macrolídeos mais 

novos e as fluoroquinolonas tem uma melhor atividade contra a Legionella, além de terem menos efeitos 

secundários que a eritromicina, como flebite, distúrbios do trato gastrointestinal e interações 

medicamentosas (35, 37, 71, 95, 100, 116, 120, 131). A azitromicina possui maior acumulação no interior dos 

leucócitos e macrófagos alveolares que a claritromicina, o que poderá significar uma melhor eficácia in vivo, 

além de apresentar menos administrações diárias, menor volume de soro diário para diluição do antibiótico 

na administração IV e duração do tratamento mais curta (95). Atualmente, para principal tratamento para 

DL temos a azitromicina ou a levofloxacina (17, 61, 64, 101, 112, 116, 125). Pois, estes antibióticos 

apresentam maiores penetrações pulmonares, atividades mais potentes nos pulmões, melhores 

farmacocinéticas com posologias apenas de 1 a 2 vezes ao dia, bom perfil de segurança devido menores 

interferências com outros medicamentos. (125). O tratamento com fluoroquinolona deve ser preferido em 

pacientes com longa permanência e aqueles com infeção hospitalar para permitir uma maior cobertura de 

outros bacilos gram-negativos; e a recetores de transplante para evitar interações entre macrolídeos e 

medicações imunossupressoras (125). Nas formas mais graves da doença, a terapia com fluoroquinolonas 

parece ter maior eficácia que uso de macrolídeos, pois apresentam menor duração do internamento 

hospitalar, verifica-se uma diminuição da mortalidade, maior índice de doentes com cura clínica e menor 
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frequência de complicações (37, 100, 125). Apesar das fluoroquinolonas serem utilizadas há mais de 30 anos, 

a Food and Drug Administration (FDA), agência de proteção ao consumidor de medicamentos e alimentos do 

governo dos Estados Unidos da Améria, emitiu alertas sobre efeitos colaterais com o uso destes antibióticos, 

porém ressalva que os benefícios superam os riscos nos casos de infeções graves devido a bactérias 

suscetíveis ao antibiótico, como pneumonias ou infeções intra-abdominais (55).  

A duração total do tratamento para pneumonia por Legionella varia de 7 a 10 dias e, para 

imunossuprimidos mais graves, vai até 21 dias (125). A importância da precocidade da terapia eficaz do 

paciente constitui o principal fator prognóstico já que está comprovado diminuir a mortalidade, pois a infeção 

tem progressão rápida e pode afetar vários órgãos (13, 37, 64). Curiosamente, mesmo com a terapia 

adequada, tem sido relatado na literatura falhas com o uso de macrolídeos e/ou fluoroquinolonas (90, 129). 

 

1.2.6.1 Mecanismos de ação dos antibióticos  

Os macrolídeos e as tetraciclinas possuem atividade bacteriostáticas, já as fluoroquinolonas e a 

rifampicina possuem efeito bactericida. Algumas classes de antibióticos agem nos ribossomas das bactérias, 

que são formados pelas subunidades 30S e 50S, e não prejudicam os ribossomas das células animais porque 

eles são estruturalmente diferentes, são formados pelas subunidades 40S e 60S. Os macrolídeos atuam apósa 

ligação com recetores localizados na subunidade 50S do ribossoma, particularmente na molécula 23S do 

RNA, impedindo a síntese das proteínas, interferindo na translocação e transpeptidação. As tetraciclinas 

também agem no ribossoma bacteriano, porém ligam-se à subunidade ribossómica 30S impedindo que o 

RNA transportador se ligue ao complexo RNA mensageiro-ribossoma, assim inibindo a adição de novos 

aminoácidos durante a síntese de proteínas. As fluoroquinolonas inibem a topoisomerase bacteriana IV e a 

DNA-girase ou topoisomerase II. A DNA-girase alivia a tensão produzida quando o DNA se desenrola durante 

a replicação e transcrição, assim, ao ser inibida, provoca a morte da bactéria, por isso esta enzima é o 

principal  alvo  utilizado  quando  o  agente  é  uma  bactéria  gram-negativa.  Ela  é  constituída  por  duas  

subunidades A e duas subunidades B que são codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respetivamente. As 

subunidades A constituem o local de ação das quinolonas. Relativamente à inibição da topoisomerase IV 

verifica-se que interfere na separação do DNA recém-replicado durante a divisão celular, sendo a inibição 

desta enzima mais significativa nas bactérias gram-positivas. As rifampicinas impedem a síntese de RNA ao 

inibirem a RNA polimerase, ou seja, inibem a transcrição do RNA (3, 16, 36, 56, 75, 126). 
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1.3 Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana       

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) pretendem estimar o sucesso ou o fracasso de um 

tratamento antimicrobiano perante uma infeção e assim classificar o microrganismo em tratável ou não 

tratável de acordo com a concentração do antibiótico utilizado. Para além desta importante função, existem 

outras mais amplas no âmbito da saúde pública como, determinar a epidemiologia local e os níveis de 

resistência dos microrganismos que circulam, aspetos fundamentais para a definição de uma terapia empírica 

e consequente diminuição da disseminação de organismos com mecanismos de resistência. Os dados obtidos 

com os TSAs são ainda importantes para determinar as taxas de desenvolvimento de resistência e identificar 

práticas que aumentem ou diminuam o seu aparecimento (73, 74).  

Os TSAs podem ser realizados através de métodos fenotípicos e / ou genotípicos. Os métodos 

fenotípicos podem prever sensibilidade e resistência, enquanto, os métodos genotípicos preveem somente 

resistência. Nos métodos fenotípicos, a resistência e a sensibilidade são quantificáveis (73). Nestes testes, é 

verificado a sensibilidade do microrganismo na presença do antibiótico e a mínima concentração do 

antimicrobiano que deve ser usada para inibir o crescimento do microrganismo a qual recebe o nome de 

Concentração Inibitória Mínima (MIC). De acordo com os breakpoints do MIC, a bactéria pode ser classificada 

em sensível (S), indeterminada ou intermediária (I) ou resistente (R). Assim, um organismo cujo crescimento 

é inibido com uma concentração muito baixa é classificado como mais sensível que um outro que o é a uma 

concentração mais elevada. 

Os breakpoints do MIC podem ser determinados diretamente, caso dos testes de sensibilidade, usando 

meio líquido ou ágar, ou podem ser determinados indiretamente quando convertidos em diâmetros da zona 

de inibição nas técnicas de difusão de disco (73, 74). 

Durante a última década, foram observados fenômenos biológicos de resistência aos antimicrobianos 

e os pontos de interrupção projetados para orientar a terapêutica não refletem esses eventos. Eles não 

conseguem distinguir entre microrganismo com ou sem mecanismos de resistência nem permitem a sua 

deteção precoce e/ou reprodutível. Assim foi muito importante a evolução dos breakpoints do MIC com a 

harmonização entre métodos de determinação em diferentes países ou dentro de um mesmo país para 

permitir comparações fidedignas das taxas de resistência, monitorização do aparecimento de resistência em 

sistemas de vigilância internacionais e avaliação dos resultados das estratégias de intervenção. Sem a 

padronização destes breakpoints, da terminologia utilizada e das metodologias para a sua definição torna 

mais difícil a comparação dos resultados da vigilância antimicrobiana e o diálogo entre médicos, a indústria 

farmacêutica e as autoridades reguladoras (73, 74). 
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As determinações dos breakpoints requerem o conhecimento de um conjunto de dados, tais como, 

dosagem, as distribuições dos MIC de organismos sem mecanismos de resistência, a farmacocinética e a, 

farmacodinâmica do antimicrobiano e os resultados clínicos em situações clínicas específicas. Este processo 

nunca foi, e provavelmente nunca será, exato ou estritamente científico; isto é, conterá sempre alguns 

elementos relacionados com a filosofia local havendo um compromisso entre todos os fatores (73, 74). 

Em 1997, para padronizar os breakpoints do MIC na Europa, a Sociedade Europeia de Microbiologia 

Clínica e Doenças Infeciosas (ESCMID) criou o Comité Europeu de Avaliação de Suscetibilidade 

Antimicrobiana (EUCAST). No início, a harmonização foi apenas ilusória. Só a partir de 2002, o ESCMID 

reorganizou o EUCAST que estabeleceu breakpoints separados, um clínico para orientar a terapêutica e outro 

como valor de corte epidemiológico para detetar e monitorar mecanismos de resistência. Para isso, foi 

definida a estirpe selvagem ou wild-type (WT), estas estirpes não apresentam mecanismos de resistências 

fenotipicamente detetáveis.  Atualmente, o termo “breakpoint microbiológico” refere-se ao ponto de 

interrupção clínico e é usado para definição de S, I e R. O valor de limite epidemiológico ou epidemiological 

cut-off value (ECOFF) refere aos microrganismos com mecanismos de resistência adquirida que são 

identificados quando há sensibilidade reduzida em comparação com o MIC mais elevado do WT (22, 73, 74). 

Isto é, separa as estirpes selvagens (microrganismos sem mecanismos de resistência) das não selvagem 

(microrganismos com mecanismos de resistência adquiridos) em relação ao agente testado (22, 51). 

Em 2019, o EUCAST decidiu redefinir as definições das categorias dos testes de suscetibilidade, 

mantendo as abreviaturas de S, I e R. A necessidade de proceder a estas alterações vem na sequência da 

conscientização de que a definição de I gerava algumas dúvidas na classificação dos isolados. A mudanças 

nas categorias S e R foram mínimas, maioritariamente situaram-se na relação entre a suscetibilidade e o nível 

de exposição. Mas no que se refere à categoria I, as mudanças foram acentuadas e têm impacto clínico, 

técnico e na vigilância das resistências. E ainda, a alteração de alguns breakpoints (51).  

Conjuntamente com estas alterações foi igualmente clarificado que o breakpoint está relacionado com 

o nível de exposição a que o microrganismo é sujeito. Sendo que, a exposição depende de vários fatores, tais 

como, as vias de administração (oral, intravenoso, etc), a dose, o intervalo de dosagem, o tempo de infusão, 

o metabolismo e a excreção do agente antimicrobiano (51). 

Assim as novas definições classificam um microrganismo como S (suscetível) quando, num regime de 

dosagem padrão, é provável um sucesso terapêutico. Classificam como I (suscetível com exposição 

aumentada) quando há uma alta probabilidade de sucesso terapêutico porque a exposição ao antimicrobiano 

foi aumentada, devido ao ajuste do regime de dosagem ou pelo aumento da concentração no local da 

infeção. Quanto ao conceito de resistente aplica-se quando há uma alta probabilidade de falha da terapêutica 

mesmo que se aumente a exposição. Em resumo, a diferença entre S e I é a quantidade de antimicrobiano 
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no local da infeção para obter a resposta clínica adequada. Deixa de haver a terminologia de estripe com 

sensibilidade intermédia, para passar a existir estirpes suscetíveis com exposição aumentada (51).  

 

1.3.1 Testes de suscetibilidade antimicrobiana de L. pneumophila 

A suscetibilidade da Legionella aos antibióticos é difícil de interpretar o que complica a realização 

rotineira destes testes pelo laboratório.  

Os valores de breakpoint para definir resistência epidemiológica para a bactéria são limitados devido, 

por um lado, à falta de padronização dos TSA e à natureza fastidiosa da Legionella, por outro, devido ao seu 

caráter intracelular (50, 125). 

O MIC obtido deve ser interpretado tendo em conta os níveis intracelulares já estabelecidos para cada 

antimicrobiano, portanto, os resultados in vitro e a evolução clínica são incertos (50). Por exemplo, apesar 

de boa atividade in vitro contra a Legionella, alguns antibióticos (como β-lactâmicos e aminoglicosídeos) 

apresentam fraca penetração intracelular tendo por isso uma resposta ineficaz na terapia (126). 

Para realizar os testes de suscetibilidade antimicrobiana para Legionella são utilizados três métodos 

diferentes: teste de suscetibilidade extracelular (teste de diluição padrão em ágar ou em meio líquido), 

modelos intracelulares in vitro e modelos de infeção animal (29).  

Os modelos intracelulares in vitro têm em consideração as concentrações intracelulares e as atividades 

dos antibióticos. Nestes testes têm sido usados macrófagos alveolares, monócitos humanos, neutrófilos, e 

modelos de cultura de tecidos usando linhas celulares tais como HeLa ou HL-60 (29). Para realizar os testes 

as células são contaminadas com Legionella e posteriormente adiciona-se ao meio de cultura um 

antimicrobiano. A capacidade do antimicrobiano para inibir o crescimento intracelular da bactéria é aferida 

através da quantificação da concentração de bactéria ao longo do tempo. O tempo que a bactéria necessita 

para voltar a multiplicar-se intracelularmente, após a eliminação do antimicrobiano do meio de cultura, é 

usado para definir a sua atividade intracelular.  

Nos modelos de infeção animal, é avaliado o efeito da aplicação de um antimicrobiano a cobaias de 

laboratório infetadas com Legionella.  

Em geral os métodos de infeção animal apresentam boa correlação com a suscetibilidade que se tem 

verificado nos casos de doença humana, porém, são tecnicamente complicados e caros. Além disso, a 

farmacocinética varia entre animais e pessoas, e não é possível testar ao mesmo tempo diferentes estirpes 

ou fármacos (29).  

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana extracelulares são realizados em meios convencionais e 

permitem a análise de diferentes estirpes e antimicrobianos ao mesmo tempo. Para o modelo extracelular 

podemos usar os meios líquidos aos quais são adicionadas várias diluições do fármaco. Estas são distribuídas 



     

Capítulo 1 - Introdução  

  

Ibéria Ramalho Dias Araújo 24 

 

em poços de uma placa aos quais se adiciona uma cultura pura da bactéria, posteriormente quantifica-se o 

crescimento bacteriano. No caso de o antimicrobiano ser efetivo, não haverá crescimento bacteriano. Estes 

testes são mais baratos e de fácil execução. Para a realização do teste no meio sólido, inoculamos 

uniformemente a superfície do ágar com uma suspensão padronizada de cultura pura. No caso dos E-test 

aplicamos uma tira fina impregnada com um gradiente predefinido de antibiótico. Como esta tira apresenta 

uma escala exponencial de concentração do antimicrobiano, a bactéria irá crescer gerando uma zona de 

inibição em forma de uma elipse ao redor da tira. O MIC poderá ser lido no ponto de interceção da elipse 

com a tira. Esta técnica de relativa fácil execução, tem como desvantagem o custo considerável das tiras. 

Existe também o método de difusão em disco o qual contém uma concentração padronizada do antibiótico. 

Este disco é aplicado, como a tira, no meio sólido previamente inoculado com a cultura pura. A sensibilidade 

da bactéria é classificada de acordo com o diâmetro de inibição ao redor deste disco (29, 50). 

No caso da Legionella existem diferentes meios sólidos para se realizar os TSAs, e com rendimentos 

diferentes (60). Os meios podem divergir em vários aspetos, por exemplo, quanto ao uso do carvão vegetal, 

que tem sido debatido há muito tempo, pois com sua adição, tem-se demonstrado uma elevação nos valores 

de MIC ( 14, 34, 66, 82, 83, 120). O carvão vegetal é necessário para viabilizar o crescimento da bactéria 

conforme mencionado anteriormente. No entanto, este composto pode provocar a absorção dos antibióticos 

alterando assim a sua atividade. Por esta razão, o MIC de alguns antimicrobianos é alterado neste meio (82, 

120, 126). O meio de crescimento que se tem revelado mais adequado ao desenvolvimento da Legionella in 

vitro é o BCYE-α. Que, como já foi referido anteriormente, é constituído por extrato de levedura, carvão 

vegetal, ferro, L-cisteína, α-cetoglutarato. O pH do meio deve ser ajustado para pH 6,9, pois é o mais 

adequado ao crescimento da bactéria, pelo que se adiciona ácido N-2-acetamino-2-aminoetanossulfônico 

(ACES). A Legionella não cresce sem cisteína, pois este aminoácido é usado como fonte de energia, carbono 

e nitrogênio (37, 92). Outro nutriente essencial consiste no ferro que é necessário para a virulência e a 

replicação bacteriana, tal como foi demonstrado num estudo onde macrófagos e monócitos foram tratados 

com quelantes de ferros e depois infetados com Legionella, não suportaram sua replicação intracelular (2, 

92). Outro é o α-cetoglutarato, composto importante para o metabolismo normal da bactéria (92). 

Como a Legionella foi identificada há apenas cerca de 40 anos e poucos estudos foram realizados neste 

campo. O interesse maior surgiu nos últimos anos devido a relatos de falhas terapêuticas em pacientes com 

DL que, mesmo sendo tratados com os antibióticos adequados não apresentavam melhoras clínicas. 

Entretanto já foram identificadas algumas estirpes com mecanismos de resistência (14, 34, 35, 72, 80, 90, 

106, 112, 114, 116, 120, 124, 129).  
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1.3.1.1 Determinações EUCAST para os TSA de L. pneumophila 

O Comité Europeu de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST) é um comité permanente 

organizado pela Sociedade Europeia de Microbiologia Clínica e Doenças Infeciosas (ESCMID), Centro Europeu 

de Prevenção e Controlo de Doenças (ECDC) e pelos comités nacionais europeus (74). O EUCAST harmonizou 

os valores de breakpoint na Europa.  

Em dezembro de 2017, o EUCAST publicou a diretriz para a realização de testes de suscetibilidade 

antimicrobiana de L. pneumophila (50). Pelo fato de haver incerteza na correlação entre o MIC e o resultado 

clínico para esta bactéria, foi preconizado utilizar este teste só para detetar mecanismos de resistência. 

Podemos demonstrar a presença de mecanismos de resistência quando obtivermos MIC acima dos 

ECOFFs. Como ainda não havia dados suficientes para determinar os ECOFFs, o EUCAST disponibilizou uma 

tabela com distribuição de MIC indicando os pontos de interrupção para estirpes selvagens de L. pneumophila 

de diferentes serogrupos. Na determinação deveria ser utilizado o método recomendado no documento 

(Figura 4). 

O documento apresenta um protocolo fácil, reproduzível e prontamente disponível para laboratórios 

de rotina.  O meio indicado consiste em ágar de extrato de levedura de carvão tamponado suplementado 

com α-cetoglutarato (BCYE-α). O MIC é obtido utilizando os E-test devendo a leitura dos resultados ser 

realizada como anteriormente descrito, isto é, no ponto de interseção da elipse com a tira de gradiente. Para 

analisar a suscetibilidade do isolado compara-se o MIC visualizado com as distribuições de MIC apresentadas 

na figura 4. Assim, se o MIC estiver abaixo ou igual à MIC mais alto provisória para a população do WT, o 

isolado é suscetível. Se o isolado apresentar um MIC acima do MIC mais alto para organismos do WT, o 

isolado não é suscetível.  

  



     

Capítulo 1 - Introdução  

  

Ibéria Ramalho Dias Araújo 26 

 

 

Figura 4 – Distribuições de MIC para L. pneumophila segundo o protocolo dos Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana 

para L. pneumophila publicado pelo EUCAST em 2017 (50). 

 

 

                    1: [1] incluí apenas o serogrupo 1; [2] incluí os serogrupos 1, 6, 8 e 10.  

                              MIC do WT 

 

 O EUCAST não determinou os MICs nem os intervalos alvo de controle de qualidade. Entretanto, os MIC de 

Legionella pneumophila NCTC 12821 e ATCC 33152 devem estar dentro do WT e devem ser utilizados para 

assegurar que as condições de crescimento sejam apropriadas. Já para o controle de qualidade das tiras de 

gradiente, deve ser seguida as orientações do fabricante para controle de testes em microrganismos não 

exigentes (50). 

 

1.3.1.2 Mecanismos de Resistência das Bactérias  

Um microrganismo apresenta resistência antimicrobiana quando o seu crescimento não é inibido pela 

maior concentração do antibiótico tolerada pelo hospedeiro (126). Mecanismos de resistência adquirido pela 

L.  pneumophila são raros (50, 90), porém nos últimos anos têm sido relatados alguns casos (14, 34, 35, 72, 

80, 90, 106, 112, 114, 116, 120, 124, 129).  

Na fase inicial da descoberta da doença dos legionários, o tratamento realizado com o uso de 

eritromicina isolada ou em associação com a rifampicina, mas devido a relatos de falhas terapêuticas, no final 



     

Capítulo 1 - Introdução  

  

Ibéria Ramalho Dias Araújo 27 

 

dos anos 80, começou-se a recorrer a outros antibióticos (88, 100). No início da década de 90, o tratamento 

de escolha passou a ser os macrolídeos e as e as fluorquinolonas mais recentes (62, 100). Em 2014, já se tinha 

demonstrado no Canadá a diminuição da sensibilidade à azitromicina, verificando-se que alguns isolados de 

L. pneumophila serogrupo 1 apresentaram MICs acima das estirpes WT (80, 90). Até o momento, foram 

relatados casos de resistência à ciprofloxacina devido a uma mutação pontual no gene gyrA (14, 50, 90, 112) 

e resistência aos macrolídeos que parece ser devido à bomba de efluxo LpeAB (72, 90, 124, 129) ou como 

mutações em genes que codificam a cadeia 23S RNAr e as proteínas ribossomais L4 e L22 (35, 72).  

Em 2014, Bruin e colaboradores relataram o aparecimento de uma resistência. durante a terapia de 

um paciente com pneumonia grave internado num hospital holandês a ser tratado com ciprofloxacina. A 

Legionella do paciente foi investigada pelas autoridades nacionais de vigilância, foram realizados testes de 

suscetibilidade para ciprofloxacina com E-test, constatou-se um MIC fora do valor da gama de amplitude do 

tipo selvagem, caracterizando uma potencial resistência. É descrito na literatura a existência de mutações na 

Região de Determinação de Resistência à Quinolonas (QRDR) da topoisomerase tipo II (DNA-girase). Assim, 

foram pesquisados padrões de resistência na bactéria e foi identificada uma mutação pontual no QRDR do 

gene gyrA. Essa mutação consistia na troca do aminoácido da posição 83 (sistema de numeração de 

Escherichia coli) sendo esta troca responsável pela alteração da suscetibilidade à ciprofloxacina. Apesar da 

Legionella geralmente provocar uma pneumonia grave, neste caso, a doença foi agravada pela MIC elevada 

de ciprofloxacina do isolado. Segundo os autores este é o primeiro relato de uma L. pneumophila resistente 

a ciprofloxacina (14, 87). 

Em 2015, foi realizado um estudo de coorte envolvendo 82 pacientes não relacionados com DL que 

tinham sido internados num hospital universitário na França entre 2006 e 2011. Foram recolhidas 139 

amostras do trato respiratório inferior para diagnóstico. Todos os pacientes apresentaram teste de antigénio 

urinário para L. pneumophila positivo, em 15 pacientes foi obtido crescimento da L. pneumophila a partir da 

primeira amostra respiratória colhida, em 61 pacientes foi detetado o DNA da Legionella por PCR e 19 

pacientes não possuíram teste positivo tanto por cultura como por PCR. Usando a combinação de pesquisas 

moleculares e genómicas, as amostras do trato respiratório inferior foram analisadas para a presença de 

mutações na gyrA QRDR durante o internamento dos pacientes. Foi detetado um aumento rápido de alelos 

mutantes gyrA83 nas amostras de dois pacientes a fazer terapia com fluoroquinolona, um deles apresentou 

94% de aumento de alelos mutantes no quarto dia de internamento e outro paciente mostrou 75% e 85% 

desse aumento no terceiro dia e quinto dia, respetivamente. Para este paciente, já havia sido colhida uma 

amostra no primeiro dia do internamento com o isolamento de uma estirpe de L. pneumophila sg1 sensível 

à fluorquinolonas. Este estudo demonstrou que nos doentes em análise havia uma população sensível à 

fluorquinolonas que foi reduzindo in vivo aumentando a população de mutantes gyrA83 resistentes à 
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fluoroquinolonas. Estes dois doentes sofreram uma pneumonia grave e prolongada com recuperação após 

tratamento combinado de uma fluoroquinolona e um macrolídeo (112). 

Em 2017, Descours et al. realizou um estudo no qual demonstrou que mutações em genes que 

codificam o 23S rRNA e proteínas ribossomais L4 e L22 conferiam diminuição da sensibilidade aos 

macrolídeos devido a uma mudança conformacional no ribossoma que dificulta a ligação destes fármacos 

(35).  Relatos na literatura têm referido também o surgimento de maior tolerância aos macrolídeos devido à 

bomba de efluxo LpeAB (72, 129). A bomba de efluxo é um mecanismo de resistência no qual a droga é 

bombeada para fora da célula (36). Em 2017, Vandewalle-Capo e colaboradores correlacionaram a 

sensibilidade reduzida à azitromicina de amostras clínicas com a presença de genes LpeAB (124). Em 2019, 

Natås et al. analisou 122 isolados de L. pneumophila recolhidas entre 2001 e 2017 na Noruega, sendo 55 

amostras de pacientes com DL e 67 amostras obtidas do ambiente. A resistência à azitromicina foi encontrada 

em 17,2% das estirpes e o genótipo ST1 mostrou que continha o componente da bomba de efluxo LpeAB 

(90). Em agosto do mesmo ano, a equipa de Jia publicou um estudo com 149 isolados de L. pneumophila sg1, 

recuperadas de amostras respiratória e de água do ambiente colhidas na China, entre 2005 e 2012. Destes 

25 isolados apresentaram sensibilidade reduzida para azitromicina sendo identificada a expressão do gene 

da bomba de efluxo LpeAB como responsável pela resistência (72).  

 

1.4 Objetivo deste estudo  

Na Europa, a taxa de notificação de DL passou de 1,79 por 100 000 habitantes, em 2017 para 2,19 em 

2018. Neste mesmo ano, foram reportados 11.343 casos e uma taxa de letalidade de 8%. Neste período, em 

Portugal foram reportados 211 casos e 16 óbitos (48). Esta doença geralmente causa surtos e devido ao 

impacto potencialmente grande sobre os recursos humanos, económicos, saúde, turismo, produtividade, 

comércio e indústria tornam a deteção e a investigação precoces destes surtos essenciais (49). A doença é 

uma importante causa de morbidade e mortalidade e como os indícios apontam para um aumento gradual 

dos casos a DL, representa um problema em saúde pública (46).  

 A DL desenvolve uma pneumonia potencialmente grave que necessita de diagnóstico e terapêutica 

adequados o mais rápido possível em prol do prognóstico e da sobrevivência do paciente. Nos últimos anos, 

foram descritos relatos de falhas no tratamento de DL mesmo com o emprego da terapia adequada. 

Investigando estes casos, descobriram-se mecanismos de resistência aos antibióticos prescritos para tratar a 

infeção. Devido a esta diminuição da sensibilidade aos medicamentos de referência, há uma necessidade de 

investigar o desenvolvimento dessa resistência, prevenir novas falhas de tratamento ao direcionar 

antimicrobianos mais eficazes de acordo com a evolução apresentada por estas bactérias. Como a DL pode 

estar associada a alta taxa de letalidade é necessário vencer o desafio terapêutico.  
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O presente trabalho pretende conhecer o padrão de suscetibilidade das estirpes clínicas que foram 

identificadas em Portugal durante o período de 1987 a 2016 e monitorizar o desenvolvimento de resistências 

em isolados clínicos e ambientais recuperados num hospital da área de Lisboa com vários casos de infeção 

nosocomial, no período de 1987 a 2006.  

A finalidade de conhecer a epidemiologia local de resistência antimicrobiana é relevante para a 

implementação de medidas de controle eficazes que combatam a propagação de microrganismos 

resistentes. Para mensurar a progressão do surgimento dessas resistências através da comparação com 

outros estudos e para prever mudanças em estirpes clínicas direcionando melhor o tratamento, evitando 

falhas terapêuticas.  
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2 Capítulo 2 – Materiais e Métodos  

Neste trabalho, foi analisada a suscetibilidade de 42 isolados de L. pneumophila a três antimicrobianos 

(azitromicina, ciprofloxacina e levofloxacina). 

Durante todo o trabalho as manipulações que envolveram a utilização de bactérias seguiram as regras 

de boas práticas laboratoriais, tendo sido realizadas na câmara de segurança biológica (Nuaire, ClassII). 

2.1 Amostras em estudo 

2.1.1 Proveniência das estirpes em estudo  

As estirpes em estudo são provenientes da coleção do laboratório de microbiologia da Faculdade de 

Ciências Médica, constituída por 178 isolados recuperados em Portugal entre 1987 e 2016 (Anexo I). Os 

isolados clínicos foram enviados por hospitais portugueses das cinco NUTS (Unidades Territoriais para Fins 

Estatísticos) de Portugal continental, os isolados ambientais foram recuperados da água do sistema de 

distribuição de um hospital da área de Lisboa com vários surtos ao longo de 29 anos (figura 5). 

 

                                                                
Figura 5 – Distribuição da coleção de estirpes de L. pneumophila com os perfis alélicos (ST) notificados de 1987 a 2016 

por região em Portugal. 
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2.1.2 Seleção dos isolados para o estudo  

De acordo com a classificação pela técnica SBT, existiram 39 perfis alélicos (ST) de L. pneumophila em 

Portugal no período entre 1987 e 2016. Destes perfis, 15 são exclusivamente portugueses.  

Para o presente estudo, foi selecionado um isolado de cada perfil alélico representado na coleção, 

estão assim abrangidos todos os perfis alélicos provenientes das notificações de DL em Portugal durante 29 

anos. Foram selecionadas 15 isolados clínico cujo perfil é específico de Portugal (Anexo I) e 24 cujos perfis se 

encontram espalhados pelo mundo (Anexo I).  

Adicionalmente foram analisados mais três isolados da estirpe ST100 que deu origem a vários casos 

de infeção nosocomial de DL num hospital da área de Lisboa. Um representativo dos primeiros casos de DL, 

isolado recuperado em 1988 e o outro isolado entre os casos do último surto que ocorreu em 2006. Os 

isolados ambientais analisados foram recuperados do sistema de distribuição de água do hospital um em 

1989 e o outro em 2006. 

2.2 Meio de conservação dos isolados 

Os isolados estavam preservados a -80 ˚C no meio tioglicolato com 15% de glicerol, meio preparado 

no laboratório de acordo com o seguinte protocolo: 

Material:  

Copo 
Proveta 
Erlenmayer 
Rolha de algodão 

Reagentes:  

Thioglycollate (Merck)  
Glicerol (Merck) 
Água destilada  

 

• Pesar 2,84 gr de thioglycollate  

• Dissolver em 85 mL de água destilada  

• Juntar glicerol, de forma a obter uma concentração de 15%  

• Autoclavar a 120 ºC durante 20 minutos 

• Distribuir o meio em criotubos estéreis (1 mL).  

• Efetuar a operação na câmara de segurança biológica. 

• Guardar os criotubos entre 2 a 8 ºC 
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2.3 Meio de cultura 

Como referido anteriormente o meio BCYE-α é o mais indicado para a cultura de Legionella. Este meio 

é utilizado porque tem os nutrientes adequados ao crescimento da Legionella e porque devido ao caráter 

fastidioso da bactéria existe a necessidade de adsorção pelo carvão dos produtos como o peróxido de 

hidrogênio e dos radicais superóxidos produzidos pela bactéria durante o seu crescimento e que se vão 

acumulando originando um ambiente nocivo.  

Meio BCYE-α 

Este meio foi preparado no laboratório a partir de Legionella CYE agar base (Anexo III), e o suplemento 

Legionella BCYE growth (Anexo III), seguindo o protocolo: 

Material:  
Proveta de 100 mL 
Copo de 100 mL 
Erlenmeyer de 500 mL 

Reagentes:  
Água destilada          
Legionella CYE agar base (Oxoid) 
Legionella BCYE growth supllement (Oxoid) 

 

• Pesar 2.77gr de Legionella CYE agar base  

• Adicionar 100 mL de água destilada. 

• Ferver na placa elétrica. Ir agitando. 

• Autoclavar (Heraeus – Kendro) a 120⁰C durante 20 minutos. 

• Deixar arrefecer até atingir a temperatura de 50⁰/60⁰C  

• Adicionar um frasco de Legionella BCYE growth supplement e misturar. 

• Distribuir 20 mL em cada placa de Petri (90 mm de diâmetro). Efetuar a operação em câmara de 

fluxo laminar Classe II (Nuaire) ou junto de um bico de Bunsen. 

• Efetuar o teste de esterilidade, colocar uma placa na estufa a 37 ⁰C (Memmert) durante 48 horas. 

Observar a presença de crescimento. 

• Conservar as restantes placas entre 2 a 8 ⁰C. 

 

Meio BYE  

Para além do meio BCYE-α foi utilizado no presente trabalho o meio Bufferes Yeast Extract agar base 

(BYE) porque na literatura foram identificadas referencias à interferência do carvão vegetal nos MICs 

observados no meio BCYE-α (82, 120, 129), assim, foram realizados antibiogramas em meio BYE, utilizando  

estirpes de referência para a verificação desta interferência. Foi ainda verificado se todos os isolados em 

estudo têm capacidade de crescer em meio sem carvão.  
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O meio BYE é constituído por agar de extrato de levedura tamponado diferendo do BCYE apenas por 

não apresentar carvão vegetal. A este meio foi adicionado o suplemento para Legionella (Anexo III). O meio 

foi preparado no laboratório de acordo com o seguinte protocolo:  

Material:  
Proveta de 500 mL 
Copo de 100 mL 
Erlenmeyer de 500 mL 

Reagentes:  
Água destilada  
Yeast extract   
Agar  
Legionella BCYE growth suplement  

 

• Pesar 2gr Yeast extract. 

• Pesar 3gr Agar. 

• Adicionar 200 mL de água destilada. 

• Ferver na placa elétrica. Ir agitando. 

• Autoclavar (Heraeus – Kendro) a 120⁰C durante 20 minutos. 

• Deixar arrefecer até atingir a temperatura de 50⁰/60⁰C  

• Adicionar dois frascos de Legionella BCYE growth supplement e misturar. 

• Distribuir 20 mL em cada placa de Petri (90 mm de diâmetro). Efetuar a operação em câmara de 

fluxo laminar Classe II (Nuaire) ou junto de um bico de Bunsen. 

• Efetuar o teste de esterilidade, colocar uma placa na estufa a 37⁰C (Memmert) durante 48 horas. 

Observar a presença de crescimento. 

• Conservar as restantes placas entre 2 a 8⁰C. 

 

2.4 Testes de suscetibilidade antimicrobiana 

Na realização dos testes de suscetibilidade foi utilizado o protocolo preconizado pelo EUCAST 2017. 

Todos os testes foram realizados a partir de culturas com 48h de incubação a 37  Cͦ. 

Para a realização dos testes de suscetibilidade, foi seguido o protocolo do EUCAST 2017 para a 

Legionella pneumophila com as seguintes otimizações: 

1. Fazer uma subcultura do isolado em meio BCYE-α e incubar durante 48 horas a 37 °C. 

2. Suspender as colónias em água estéril para a densidade de um padrão 0.5 McFarland. 

3. Mergulhar por 15 seg uma zaragatoa estéril.  

4. Inocular as placas BCYE-α, com a zaragatoa, espalhando o inóculo uniformemente por toda a superfície 

em dois sentidos perpendiculares. Deixar secar completamente (aproximadamente 15 min). 
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5. Aplicar uma tira com gradiente de antimicrobiano (método E-test), colocar uma tira por placa, meio 

preparado nas 48h anteriores. 

6. Incubar durante 48 horas a 37 °C. Se o crescimento não for adequado, incubar as placas durante 24 horas 

adicionais. 

7.  Ler os MICs no ponto de interseção da elipse com a tira de gradiente, utilizar lupa estereoscópica. 

8. Interpretações dos resultados: comparar o MIC obtido com as distribuições de MIC na tabela do EUCAST 

2017. A suscetibilidade provável do isolado pode ser relatada com base no fato de a MIC estar abaixo ou igual 

a MIC mais alto provisória para a estirpe selvagem. 

9. Confirmar os resultados que se situarem acima do MIC para estirpe selvagem. 

    

Para a execução dos testes de suscetibilidade de L. pneumophila foi necessário realizar a suspensão 

das colónias em água esterilizada com a densidade de 0.5 da escala McFarland. A escala McFarland (Anexo 

IV) refere-se a uma série de diferentes suspensões de opacidades conhecidas que permitem a padronização 

das suspensões microbianas.  

Nesta escala, um padrão de 0.5 McFarland consiste numa suspensão de concentração bacteriana igual 

1,5 x 10⁸ UFC/ml. Como a concentração bacteriana varia de acordo com o tamanho dos microrganismos, foi 

necessário a realização da análise morfológica de todas as em estudo, dado que a Legionella apresenta 

pleomorfismo que varia de acordo com alterações de temperatura, presença/ausência de nutrientes e o meio 

em que vive (29, 37, 70, 85).   

O estudo morfológico das estirpes foi realizado utilizando a coloração de Gram, segundo protocolo 

discriminado abaixo.  

Todas as estirpes de Legionella testadas neste trabalho foram previamente inoculadas em BCYE-α e 

incubadas por 72 h a 37 ˚C em meio BCYE-α. 

Com as morfologias das estirpes de Legionella definidas, foi necessário padronizar a concentração a 

utilizar no método E-test. Assim, foi executada a análise da densidade ótica (DO) num espectrofotômetro e 

de seguida quantificada a suspensão bacteriana pelo Método de Miles e Misra. 

Nos testes de suscetibilidade foram testados três antimicrobianos: azitromicida [0.016 a 256 μg/mL], 

ciprofloxacina [0.002 a 32 μg/mL] e levofloxacina (0.002 a 32 μg/mL].  As tiras de E-test (BioMérieux, França) 

foram colocadas de acordo com as recomendações do fabricante.  

Na leitura foi considerado o MIC mais elevado quando o halo não era simétrico à volta da tira. Todas 

leituras foram realizadas por dois elementos do laboratório de forma independente para não haver 
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interferência nas leituras. Sempre que existiram divergências nos valores, a leitura foi realizada por um 

terceiro elemento.  

2.5 Protocolo da Coloração de Gram 

1. Preparar o esfregaço a partir de uma cultura com 48h de incubação. Deixar secar ao ar; 

2. Fixar à chama passando o lado oposto ao esfregaço 3 vezes na chama do bico de Bunsen; 

3. Cobrir o esfregaço com cristal violeta, deixar atuar durante 60 segundos; 

4. Lavar com água corrente; 

5. Cobrir o esfregaço com lugol, deixar por 60 segundos; 

6. Lavar com água corrente; 

7. Inclinar a lâmina e gotejar com álcool a 95% por cerca de 15 segundos; 

8. Lavar com água corrente; 

9. Cobrir o esfregaço com safranina, deixar atuar 30 segundos; 

10. Lavar com água corrente; 

11. Secar a lâmina ao ar;  

12. Pingar uma gota de óleo de imersão sobre o esfregaço e observar ao microscópio com objetiva de imersão 

(100x). 

2.6 Protocolo de preparação das suspensões bacterianas 

Para obter suspensões de Legionella em água estéril numa concentração de 1,5 x 10⁸ UFC/ml, foi 

necessário a padronização de suas opacidades. Para isso, foi executada a análise da DO a 595 nm no 

espectrofotômetro WPA UV 1101 (Biotech photometer) de suspensões realizadas a partir de culturas em 

BCYE-α incubadas durante 48h a 37   Cͦ.  

Foram quantificadas suspensões com várias DO, de forma a obter uma com a concentração de 

bactérias desejada, como explicado no esquema figura 6. 
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L. pneumophila congelada                       Incubação por 48 h a 37 ˚C                                        Coloração em Gram para  

                                                                                    em BCYE-α                                                            analisar morfologia 

 

 

 

                                                                                     

                                                            
                                                                              

                                                       . . .  

    Espectrofotómetro                 DO = 1          DO = 0.75       DO = 0.5 

 

Figura 6 – Esquema de trabalho da preparação das suspensões bacterianas. 

 

2.7 Quantificação das suspensões pelo Método de Miles e Misra  

A quantificação das bactérias presentes nas suspensões foi realizada através da técnica de Miles e 

Misra. Nesta técnica determina-se a concentração das suspensões com recurso ao plaqueamento das gotas 

de 30 μL. Para cada DO foram efetuadas diluições seriadas de 10 em água estéril (figura 7), cada diluição foi 

plaqueada em triplicado, ou seja, para cada diluição foram plaqueadas 3 gotas de 30 μL em BCYE-α. A 

contagem das UFC foi realizada após 48 h de incubação a 37 ˚C com recurso à lupa estereoscópica (figura 8). 

As concentrações (UFC/ml) das suspensões foram obtidas após a leitura do número de colónias em cada 

diluição. Para os cálculos foi utilizado o valor em que a contagem se situou entre 3 e 30 UFC/gota (média 

aritmética das três gotas) através da seguinte fórmula:  

 

UFC/mL = UFC/gota x 10ᶟ   X        1       

                             30                    diluição 

 

 

 

Incubação por 48 h a 37 ˚C em BCYE-α 

Para cada tipo morfológico foram realizados os 
passos seguintes 

 

Preparação de diferentes DOs para quantificar as 
UFC/mL.  
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Figura 7 – Esquema de trabalho da quantificação das suspensões pelo Método de Miles e Misra.  

Protocolo: 

• Dentro da câmara de segurança biológica, preparar as diluições das suspensões com a DO 

previamente ajustada. A partir da solução pura, foi retirar 20 μL e adicionar a um eppendorf 

contendo 180 μL de água estéril e assim sucessivamente.  

• Cada placa de ágar BCYE-α foi utilizada para quantificar a concentração de bactérias de uma 

determinada DO. Cada quadrante da placa era usado para analisar uma diluição ao dispensar 30 µL 

de cada uma, em triplicado.  

• Deixar as gotas secar com a tampa da placa semifechada. 

• Incubar por 48 h a 37 ˚C. 

• Calcular as UFCs utilizando a diluição cuja contagem se situou no intervalo entre 3 e 30 UFCs/gota. 

 

 

 

  

Figura 8 – Método Miles e Misra para quantificação de bactérias usado para L. pneumophila em BCYE-α com incubação 

de 48h a 37  ͦC nas seguintes diluições: A) Puro B) 10  ̄² C) 10  ̄⁴ D) 10  ̄⁵, fotos recolhidas durante o presente trabalho. 

 

A B 

C 
D 
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2.8 Protocolo para os testes de suscetibilidade                                       

O protocolo para testes de suscetibilidade antimicrobiana de Legionella pneumophila do EUCAST 2017 

foi adaptado para as condições do laboratório e de acordo com as necessidades do estudo, porém todas as 

recomendações foram seguidas. Assim, depois de realizadas todas análises anteriores, foi elaborado para 

este estudo um protocolo específico: 

1. Descongelar as os isolados e plaquear em meio BCYE, incubar por 48 h a 37 ˚C  

2. Observar a cultura à lupa estereoscópica para confirmar se é uma cultura pura.  Fazer um esfregaço de 

uma colónia, corar pelo método de Gram. Observar a morfologia dos bacilos ao microscópio ótico. 

3. Fazer nova subcultura em meio BCYE e incubar 48 h a 37˚C 

4. Fazer as suspensões de acordo com a morfologia dos bacilos: 

 

• se bacilos filamentosos, fazer uma suspensão com DO=0.1  

• Se bacilos curtos, fazer uma suspensão com DO=0.1 e diluir 1/5. 

• Se bacilos com as duas morfologias, fazer uma suspensão com DO=0.1 e diluir ½     

 

As suspensões assim obtidas apresentavam a concentração equivalente a 0,5 da escala McFarland, ou seja, 

1,5x10⁸ bactérias/mL. 

 

2.9 Controle Staphylococcus aureus 

Para o controle de qualidade do estudo foi utilizada a estirpe de referência Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 após a incubação durante 24 h em gelose de sangue a 36 ˚C. A bactéria foi inoculada em meio 

agar Mueller Hinton (Biomereux) e os MICs obtidos foram comparados com os valores estabelecidos pelo 

Comitê Europeu de Ensaios de Suscetibilidade Antimicrobiana 2020 (53).  

Para avaliar a interferência do carvão vegetal na determinação do MIC, esta bactéria foi inoculada em 

meio BCYE-α e em meio BYE (meio sem carvão). A cultura foi incubada por 24 h a 36 ˚C. 

 

2.10 Controle Legionella serogrupo 1 

Como preconizado pelo protocolo para testes de suscetibilidade antimicrobiana de L. pneumophila do 

EUCAST 2017, foi utilizada como referência a L. pneumophila ATCC 33152 para assegurar que as condições 

de crescimento são adequadas do meio BCYE (50). Para avaliar a reprodutibilidade do protocolo em meio 

sem carvão, as suspensões com a turbidez de 0.5 McFarland, obtidas pelo método acima referenciado, foram 
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inoculadas em meio BYE e analisadas com 48 h de incubação a 37 ˚C. Para analisar a interferência do carvão 

vegetal no seu crescimento, esta estirpe foi plaqueada sem diluições em meio BYE. 

 

2.11 Aprovação do Comité de Ética 

Este trabalho científico foi devidamente aprovado pelo Comité de Ética da Faculdade de Medicina da 
Universidade Nova de Lisboa (Anexo V). 

 

2.12 Tratamento estatístico  

Os resultados foram apresentados de forma descritiva em tabelas. 
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3 Capítulo 3 – Resultados e Discussão 

No presente trabalho foi avaliada a suscetibilidade a três antibióticos, utilizados no tratamento de DL, 

de uma amostra constituída por 42 isolados de L. pneumophila selecionada entre os 178 isolados da coleção 

existente no laboratório de microbiologia da Faculdade de Ciências Médica, tabela 1, figura 9. 

Tabela 1 – Isolados clínicos e ambientais em estudo recuperados em Portugal, entre 1987 e 2016. 

Identificação 
isolado 

Ano de 
isolamento 

Espécie e serogrupo ST 
Perfil específico de 

Portugal 

HSC12 1991 L. pneumophila sg 14 1383 X 

HSC23  1996 L. pneumophila sg 12 728  

HSC30 1997 L. pneumophila sg 1 172  

HSM6  2000 L. pneumophila sg 8 1324  

HSM7 2000 L. pneumophila sg 10 1343 X 

HVNG 2000 L. pneumophila sg 1 102 X 

E3  2005  L. pneumophila sg 1 44  

E7  2005 L. pneumophila sg 1 99  

E16  2007 L. pneumophila sg 1 174 X 

E22  2008 L. pneumophila sg 1 146  

E30  2010 L. pneumophila sg 1  75  

E31  2010 L. pneumophila sg 1 22  

E32  2010 L. pneumophila sg 1 1009 X 

E33  2010 L. pneumophila sg 1 1010 X 

E36 2010 L. pneumophila sg 1 173  

E48 2014 L. pneumophila sg 1 65  

E53  2014 L. pneumophila sg 1 96  

E54  2014 L. pneumophila sg 1 62  

E55  2014 L. pneumophila sg 1 1910 X 

E95 2014 L. pneumophila sg 1 1905 X 

E98  2014 L. pneumophila sg 1 436  

E99  2014 L. pneumophila sg 1 20  

E100  2015 L. pneumophila sg 1 2184 X 

E102  2015 L. pneumophila sg 1 101 X 

E105  2015 L. pneumophila sg 1 2152 X 

E107  2015 L. pneumophila sg 1 744  

E110 2015 L. pneumophila sg 1 16  

E111  2015 L. pneumophila sg 1 42  

E115  2015 L. pneumophila sg 1 785 X 

E119  2016 L. pneumophila sg 1 103  

E120  2016 L. pneumophila sg 1 98 X 

E123  2016 L. pneumophila sg 1 435  

E126  2016 L. pneumophila sg 1 1  

E127  2016 L. pneumophila sg 1 23  

E128 2016 L. pneumophila sg 1 94  

E129 2016 L. pneumophila sg 1 48  

E130  2016 L. pneumophila sg 1 37  

ME136676 2016 L. pneumophila sg 14 1384 X 

HSC2 1988 L. pneumophila sg 1 100 X 

A6* 1989 L. pneumophila sg 1 100 X 

E12 2006 L. pneumophila sg 1 100 X 

A460* 2006 L. pneumophila sg 1 100 X 

        *isolados ambientais
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                         Figura 9 – Distribuição dos isolados de L. pneumophila deste estudo por região em Portugal. 

 

Seguindo as determinações do protocolo de referência do EUCAST 2017 para realização dos testes de 

suscetibilidade antimicrobiana de Legionella pneumophila, foi preciso obter suspensões de L. pneumophila 

correspondente à escala 0.5 de McFarland, correspondente a 1,5 x 10⁸ UFC/mL (IV). No entanto, como a 

concentração bacteriana varia de acordo com o tamanho dos microrganismos, numa primeira fase, foi 

avaliada a morfologia de todos os isolados em estudo. 

  



       

Capítulo 3 - Resultados e Discussão 

  

Ibéria Ramalho Dias Araújo 42 

 

 

3.1 Avaliação da morfologia  

A avaliação da morfologia dos isolados foi realizada pela observação ao microscópio ótico de 

esfregaços corado pelo método de Gram. Os esfregaços foram efetuados a partir de culturas com 48 h de 

incubação no meio BCYE-α a 37 ˚C.  

As culturas dos 42 isolados analisados apresentavam bacilos com três formas diferentes (tabela 2). A 

forma de bacilos curtos foi encontrada nas culturas de 20 dos isolados, correspondendo a 47,5% do total. Em 

18 dos isolados (43%) as suas culturas eram constituídas por bacilos com forma filamentosa.  Nos restantes 

quatro isolados (9,5%) a cultura apresentava ao mesmo tempo bacilos curtos e filamentosos. Nas culturas 

destes últimos isolados a maioria (70%) dos bacilos apresentava a forma curta (Figura 10). 

 

      

Figura 10 – Morfologia dos isolados de L. pneumophila em culturas com 48 h de incubação no meio BCYE-α a 37 ˚C, 
coloração pelo método de Gram. A) isolado E107 – bacilos curtos, B) isolado E129 – bacilos filamentosos e C) isolado 
HSC12 – morfologia mista de bacilos curtos e filamentosos, fotos recolhidas durante o presente trabalho 
(ampliação=1000x).  

  

A B C 
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Tabela 2 – Resultados do estudo morfológico dos 42 isolados de L. pneumophila analisadas. 

Identificação das 
isolados 

Serogrupo Morfologia 

E22  1 bacilo curto 

E30  1 bacilo curto 

E33  1 bacilo curto 

E36  1 bacilo curto 

E48  1 bacilo curto 

E53  1 bacilo curto 

E54 1 bacilo curto 

E55  1 bacilo curto 

E95 1 bacilo curto 

E99  1 bacilo curto 

E102  1 bacilo curto 

E107  1 bacilo curto 

E110  1 bacilo curto 

E115  1 bacilo curto 

E119  1 bacilo curto 

E120  1 bacilo curto 

E123  1 bacilo curto 

E126  1 bacilo curto 

E127  1 bacilo curto 

ME136676 14 bacilo curto 

HSC2 1 bacilo filamentoso 

A6* 1 bacilo filamentoso 

E12 1 bacilo filamentoso 

A460* 1 bacilo filamentoso 

E3  1 bacilo filamentoso 

E7  1 bacilo filamentoso 

E16  1 bacilo filamentoso 

E31  1 bacilo filamentoso 

E32  1 bacilo filamentoso 

E98  1 bacilo filamentoso 

E105  1 bacilo filamentoso 

E111  1 bacilo filamentoso 

E129  1 bacilo filamentoso 

E130  1 bacilo filamentoso 

HSC30 1 bacilo filamentoso 

HVNG 1 bacilo filamentoso 

HSM6  8 bacilo filamentoso 

HSC23  12 bacilo filamentoso 

E100  1 bacilos curtos e filamentosos 

E128 1 bacilos curtos e filamentosos 

HSM7 10 bacilos curtos e filamentosos 

HSC12 14 bacilos curtos e filamentosos 
                        *isolados ambientais provenientes de Lisboa 
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3.2 Preparação das suspensões  

Depois de identificadas as morfologias de todas os isolados em análise, foi necessário preparar as 

suspensões para realizar os E-test. Para tal foi necessário padronizar a sua preparação para que todas as 

suspensões tivessem a mesma concentração de bactérias. Para realizar esta padronização da forma mais 

fidedigna possível recorreu-se à medição da DO no espectrofotómetro a 595 nm. 

Este aparelho é capaz de medir e comparar a quantidade de luz absorvida ou transmitida por uma 

determinada amostra. A espectrofotometria fundamenta-se na Lei de Lambert-Beer a qual, de modo geral, 

afirma que a quantidade de luz absorvida ou transmitida por uma determinada solução depende da 

concentração do soluto e da espessura da solução. Então, através deste instrumento, é possível avaliar a DO 

de uma suspensão correspondendo, por exemplo, à turbidez de uma cultura microbiana (23).  

Inicialmente efetuaram-se suspensões com diferentes DO que foram quantificadas pelo método de 

Miles e Misra para definir qual a DO que correspondia à concentração necessária para a realização dos E-

tests. 

Os resultados da quantificação mostraram que para os isolados que apresentavam a morfologia de 

bacilos filamentosos era necessário preparar suspensões com DO=0.1, isolados de morfologia mista era 

preciso preparar suspensões com DO=0.1 e posteriormente efetuar uma diluição a ½, enquanto que os 

isolados cuja morfologia era bacilos curtos, a DO necessitava ser igual a 0.1 e posteriormente diluir a 1/5. 

Na tabela 3 são apresentados os isolados que foram quantificados e os valores de UFC/mL obtidos. Na 

cultura de L. pneumophila ATCC 29213 observamos bacilos filamentosos, pelo que foram preparadas 

suspensões com DO=0,1.  

Tabela 3 – Quantificação do nº de unidades formadoras de colónias em isolados de L. pneumophila 
representativos das diferentes morfologias encontradas na amostra em estudo. 

Amostra Morfologia DO  Quantificação (UFC/mL) 

E12 Bacilos filamentosos 0.1 0,75 x 10⁸ 

HSC2 Bacilos filamentosos 0.1 0,90 x 10⁸ 

E100 Morfologia mista 0.1 + Dil ½ 0,33 x 10⁸ 

HSM7 Morfologia mista 0.1 + Dil ½ 0,71 x 10⁸ 

E95 Bacilos curtos 0.1 + Dil 1/5 0,53 x 10⁸ 

E102 Bacilos curtos 0.1 + Dil 1/5 0,55 x 10⁸ 

 

Na quantificação do S. aureus ATCC 29213 foi usado o meio de gelose de sangue e incubávamos as 

culturas durante 24 h a 36˚C. Para esta estirpe verificou-se que era necessário preparar uma suspensão com 

DO = 0.2 para obter a concentração exigida pelo protocolo do EUCAST. 



       

Capítulo 3 - Resultados e Discussão 

  

Ibéria Ramalho Dias Araújo 45 

 

3.3 Testes de suscetibilidade antimicrobiana 

3.3.1 Seleção do meio de cultura 

Conforme preconizado no protocolo do EUCAST 2017, todos os testes de suscetibilidade foram 

realizados em meio BCYE-α. Em todos os ensaios foram utilizadas placas preparadas no laboratório nas 48 h 

anteriores e todas culturas foram incubadas por 48 h a 37 ˚C.  

Inicialmente, como há relatos de alterações no MIC devido à presença de carvão no meio (14, 34, 66, 

82, 83, 90, 106, 114, 116, 120, 124) testou-se a possibilidade de utilizar o meio BYE. Assim, efetuaram-se 

culturas em ambos os meios, fazendo subculturas de culturas puras e plaqueamento de suspensões na 

concentração necessária para a realização dos E-tests. 

Com os resultados obtidos (Figura 11) percebemos que o crescimento no meio BYE é reduzido ao fim 

de 48h a 37   Cͦ quando o inoculo é proveniente de uma cultura pura e nulo na suspensão, comparativamente 

ao que se verifica na placa de BCYE, não havendo alteração do resultado após mais 24h de incubação. Este 

ensaio foi repetido utilizando os 42 isolados, verificando-se que nenhum cresceu no meio BYE na 

concentração acima referida, mesmo após incubação de 24 h adicionais. Estes resultados estão de acordo 

com estudos que relatam que nem toda estirpe de Legionella cresce em meio sem carvão e que pode ser 

preciso um inóculo de maior concentração para serem capazes de crescer (66, 116).  

 

      

Figura 11 – Culturas de L. pneumophila ATCC 33152 após incubação de 48 h a 37 ˚C. À esquerda, placas com meio 

BCYE e à direita placas com o meio BYE: A e C) inóculo proveniente de culturas puras; B e D) inóculo proveniente de 

suspensões a 0.5 da escala de McFarland, fotos recolhidas durante o presente trabalho.  

 

A 

B 

C 

D 
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Assim, podemos perceber que esta bactéria cresce bem no meio com o carvão, mas em meio sem o 

carvão o seu crescimento é prejudicado, não se visualizando nenhum crescimento na concentração 

recomendada para os testes de suscetibilidade (ensaio realizado em duplicado). Logo, a presença do carvão 

no meio mostrou ser fundamental para o desenvolvimento normal desta bactéria, provavelmente pelo seu 

poder de absorção do peróxido de hidrogênio e de radicais superóxidos produzidos pelas bactérias durante 

seu crescimento (102, 103, 128). Devido ao caráter fastidioso da Legionella, estes produtos vão-se 

acumulando no meio, tornando-o tóxico o que fez com que em concentrações bacterianas mais baixas 

(suspensões a 0.5 da escala de McFarland) o crescimento tenha sido impedido, confirmando a necessidade 

da avaliação da sensibilidade a antibióticos para Legionella ser realizada em meio BCYE-α. 

 

3.3.2 Avaliação de Suscetibilidade Antimicrobiana dos isolados em estudo 

Para este estudo todos materiais foram devidamente armazenados, estavam dentro do prazo de 

validade e as suspensões do inóculo foram padronizadas. Durante a incubação a temperatura foi controlada 

e a técnica de inoculação das suspensões foi repetida várias vezes para verificar se era reprodutível.  

O E-test é o método preconizado pelo EUCAST para o estudo da suscetibilidade aos antimicrobianos 

de bactérias do género Legionella por representar uma técnica simples, reprodutível e facilmente disponível 

para os laboratórios de rotina, as tiras apresentam um elevado custo, pelo que tivemos de restringir o nosso 

estudo a 3 antibióticos.  

O tratamento da DL pode ser realizado com fluorquinolonas, macrolídeos, tetraciclinas e rifampicina 

(36, 37, 68, 90, 129, 131), mas atualmente, os mais administrados são a azitromicina ou a levofloxacina (17, 

61, 64, 101, 112, 116, 125). Estes antibióticos apresentam maiores penetrações pulmonares, atividades mais 

potentes nos pulmões, melhores farmacocinéticas com posologias apenas de 1 a 2 vezes ao dia, bom perfil 

de segurança devido menores interferências com outros medicamentos (125). No entanto, tem sido relatado 

na literatura falhas com o seu uso (90, 129) e também, já foram identificados mecanismos de resistência 

contra azitromicina e ciprofloxacina (14, 35, 72, 90, 112, 124, 129). Por estas razões, foram escolhidos para 

este trabalho a azitromicina, a levofloxacina e a ciprofloxacina. 

Este estudo é importante porque permite conhecer o padrão de sensibilidade das estirpes clínicas que 

foram identificadas em Portugal durante o período de 1987 a 2016.  
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3.3.2.1 Controle dos testes de suscetibilidade 

É recomendado pelo protocolo do EUCAST 2017 que para aferir a realização dos testes de suscetibilidade 

antimicrobiana devem ser utilizados controlos da mesma espécie. Assim, como controlo dos ensaios 

realizados utilizamos L. pneumophila ATCC 33152 (L. pneumophila ATCC) e ainda, Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 (S. aureus ATCC). A seleção destas bactérias segue a metodologia realizada por outros trabalhos 

que estudam sensibilidade da Legionella aos antimicrobianos (34, 66, 82, 87, 90, 106, 114, 116, 124, 120). Os 

valores do MIC de referência foram retirados do documento do EUCAST com os valores recomendados para 

os MICs, Versão 10.0, 2020 (52). Desta forma com os ensaios com a L. pneumophila ATCC asseguramos que 

as condições de crescimento bacteriano são adequadas dado que o seu MIC (tabela 4) está dentro da gama 

de valores descritos pelo EUCAST para a estirpe selvagem em meio BCYE-α (ver figura 4, na página 26 do 

capítulo Introdução). Como referido anteriormente neste trabalho, pretendíamos avaliar a interferência do 

carvão ao serem realizados testes de suscetibilidade dessa estirpe de referência ao comparar o MIC obtido 

em meios com e sem este composto. Porém, devido a bactéria não ter crescido em BYE na concentração 

necessária, não foi possível realizar esta comparação.  

Tabela 4 – Resultado dos MICs (mg/L) da estirpe de referência Legionella. 

 
Meio 

L. pneumophila ATCC 33152 
          BCYE-αᵃ          BYEᵇ 

 

Antibiótico 
    Azitromicina                                           
    Ciprofloxacina 
    Levofloxacina 

    

ᵃ BCYE-α: ágar de extrato de levedura de carvão tamponado suplementado com ácido α-cetoglutarato 
ᵇ BYE: ágar de extrato de levedura tamponado 

N.D.: não determinado 

 

A utilização do S. aureus ATCC permite controlar a qualidade de todos os procedimentos que foram 

efetuados porque existem valores de MIC estabelecidos (52). 

 
Tabela 5 – Resultado dos MICs (mg/L) da estirpe de referência Estafilococos. 

 

 
Meio 

S. aureus ATCC 29213 
Valor referência (EUCAST)        MHᵃ        BCYE-αᵇ        BYEᶜ 

 

Antibiótico 
Azitromicina 

Ciprofloxacina 
Levofloxacina 

  

ᵃ MH: ágar Mueller-Hinton 
ᵇ BCYE-α: ágar de extrato de levedura de carvão tamponado suplementado com ácido α-cetoglutarato 

ᶜ BYE: ágar de extrato de levedura tamponado 
* A repetição do ensaio nas mesmas condições manteve o valor de 6 

0.19                N.D.                                
0.38                N.D.                              
0.19                N.D.                              

                   1                                   1                4                   6*               
                 0.25                             0.25             2                0.25 
          0.125 – 0.25                      0.19           1.5               0.25                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
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Este ensaio foi realizado no meio BCYE-α e agar Mueler Hinton (MH) comercialmente adquirido 

(BioMérieux). O meio MH é o preconizado pelo EUCAST para a realização dos testes de suscetibilidade para 

esta bactéria. Os resultados obtidos mostram que o MIC sofreu alterações, nos três antimicrobianos testados, 

quando foi realizado no meio BCYE-α, já quando foi utilizado o BYE não houve alteração para a ciprofloxacina 

e levofloxacina (tabela 5).  

Para o antibiograma realizado com azitromicina, em meio MH foi obtido um MIC de [1 mg/L], já em 

meio BCYE-α houve um aumento de 4 vezes, isto é, passou para um MIC de [4 mg/L]. Este resultado está de 

acordo com outros estudos já realizados como o da equipa De Giglio, no qual houve um aumento de 2,6 

vezes do MIC, no estudo de March e colaboradores foi relatado um aumento de 8 vezes e o trabalho da 

equipa de Graells apresentou um aumento de 3 vezes.  

Para a ciprofloxacina, quando foi utilizado o meio MH apresentou um MIC de [0.25 mg/L], no entanto, 

em meio com BCYE encontramos um MIC de [2 mg/L], representando um aumento de 8 vezes. Em outros 

trabalhos foram relatadas elevações de 2 vezes (De Giglio, 2015), de 8 vezes (March, 2018) e de 6 vezes 

(Graells, 2018).  

Para a levofloxacina, o MIC subiu de [0.19 mg/L]no meio MH para [1.5 mg/L] no meio BCYE, ou seja, 

um aumentou de 8 vezes. Os outros estudos apresentaram aumentos de 2 vezes (De Giglio, 2015), de 8 vezes 

(March, 2018) e de 2 vezes (Graells, 2018).  

Estes dados mostram que existe elevação do MIC nos testes de sensibilidade ao compararmos o meio 

MH com o meio BCYE e para sabermos se realmente essa interferência foi devido ao carvão ou outro 

componente do meio que necessitamos usar para fazer crescer a Legionella, realizamos novos teste 

utilizando o meio BYE. Neste ensaio obtivemos a redução dos MICs tanto da ciprofloxacina como da 

levofloxacina para [0.25 mg/L], indicando que a interferência se deveu ao carvão. Entretanto, para a 

azitromicina houve um aumento do MIC para [6 mg/L] em meio BYE, este teste foi repetido nas mesmas 

condições e o valor manteve-se. Isto indica que existe algum componente no meio BYE, para além do carvão, 

que provoca a elevação do MIC para este antibiótico. Estes dados vêm na linha do que tinha sido verificado 

pela equipa de Marques, que o carvão interferia nos valores do MIC (83). 

       Neste estudo, verificamos que a realização dos E-test no meio com carvão (BCYE-α) implicou um 

aumento maior dos MICs da ciprofloxacina e da levofloxacina   comparativamente ao que aconteceu com a 

azitromicina, resultado coincidente com o relatado em estudo anterior (82). A estirpe de S. aureus utilizada 

apresentou o MIC dentro do esperado para a estirpe selvagem em meio MH. No entanto, considerando os 

valores obtidos nos E-tests realizados no meio BCYE, para os três antibióticos e no meio BYE para a 

azitromicina, a conclusão seria diferentes. Estes valores sugeriam que a estirpe seria resistente. Assim este 
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aumento deverá ser levado em consideração na análise dos resultados dos testes de suscetibilidade para 

Legionella.   

Para atenuar a interferência do carvão no resultado dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos 

houve autores que estudaram  o efeito da diminuição da concentração  do carvão no meio BCYE-α, 

concluindo que reduzindo até 75% a sua concentração no meio não havia  efeito nos valores do MIC dos 

macrolídeos usados (eritromicina e claritromicina) e da levofloxacina, porém para a ciprofloxacina ocorreu 

uma redução de oito vezes no valor do MIC (60). 

 

3.3.2.2 E-test das estirpes de Legionella  

         No presente estudo pretende-se conhecer o padrão de suscetibilidade das estirpes clínicas de L. 

pneumophila isoladas de casos de DL notificados em Portugal, entre 1987 e 2016. Durante este período, 

foram enviados ao laboratório de microbiologia da FCM|NMS 178 isolados clínicos (Anexo I), todos 

pertencentes à espécie L. pneumophila, dos quais 97% pertence ao sg1. Segundo a tipificação que foi 

realizada no laboratório sequenciando fragmentos internos de sete genes, técnica do SBT, os isolados foram 

agrupados em 39 perfis alélicos distintos. Pode afirma-se que a população de L. pneumophila que se tem 

vindo a provocar doença em Portugal é heterogénea, sendo composta por estirpes apenas portuguesas (15 

perfis) e por outras que estão disseminadas pelo mundo (20).  

         Para os testes da suscetibilidade para L. pneumophila, o EUCAST publicou, em 2017, um protocolo no 

qual estabelece que a realização dos E-tests deve efetuar-se em meio BCYE-α. Neste sentido, apesar dos 

resultados anteriores que mostram a interferência do carvão, como não houve crescimento bacteriano no 

meio BYE na concentração preconizada para a realização dos E-test (1,5x108 UFC/mL), no estudo os mesmos 

foram realizados no meio BCYE-α. Uma limitação do estudo foi a impossibilidade de realizar avaliações em 

duplicado, devido ao elevado custo das tiras dos E-tests, esta situação já tinha sido relatada em outros 

estudos (34, 66, 120). Este facto foi também impeditivo para a inclusão de todos os isolados clínicas no 

estudo. Por esta razão selecionou-se um representante de cada um dos genótipos detetados em Portugal 

(Anexo II).  

Do perfil ST100, responsável por vários casos de doença num hospital da área de Lisboa foram selecionados 

dois isolados clínicos, o HSC2, isolado em 1988, e o E12, recuperado em 2006 durante o último surto que 

ocorreu no referido hospital. Foram ainda, selecionados dois isolados ambientais recuperadas do sistema de 

distribuição de água, A6, isolado em 1989 e A460, isolado em 2006, durante o referido surto. Estes isolados 

da estirpe ST100 foram incluídos no presente estudo para avaliarmos se existia variação na suscetibilidade 

ao longo dos anos, por isso selecionaram-se isolados clínicos e ambientais do primeiro e do último surto, dos 
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vários que ocorreram no referido hospital antes de terem sido efetuadas obras profundas no sistema de 

distribuição de água. 

No total, foram analisadas 42 isolados de 39 estirpes diferentes. Os resultados dos E-test dos 42 isolados aos 

três antimicrobianos selecionados são apresentados na tabela 6 e 7. 

 

Tabela 6 – Distribuição dos resultados dos MICs dos 42 isolados de L. pneumophila.  

 

                                       

                  Número de isolados inibidos nas concentrações indicadas (mg/L) 

0.064      0.094      0.125      0.19       0.25      0.38       0.5      0.75      1       1.5        2          

 

Antibiótico 

    Azitromicina                                           

    Ciprofloxacina 

    Levofloxacina 

    

      valores de MIC para a estirpe WT definidos pelo EUCAST 2017  

 

Todos isolados exibiram MICs idênticos aos da estirpe WT, exceto três, os isolados HSC30, E126 e o HSC2, 

destes dois para a azitromicina e um para ciprofloxacina. Estes E-tests foram repetidos e em dois o valor do 

MIC não foi reprodutível, isto é, ocorreu a sua normalização, foi o caso da azitromicina no isolado E126 e da 

ciprofloxacina no isolado HSC2. Porém um isolado, o HSC30, repetiu o mesmo valor do MIC para a 

azitromicina, ou seja, [1.5 μg/mL]. Foram ainda repetidos os E-tests de outros dois isolados que tinham 

apresentado um MIC no limite superior para azitromicina, a repetição normalizou os valores do MIC. 

Em relação aos isolados da estirpe ST100 não foi identificada variação no padrão de suscetibilidade ao 

longo dos anos em nenhum dos isolados clínicos e ambientais, todos apresentaram MICs semelhantes à 

estirpe WT. 

  

   2               2              7             8           12           2           2          5         1         1    
 
                                                                                 6         23        12                    1                      
 
                                                    2            8           25          6          1                      



       

Capítulo 3 - Resultados e Discussão 

  

Ibéria Ramalho Dias Araújo 51 

 

 

Tabela 7 – Resultados individualizados dos testes de sensibilidade dos 42 isolados de L. pneumophila à 

azitromicina, levofloxacina e ciprofloxacina.  

Identificação 
dos isolados 

Região  Ano de 
isolamento 

ST Azitromicina 
MIC (μg/mL) 

Levofloxacina 
MIC (μg/mL) 

Ciprofloxacina 
MIC (μg/mL) 

HSC12 Lx 1991 1383 0.75 0.38 0.75 

HSC23  Lx 1996 728 0.094 0.5 0.38 

HSC30 Lx 1997 172 1.5 (1.5)* 0.5 0.38 

HSM6  Lx 2000 1324 0.19 0.5 0.38 

HSM7 Lx 2000 1343 0.125 0.25 0.5 

HVNG Norte 2000 102 0.25 0.5 0.38 

E3  Lx 2005  44 0.19 0.19 0.38 

E7  Faro 2005 99 0.25 0.19 0.5 

E16  Norte 2007 174 0.19 0.25 0.5 

E22  Norte 2008 146 0.19 0.38 0.5 

E30  Lx 2010 75 0.25 0.25 0.5 

E31  Norte 2010 22 0.25 0.5 0.38 

E32  Norte 2010 1009 0.25 0.38 0.5 

E33  Norte 2010 1010 0.25 0.38 0.5 

E36  Norte 2010 173 0.125 0.38 0.5 

E48  Norte 2014 65 0.19 0.38 0.5 

E53  Norte 2014 96 0.19 0.38 0.5 

E54  Norte 2014 62 0.25 0.38 0.75 

E55  Norte 2014 1910 0.38 0.38 0.5 

E95 Lx 2014 1905 0.19 0.38 0.75 

E98  Norte 2014 436 0.125 0.38 0.75 

E99  Norte 2014 20 0.125 0.25 0.5 

E100  Lx 2015 2184 1.0 (1.0)* 0.38 0.5 

E102  Lx 2015 101 0.125 0.25 0.5 

E105  Centro 2015 2152 0.5 0.38 0.5 

E107  Lx 2015 744 0.5 0.38 0.75 

E110  Lx 2015 16 0.25 0.38 0.75 

E111  Norte 2015 42 0.125 0.38 0.5 

E115  Norte 2015 785 0.064 0.38 0.5 

E119  Lx 2016 103 1.0 (0.75)* 0.38 0.75 

E120  Lx 2016 98 0.094 0.38 0.75 

E123  Norte 2016 435 0.064 0.38 0.75 

E126  Alentejo 2016 1 1.5 (0.75)* 0.38 0.5 

E127  Norte 2016 23 0.19 0.38 0.75 

E128 Lx 2016 94 0.75 0.38 0.75 

E129 Centro 2016 48 0.25 0.38 0.5 

E130  Norte 2016 37 0.125 0.38 0.5 

ME136676 Lx  2016 1384 0.75 0.25 0.5 

HSC2  Lx 1988  
100 

 

0.25 0.75 3 (1.5)* 

A6** Lx 1989 0.38 0.25 0.5 

E12  Lx 2006 0.25 0.5 0.5 

A460** Lx 2006 0.25 0.25 0.75 
     *repetição         **isolados ambientais 
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Na tabela 8, estão distribuídas as percentagens cumulativas de MIC (mg/L) para os 42 isolados. 

Percebemos que a azitromicina possui a mais ampla gama de concentração de MIC abrangendo dez 

diferentes gradientes (tabela 8). Isso indica que existe uma maior variação de perfis de suscetibilidade dos 

isoaldos à azitromicina das quais são necessárias apenas [0.064 mg/L] para inibir 4,7% dos isolados, mas só 

com [1.5 mg/L] se consegue inibir todos. Este perfil de suscetibilidade é idêntico ao da estirpe WT, exceto 

um isolado que apresentou MIC acima da concentração de [1mg/L].  

Quanto à ciprofloxacina os resultados revelaram que era preciso uma estreita gama de concentrações 

para haver inibição do crescimento bacteriano manifestando praticamente só em três faixas de concentração 

que se situaram entre 0.38 a 0.75 mg/L, apenas uma estirpe esteve fora desta gama necessitando de uma 

concentração maior, isto é,  de [1.5 mg/L]. A concentração de [0.38 mg/L] inibe o crescimento de 14% das 

bactérias e [0.75 mg/L] inibe quase 98% dos isolados em estudo. 

Os resultados dos E-test com a levofloxacina mostraram que a concentração de [0.19 mg/L] inibiu 4,7% 

dos isolados e com [0.75 mg/L] eliminou o crescimento da totalidade, todos valores de MIC estão abaixo dos 

apresentados pelo EUCAST para a estirpe WT.  

Na presença do macrolídeo testado, a azitromicina, os isolados exibiram uma maior variedade de 

resposta. Este comportamento está de acordo com relatos de outros estudos (34, 66, 82, 90).  

 

Tabela 8– Distribuição da percentagem cumulativa de MIC (mg/L) para os 42 isolados de L. pneumophila.  

 

                                       

Percentagem cumulativa (%) de isolados inibidos nas concentrações indicadas (mg/L) 

       0.064      0.094      0.125      0.19       0.25      0.38       0.5      0.75      1       1.5         

 

Antibiótico 

    Azitromicina                                           

    Ciprofloxacina 

    Levofloxacina 

    

 

Comparativamente aos resultados apresentados pelo EUCAST, tabela 9, a dispersão encontrada é 

menor para a azitromicina, pois foram observados sete gradientes diferentes de MIC dos isolados 

pertencentes ao perfil 2, o qual é maioritariamente constituído por L. pneumophila sg1, mas incluí outros sg, 

tal como no nosso trabalho. A dispersão para ciprofloxacina no EUCAST foi maior e na levofloxacina foi igual. 

Para os três antibióticos, as isolados testadas pelo EUCAST apresentaram início de suscetibilidade com  

4.7          9.5          26           45         73.8       78.5      83.3     95,2    97,6    100    
 
                                                                             14         69      97.6    97.6    100     
 
                                              4.7        23.8        83.3      97.6    100        
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concentrações menores, como se verifica que para azitromicina, na [0.016mg/L] já se havia 8% de isolados 

inibidos enquanto no nosso estudo a inibição  só se iniciou na [0.064 mg/L] e para ciprofloxacina e 

levofloxacina, a inibição no EUCAST iniciou-se na [0.064 mg/L], no entanto para nosso estudo foi na [0.38 

mg/L] e [0.19 mg/L], respetivamente. 

 

Tabela 9 – Distribuição da percentagem cumulativa de MIC (mg/L) para Legionella publicada pelo EUCAST 

2017 (50).  

Antimicrobiano n 0.016 0.032 0.064 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 Referência* 

Azitromicina 100 8 39 82 83 91 97 97 97 100  [2] 

Ciprofloxacina 100   3 38 95 97 98 100   [2] 

Levofloxacina 100   24 87 97 97 98 100   [2] 
* [2] incluí os serogrupos 1, 6, 8 e 10.                                                                                     

      valores de MIC para a estirpe WT definidos pelo EUCAST 2017 

 

Na tabela 10, são apresentados, a variação de suscetibilidade, o MIC50 (mg/L) e o MIC90 (mg/L) que 

correspondem à menor concentração do agente antimicrobiano na qual 50% e 90% dos isolados têm seu 

crescimento inibido, respetivamente. 

 

Tabela 10 – Amplitude de suscetibilidade, MIC50 e MIC90 dos três antibióticos testados para todos isolados 

de Legionella pneumophila (n= 42). 

                              Range (mg/L) de suscetibilidade                  MIC50 (mg/L)*                  MIC90 (mg/L)*  

Antibiótico 

    Azitromicina                                           

   Ciprofloxacina 

   Levofloxacina 

    

*MIC50, MIC90: Menor concentração de agentes antimicrobianos em que 50% e 90% dos isolados foram inibidos, 

respetivamente.  

 

Quanto a variação da suscetibilidade, a azitromicina apresentou a maior amplitude, pois os valores 

variaram de 0.064 a 1.5 mg/L. Com os valores do MIC50 e MIC90 podemos confrontar a potência dos 

antimicrobianos dado que quanto menor for a concentração necessária para inibir a bactéria, mais potente 

será o antimicrobiano (108). Portanto, para o MIC50, a azitromicina foi o antimicrobiano mais potente, o MIC 

0.064 – 1.5                                                    0.25                                      0.75        
 
 0.38 – 1.5                                                      0.5                                       0.75         
 
0.19 – 0.75                                                    0.38                                       0.5  
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foi o menor [0.25 mg/L], seguido pela levofloxacina [0.38 mg/L], ficando por último a ciprofloxacina [0.5 

mg/L]. Na inibição de crescimento de 90% dos isolados, percebe-se que a levofloxacina se apresenta mais 

potente com um MIC de [0.5 mg/L] em comparação aos outros dois antimicrobianos cujos MICs foram 

igualmente [0.75 mg/L]. Assim a levofloxacina permaneceu como o mais potente quando observamos a 

inibição de crescimento da totalidade da amostra, ou seja, o MIC100 que foi de [0.75 mg/L], já para a 

azitromicina e ciprofloxacina foi de [1.5 mg/L]. Assim, comparando a atividade destes três antimicrobianos 

na amostra testada, a levofloxacina foi o que precisou de menor concentração para inibir todos isolados. Este 

resultado está de acordo com o relatado em estudos anteriores nos quais, destes três antimicrobianos, a 

levofloxacina também demonstrou ser o mais potente (34, 87, 120). 

O EUCAST estabeleceu valores para o MIC da estirpe selvagem (tabela 9) permitindo utilizá-los para a 

deteção de mecanismos de resistência se o MIC do isolado em estudo estiver acima da estirpe WT. Não foram 

definidos breakpoint para interpretar a suscetibilidade aos antimicrobianos para a L. pneumophila (66). 

Segundo estas orientações, o MIC da estirpe WT para azitromicina e levofloxacina é [1 mg/L], já para 

ciprofloxacina é [2 mg/L]. Neste estudo, todas as bactérias foram inibidas com concentrações abaixo da 

estirpe WT, exceto três isolados (tabela 7). De modo geral, os antimicrobianos testados expressaram boa 

atividade impedindo o crescimento dos isolados a baixas concentrações. Os dados obtidos indicam que as 

estirpes em circulação em Portugal são suscetíveis permitindo a utilização para o tratamento da DL, qualquer 

um dos antimicrobianos testados.  

Existiram dois isolados, o E100 e o E119, cujos valores foram iguais ao limite superior da estirpe 

selvagem para a azitromicina, isto é, [1 mg/L]. Estes testes foram repetidos, e verificou-se que o E100 

manteve o MIC [1 mg/L] e o E119 baixou para [0.75 mg/L]. Isso exclui qualquer suspeita de poder haver algum 

tipo de resistência nestes isolados. 

Houve três isolados (HSC2, HSC30, E126) que apresentaram um MIC superior ao da estirpe selvagem, 

o isolado HSC2 teve um MIC [3 mg/L] para ciprofloxacina, os isolados HSC30 e E126 um MIC [1.5 mg/L] para 

azitromicina. Todos estes MICs foram repetidos nas mesmas condições. Na repetição os resultados variaram, 

ficando semelhantes ao da estirpe WT, assim o isolado HSC2 baixou o MIC para [1.5 mg/L] e o isolado E126 

para [0.75 mg/L]. Estas alterações apontam para que estas bactérias não possuam mecanismos de resistência 

visto que normalizaram os seus MICs demonstrando a importância das repetições sempre que seja detetado 

um valor de MIC alterado. Ao invés dos anteriores, o HSC30 manteve o MIC inicial (tabela 6 e 7). 

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos das isolados HSC2 e E126 são apresentados na figura 

12 e as repetições na figura 13.  
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Figura 12 – Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos da L. pneumophila, em meio BCYE-α utilizando a metodologia 

do E-test, 48 h de incubação a 37 ˚C conforme o protocolo EUCAST 2017. A) Estirpe HSC2, tira de ciprofloxacina [0.002-

32 μg/mL] MIC = 3 μg/mL. B) Estirpe E126, tira de azitromicina [0.016-256 μg/mL] MIC = 1.5 μg/mL, fotos recolhidas 

durante o presente trabalho. 

 

Sobre o isolado HSC30, sabe-se que foi obtido a partir de uma amostra clínica, no ano de 1997, sendo 

proveniente de um hospital pertencente ao distrito de Lisboa. Pertence à espécie L. pneumophila sg 1 e ao 

genótipo ST 172, perfil que está disseminado pelo mundo (Anexo I). Este isolado apresentou um MIC para 

azitromicina consistentemente mais elevado que o verificado para a estirpe selvagem. Isto quer dizer que 

provavelmente este isolado deve possuir algum mecanismo de resistência à azitromicina. De acordo com o 

nosso conhecimento, esta é a primeira identificação de um isolado de L. pneumophila resistente a antibiótico 

em Portugal. Em 2012, Bruin e colaboradores já haviam encontrado um isolado de Legionella com um MIC 

elevado para azitromicina. O isolado foi recuperado na Holanda e pertencia ao sg 1 da L. pneumophila (127). 

Em 2014, no Canadá estudos demonstrando a diminuição da suscetibilidade de alguns isolados clínicos à 

azitromicina (80). Em 2019, Jia e colaboradores relatou ter encontrado, na China, isolados com MICs 

elevados, comparativamente à estirpe selvagem, referiu que 25 isolados L. pneumophila sg1 eram resistentes 

à azitromicina com MICs que variavam de 1.5 a 2 mg/L. Estas bactérias foram analisadas e conseguiram 

identificar a expressão do gene da bomba de efluxo LpeAB como responsável pela resistência (72).  

Até o momento, a resistência aos macrolídeos foi atribuída à presença da bomba de efluxo LpeAB (72, 

90, 124, 129) ou devido a mutações em genes que codificam o gene 23S RNAr e as proteínas ribossomais L4 

e L22 (35, 72). 
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Figura 13 – Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos do isolado de L. pneumophila HSC30 (A) e repetição do teste 

(B). Ambos os testes foram realizados em meio BCYE-α utilizando a metodologia do E-test. As leituras foram realizadas 

após 48 h de incubação a 37 ˚C conforme o protocolo EUCAST 2017.  As tiras de azitromicina [0.016-256 μg/mL], 

apresentando o mesmo MIC = 1.5 μg/mL, fotos recolhidas durante o presente trabalho. 

 

Há várias teorias sobre como as bactérias do género Legionella se tornam resistentes aos antibióticos. 

Serem descendentes de isolados que estiveram expostos a estes medicamentos no meio ambiente aquático 

onde vivem. Serem descendentes de isolados que sofreram seleção in vivo de mutantes resistentes em 

pacientes com DL (5, 33). Um estudo já sugeriu que estes microrganismos apresentam um forte potencial 

para desenvolverem resistências à fluorquinolonas. O estudo demonstrou o aparecimento deste 

acontecimento realizando passagens sucessivas em meio de cultura com este fármaco (6). Apesar da 

liberação ambiental de antibióticos promover o surgimento de linhagens bacterianas resistentes (32), isso 

ainda não foi demonstrado para espécies de Legionella (112). 

Algumas limitações deste estudo são intrínsecas ao microrganismo trabalhado, a Legionella requer 

meios nutritivos específicos não crescendo em meios bacteriológicos comuns. Por apresentarem caráter 

fastidioso, necessitam da incorporação de carvão ativado para que ocorra a adsorção do peróxido de 

hidrogênio e de radicais superóxidos produzidos na fase de multiplicação da bactéria e que se vão 

acumulando e originando um ambiente nocivo para o seu desenvolvimento. A presença deste composto 

consiste num outro fator limitante, pois ele provoca a alteração do MIC, como demonstramos nos ensaios 

com o S. aureus nos três meios. Outra questão é o caracter intracelular deste microrganismo sendo 

responsável pela dicotomia in vitro versos in vivo, pois o macrófago alveolar humano representa o local de 

infeção desta. E por fim, o número de amostras trabalhadas e a diversidade de fármacos testados, isso deveu-

se a limitações do orçamento disponível para a realização do presente estudo.   
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A DL, uma pneumonia potencialmente fatal, apresenta uma taxa de letalidade que tem variado de 5% 

a 30% nos diferentes surtos ocorridos em diversos países (109). Na Europa a taxa de mortalidade tem-se 

situado nos 8% (47). Segundo a Organização Mundial da Saúde, a Legionella pode ser encontrada 

praticamente em todo o planeta visto que tem a água como reservatório, disseminando-se tanto em 

ambientes naturais como artificiais. Os locais de risco são os sistemas de distribuição de água com depósitos 

e de climatização em hotéis, centros comerciais, indústrias, grandes empresas, hospitais, assim percebemos 

que os surtos podem ocorrer em vários locais. Portanto, a mitigação dos riscos da DL e suas consequências 

para a sociedade consistem na prevenção da proliferação destas bactérias através da adequada manutenção 

dos sistemas hidráulicos para garantir sua salubridade e higienização. Apesar de existirem medidas 

preventivas, surtos e casos esporádicos ocorrem.  

O tratamento preconizado para a DL é eficaz, porém tem sido relatado cada vez mais casos de falhas 

devido a aquisição de mecanismos de resistência por estes microrganismos. Pelo que   é importante que se 

realizem pesquisas para avaliar o padrão de suscetibilidade da L. pneumophila aos antimicrobianos e o 

desenvolvimento de resistências. O presente trabalho pretendeu conhecer o padrão de suscetibilidade das 

estirpes clínicas que foram identificadas em Portugal durante o período de 1987 a 2016. 

 

4.1 Meio de cultura  

Com os testes de sensibilidade aos antimicrobianos de S. aureus ATCC 29213 em diferentes meios, 

concluímos que o carvão interfere no MIC provocando um aumento de 4 vezes o valor do MIC para 

azitromicina, de 8 vezes para o MIC do ciprofloxacina e quase 8 vezes para levofloxacina. Ao serem 

reproduzidos os testes nas mesmas condições em meio sem o carvão, obtivemos valores de MIC normais 

para o ciprofloxacina e para a levofloxacina, mas para a azitromicina ocorreu uma elevação de 6 vezes 

comparativamente ao teste no meio MH. Em relação ao macrolídeo, poderá existir algum constituinte no 

meio específico para Legionella que interfira e cause a elevação do MIC para o antimicrobiano testado, já em 

relação às fluorquinolonas, concluímos que o meio com o carvão interfere nos valores do MIC ocasionando 

o seu aumento. 

Nos testes com a L. pneumophila ATCC 33152, verificou-se que para a concentração necessária para a 

realização dos E-tests a bactéria cresceu bem no meio com o carvão, mas em meio sem carvão, teve o seu 

crescimento prejudicado, não existindo qualquer crescimento. Conclui-se que para realizar o presente estudo 

a presença do carvão é essencial. 
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4.2 Suscetibilidade aos antimicrobianos da L. pneumophila  

Neste trabalho, a avaliação da suscetibilidade nos 42 isolados testados identificou um isolado com 

resistência a um dos três antibióticos testados o que reflete uma taxa de resistência de 2,4%. Devido ao baixo 

número de isolados analisadas e ao número reduzido de antimicrobianos utilizados, novas investigações 

serão indispensáveis para se conhecer e monitorar o perfil de suscetibilidade das estirpes de Legionella 

disseminadas em Portugal. Quanto ao isolado HSC30, consideramos importante prosseguir o estudo  

realizando a deteção da presença do gene da bomba de efluxo LpeAB, conforme já foi descrito na literatura 

como o responsável pela baixa sensibilidade à azitromicina. 

A vigilância da suscetibilidade aos antimicrobianos da Legionella presente em amostras clínicas e 

ambientais é relevante. Proporciona o conhecimento do panorama de resistência desses microrganismos 

permitindo um melhor direcionamento do tratamento, evitando falhas terapêuticas e custos relacionados 

com a hospitalização prolongada de doentes. Permite igualmente a monitorização do aparecimento de 

resistências em isolados ambientais, conhecer a epidemiologia local de resistência antimicrobiana nestes 

isolados e ainda, permite implementar medidas de controle eficazes para combater a propagação destes 

microrganismos resistentes. Oferece a possibilidade de mensurar a progressão do surgimento dessas 

resistências através da comparação entre estudos, passados e futuros. Portanto, novas pesquisas devem ser 

realizadas, aumentando o número de amostras a analisar e com maior diversidade de antibióticos 

investigados.  

Já foi preconizado que a vigilância da suscetibilidade de Legionella aos antimicrobianos devem ser 

repetidos a cada 3 a 5 anos (34, 66, 120).  

 

4.3 Conclusão final  

De modo geral, nosso estudo mostrou que azitromicina, ciprofloxacina e levofloxacina possuem uma 

potente atividade antimicrobiana contra os isolados clínicos de L. pneumophila analisados. Os presentes 

dados sugerem provável eficácia destas medicações no tratamento das infeções por esta bactéria. 

O método utilizado na determinação do padrão de suscetibilidade mostrou-se uma técnica simples, 

reprodutível e está disponível para os laboratórios de rotina, sendo recomendado pelo EUCAST a sua 

implementação.  
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No presente estudo conseguimos identificar um isolado com um MIC acima da estirpe WT para 

azitromicina. Provavelmente este isolado possui algum tipo de mecanismo de resistência que deverá ser 

estudado. Pelo nosso conhecimento, este é o primeiro relato de um isolado clínico de Legionella resistente 

em Portugal. Em conclusão, podemos perceber que é de grande importância a realização de testes de 

suscetibilidade antimicrobiana em isolados clínicos para ajustar a terapia antibacteriana permitindo, assim, 

a prescrição de tratamentos direcionados e seguramente mais eficazes.  
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Anexo I – Coleção de isolados clínicos de Legionella do laboratório de microbiologia recuperados 

em Portugal entre 1987 e 2016 (n=178). 

Perfis 
genótipos (ST) 

Nº de isolados 
com o mesmo 

perfil 

Identificação dos isolados Isolados 
selecionada para 

o estudo 

100 32 HSC 1-6, 8-9, 11, 14, 16-20, 22, 24, 26-27, 29, 
31-32, 34-35, E5-6, E8-10, E12-13, E18 (HSC) 

HSC2, E12 
A6, A460 

103 5 HSC13 (HSFX), HSM3, HSM4, E46 (Lx), E119 
(Lx) 

E119 

23 11 HSC15 (HSFX), HSC33 (Hcap), HSM2, E49 
(Norte), E51 (Lx), E101 (Lx), E 106 (Norte), 

E108(Norte), E117-118 (Norte), E127 (Norte) 

E127 

1 3 HSC21 (HCVP), HA, E126 (Alentejo) 126 

62 7 HSC7, HSC28 (HPV), E2 (Évora), E37 (CH 
Nordeste-Bragança), E42 (Lisboa), E54 (Norte), 

E109 (Lisboa) 

E54 

44 12 E3 (HSM), E17 (H Alto Ave), E34 (HSM Feira), 
e35 (CHLN-HSM), E38 (CHAA-H Guimarães), 

E43 (Lisboa), E44 (Norte), E103 (Norte), E122 
(Norte), E125 (Alentejo), MX173795 

E3 

98 5 E1 (V N Gaia), E25 (HPV-CHLN), E26 (CH V N 
Gaia), E116, E120 (Lx) 

E120 

101 3 HSC37-HPV, HSC38-HCap, E102 (Lx) E102 

102 1 HVNG HVNG 

20 6 HSM1, E4 (Matosinhos), E56 (Lx), E64-65 
(Norte), E99 (Norte) 

E99 

99 5 HUC, E7 (Faro), E21 (CH V N Gaia), E24 (CH V N 
Gaia), E47 (Norte) 

E7 

1343 1 HSM7 HSM7 

42 4 HSC25 (HPV), E19 (H S. Marcos-Braga), E23 
(ULS Matosinhos), E111 (Norte) 

E111 

728 1 HSC23 (HCVP) HSC23 

22 2 E11 (Coimbra), E31 (H S Marcos-Braga) E31 

16 3 HSM5, E20 (CH Póvoa Varzim), E110 (Lx) E110 

173 2 E15 (HSC-H Cascais), E36 (H S Marcos-Braga) E36 

1384 2 HSC10, ME136676 ME136676 

1383 1 HSC12 HSC12 

94 4 HSC36 (Desterro), E57, E63 (Norte), E128(Lx) E128 

172 1 HSC30 HSC30 

146 2 E14 (HSM Feira), E22 (HSM Feira) E22 

174 1 E16 (H St.º Ant.º) E16 

1324 1 HSM6  HSM6 

785 4 E27 (ULS Matosinhos), E28 (CH Póvoa Varzim), 
E29 (CH Póvoa Varzim), E115 (Norte) 

E115 
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75 1 E30 (HEM) E30 

1009 1 E32 (ULS Matosinhos) E32 

1010 1 E33 (CH V N Gaia) E33 

37 4 E40 (HEM), E104 (Norte), E124, E130 (Norte) E130 

436 4 E41 (H. Barcelos), E45 (Norte), E98 (Norte), 
E121 (Norte) 

E98 

1905 39 E58-62, E66-96, E112-114 E95 

1910 1 E55 (norte) E55 

2184 1 E100 (Lx) E100 

2152 1 E105 (Centro) E105 

48 1 E129 (Centro) E129 

744 1 E107 (Lx) E107 

96 1 E53 (Norte) E53 

435 2 E50 (Norte), E123 (Norte) E123 

65 1 E48 (Norte) E48 
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Anexo II – Testes de suscetibilidade antimicrobiana de S. aureus ATCC 29213 utilizando a 
metodologia do E-test conforme o protocolo EUCAST 2020 realizado em diferentes meios para 
avaliação da interferência dos seus compostos nas leituras da MIC, fotos recolhidas durante o 
presente trabalho.  

 

 

E-test da azitromicina [0.016-256 μg/mL]:         A) Meio MH, MIC = 1 μg/mL, B) Meio BCYE,  MIC = 4 μg/mL 
e C) Meio BYE,  MIC = 6 μg/mL. 

 

 

 

E-test da ciprofloxacina [0.002-32 μg/mL]      A) Meio MH, MIC = 0.25 μg/mL, B) Meio BCYE, MIC = 2 μg/mL 
e C) Meios BYE, MIC = 0.25 μg/mL. 

 

 

A B C 

A B C 
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E-test da levofloxacina [0.002-32 μg/mL]:         A) Meio MH, MIC = 0.19 μg/mL, B) Meio BCYE, MIC = 1.5 
μg/mL e C) Meios BYE, MIC = 0.25 μg/mL.   

A B C 
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Anexo III – Meio BCYE-α 

Meio BCYE agar base (SR0110, Oxoid) 

 

 

constituintes  mg/L 

Carvão ativado  2.0 

Extrato de levedura  10.0 

Agar 13.0 

 

 

 

 Suplemento do meio BCYE (SR0110A, Oxoid) 

 

LEGIONELLA BCYE GROWTH SUPPLEMENT 

 

Componentes  100mL (um frasco 
suplemento) 

Hidróxido de potássio  1.0g 

Pirofosfato de ferro  0.025g 

L-cisteína/ HCl 0.04g 

α -Cetoglutarato 0.1g 
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Anexo IV – Escala de McFarland 
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Anexo V – Aprovação pelo Comité de Ética. 

 


