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1. INTRODUCCION

1.1. Legionella pneumophila y otras legionelas

Las especies del género Legionella son bacterias aerébicas, Gram-negativas, no formadoras
de esporas, en forma de varilla. Tienen un metabolismo no fermentador, y requieren de L-
cisteina y sales de hierro para su crecimiento. Se han colocado en la familia Legionellaceae,
que contiene solo el género Legionella (Riffard et al., 1998).

Las bacterias patdgenas del género Legionella spp. son transmitidas por el agua, el género
incluye 52 especies y 71 serogrupos distintos, (SG).
(http://www.bacterio.cict.fr/l/legionella.html.last accessed on 17 June 2010). (Bargellini et
al., 2010).

Cuadro.1 Especies de Legionella con sus serogrupos y su patogénesis en humanos. (+a), ha sido relacionada

con infecciones humanas (-), no se conoce aislados a partir de infecciones humanas; (+b), presuntamente
relaciona con infecciones en humanos.

Especies de Legionella No. de serogrupos Patogenicidad en seres
humanos »

. adelaidensis
. anisa

. beliardensis
. birmighamensis
. bozemanii

. brunensis

. busanensis

. cherrii

. cincinnatiensis
. drankourtii

. drozanskii
dumoffi
erytra

. fairfieldensis
. fallonii
feeleii

. geestiana

. gormanii

. gratiana

. gresilensis

. hackeliae

. impletisoli

+ 1

+ +

+

+ 1

PNNRPRPRPRPNRPRPNRRPRPRPREPRPRPNRRERRER
+ +



L. israelensis

L. jamestowniensis
L. jordanis

L. lansingensis
L. londiniensis
L. longbeachae
L. lytica

L. maceachemii
L. micdadei
L. moravica

L. nautarum

L. oakridgensis
L. parisienses
L. pneumophila
L. quateirensis
L. quinlivanii
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L

+ +

P RPRPRPRRPRPRPNNNRRRER
+ + + +

-
D

. rowbothamii
. rubrilucens

. sainthelensi
. santicrucis

. shakespearei
. spiritensis

. steigeewaltii
. taurinensis

. tucsonensis

. wadsworthii
. waltersii

. worsleiensis
. yabuuchiae

P RPRPRPRPRPRPRPNRPRPRPNRRNRE
1

A temperaturas entre 20 y 50 °C, Legionella spp. coloniza frecuentemente los sistemas de
distribucion de agua; la presencia de sedimentos, lodos, sarro, moho y otros materiales
dentro del sistema, junto con biopeliculas, se cree que juegan un papel importante en
albergar y proporcionar condiciones favorables para que la bacteria Legionella pueda crecer
(EWGLI 2005; Bargellini et al., 2010).

La infeccion con especies de Legionella se produce a través de la inhalacion de aerosoles
generados a partir de una solucion contaminada o por la aspiracion de agua contaminada
del medio ambiente. (Fields et al., 2002). La manifestacion clinica predominante de la
infeccion por Legionella es la neumonia. Aproximadamente el 85 % de los casos de

legionelosis se deben a L. pneumophila, con aproximadamente 50 % de toda la enfermedad



debida a L. pneumophila serogrupo 1 y 10 % a serogrupo 6 (Reingold et al., 1984; Dowling
etal., 1992).

Aunque otras especies de legionelas son también patdgenos potenciales en humanos (Fields
et al., 2002; Edagawa et al., 2008); la epidemiologia varia en las diferentes regiones y la
neumonia puede ser causada por Legionella spp; L. longbeachae, L. bozemanii, L. dumoffii.
y L. micdadei (Blyth et al., 2009). No esta claro si esta distribucion se debe a una mayor
virulencia inherente de las cepas mas frecuentemente aisladas o, méas probablemente, a la

prevalencia de las distintas cepas en el medio ambiente (Dowling et al., 1992).

Se ha reconocido que la emergencia de legionelosis en la Gltima mitad del siglo ha ocurrido
dentro de un ambiente de incremento en los estandares de calidad de agua potable (USEPA,
2000). La mayoria de las infecciones humanas provocadas por especies, que no son L.
pneumophila, no son neumonicas y aparecen despues de la exposicion a Legionella. Los
casos de infecciones provocadas por especies diferentes a L. pneumophila son debido a: L.
micdadei (60 %), L. bozeemanii (15%), L. dumoffii (10 %), L. longbeachae (5 %) y otras
especies (10 %) (Fang, 1989).

Legionella longbeachae se ha asociado a la exposicién con el abono vegetal en Australia,
los Estados Unidos y Japén (Steele et al., 1990). Los mecanismos de infeccion por medio
del abono vegetal no se han comprendido totalmente. Los brotes de legionelosis asociados a
la construccion o al mantenimiento se cree que es el resultado del desecho del abandono de
biopeliculas (las matrices fangosas producidas e inhabilitadas por bacterias, las cuales les
permiten adherirse a la superficie) o la eliminacion de la carga de 6xido de los sistemas de
tuberias provocado por los cambios en el flujo o la presion del agua (Storey et al., 2004).
Recientemente, se sugirid que habia un espectro de enfermedades provenientes de una

fuente individual y varios brotes de la enfermedad del Legionario y de la fiebre de Pontiac.

En condiciones apropiadas, la mayoria de la Legionella que crece en temperaturas
corporales puede provocar infecciones humanas (Fields, 1996). Las infecciones provocadas
por otras especies diferentes a la L. pneumophila podrian no ser detectadas debido a la falta

de pruebas de diagndéstico aprobadas (Fields et al., 2002).



El solo conteo de Legionella no puede usarse para predecir un foco positivo para que la
bacteria produzca la infeccion. La probabilidad de que un foco provoque la infeccion
depende de muchos factores, como por ejemplo, la carga bacteriana, la eficacia de la
difusion, la manera en que la bacteria se multiplica y la capacidad del foco para formar

aerosoles.

Legionella produce una neumonia severa que generalmente se reporta como brotes
epidémicos con mas de 100,000 casos por afio, esto en los Estados Unidos (CDC, 2005). En
otras partes del mundo la casuistica es semejante, sin embargo, en México no se ha
reportado ningln caso de legionelosis en donde se demuestre el aislamiento del patdgeno a
pesar de que existen las condiciones para que la bacterias pueda crecer de manera
abundante en muchos lugares (Villasefior et al., 2005). Es por eso que la finalidad de este
trabajo es dar a conocer informacion acerca de Legionella y sus consecuencias al no ser
tratada como se debe ya que también causa una enfermedad aguda, enfermedad febril, no
neumonica conocida como fiebre de Pontiac (Dowling et al., 1992); que en muchas

ocasiones es confundida con una gripe, ya que los sintomas son similares.

1.2. HISTORIA

El primer brote de la enfermedad del legionario ocurrié en Austin, Minnesota, en el verano
de 1957 (Osterholm et at., 1983; Edelstein et al., 2008). Setenta y ocho personas en esa
pequefia ciudad de aproximadamente 30,000 personas, desarrollaron neumonia entre junio
y agosto. La terapia con antibidticos no tuvo ningln beneficio aparente, pero el 97 % de las
personas afectadas se recuperaron entre 2 a 14 dias después de la aparicion de la
enfermedad. El origen de la epidemia nunca se determind, y la neumonia no se repiti6 en
los afios siguientes. EI misterio de la causa de la epidemia fue resuelto por la investigacion
de los supervivientes 22 afios después. Esto demostro que los supervivientes habian elevado
significativamente sus anticuerpos para Legionella pneumophila en comparacion con los
controles pareados. Debido a que empleados y no empleado de la planta de empaque se

enfermaron. Lo més probable es que la epidemia se derivd de una torre de refrigeracion.
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Posteriormente en Washington DC. en julio y agosto de 1965, una epidemia de una
enfermedad respiratoria severa caracterizada por la abrupta aparicion de fiebre alta,
debilidad, malestar, y tos no productiva, frecuentemente acompafiada por evidencias
radiogréaficas de neumonia, afecto al menos a 81 personas en el hospital psiquiatrico de St.
Elizabeth. De los pacientes afectados 14 de ellos (17 %) murieron (Thacker, 1987). En esa
ocasion a pesar de realizar intensivas pruebas de laboratorio no se pudo determinar su

etiologia.

Tres afios méas tarde también en Estados Unidos, en un edificio de Oakland country Health
Department, se produjo un nuevo brote de infeccion respiratoria que afecto al 95 % de los
trabajadores, sin llegar a producir mortalidad. Esta variante conocida ahora como fiebre de
Pontiac, afecto a 95 de cada 100 trabajadores y 49 de 170 visitantes se enfermaron. Tres
investigadores del Center for Disease Control (CDC) fueron enviados al interior del edificio
y se enfermaron. Mas tarde ellos fueron reemplazados por otros tres investigadores que

también se enfermaron. El problema se remonté a un condensador evaporativo del sétano.

Un brote inusual de neumonia grave entre los participantes de una convencion de la Legion
Americana en Filadelfia en 1976 dio lugar a la descripcion de la enfermedad del legionario.
Entre 221 personas que contrajeron la enfermedad, 34 (15 %) fallecieron posteriormente
(Maiwald et al., 1998).

En 1977, dos cientificos del Centro de Control de Enfermedades de Atlanta, Estados
Unidos, lograron identificar que la enfermedad era producida por un nuevo tipo de bacteria
gue hasta ese momento no habia sido identificada. Se logrd aislar el microorganismo
patdgeno, al cual se denomino Legionella pneumophila, por los pacientes afectados que
eran excombatientes legionarios y del vocablo griego pneumo, pulmén y philos, amante.

Sus descubridores fueron los bacteridlogos Charles C. Sherland, un experto en lepra y
Joseph E. Mc Dade, especializado en rickettzias, otro tipo de bacterias. Lo interesante del
problema es que ambos especialistas parecen haber comprobado que la enfermedad no era
en absoluto nueva. Sucesivas investigaciones han podido comprobar que esta bacteria

estaria produciendo mas de 70 mil casos de neumonia cada afo en los Estados Unidos.
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Su inclusion en una nueva familia bacteriana fue propuesta en el Primer Simposio
Internacional sobre Enfermedad del legionario en Atlanta, Estados Unidos, en Noviembre
de 1978.

Desde que el descubrimiento inicial del brote de legionelosis en Filadelfia fue causado por
Legionella a partir de un sistema de aire acondicionado del hotel, ha habido una relacion
evidente con las aguas ambientales. L. pneumophila es parte del medio acuéatico natural, y
la bacteria es capaz de sobrevivir a los valores extremos de las condiciones ambientales
(Fliermans et al., 1981; Atlas, 2009).

12



2. ANTECEDENTES

La neumonia adquirida por la enfermedad de los legionarios, ahora ya es reconocida en
todo el mundo, sin embargo la importancia que se le da en Latinoamérica es muy poca,

debido a su incidencia desconocida.

Edelstein y cols. (1982) analizaron ochenta y cinco muestras de agua potable para buscar la
presencia de Legionella pneumophila mediante siembra directa y por métodos de
inoculacion en cerdo de guinea, 33 muestras fueron positivas para Legionella pneumophila
por una 0 ambas técnicas, 14 muestras fueron positivas para L. pneumophila por siembra
directa y solo dos muestras fueron positivas para L. pneumophila por inoculacién en cerdo
de guinea, demostrando que la siembra directa es significativamente mejor que la de

inoculacioén.

Colbourne y cols. (1988) realizaron un estudio para detectar Legionella en los suministros
de agua publica en Inglaterra donde encontraron al organismo en fuentes de agua
subterranea, superficiales y en los sistemas de distribucién de agua y se dieron cuenta que
Legionella esta asociada con biopeliculas o sedimentos.

Marrie y cols. (1992) elaboraron una analisis del agua potable de un hospital en Canada,
donde encontraron que en 545 de las 2200 muestras que estudiaron, se encontré L.
pneumophila. Durante la hipercloracion, 11.7 % de las muestras fueron positivas, mientras
que el 41.6 % fueron positivas en ausencia de cloracion, también encontraron que
dependiendo del lugar donde se recolectaron las muestras, se encontraron Serogrupos
distintos de L. pneumophila, llegando a la conclusién que cada salida de agua sirve como su

propio nicho ecoldgico de los distintos serogrupos de esta bacteria.

Kusnetsov y cols. (1996) estudiaron el crecimiento de L. pneumophila a intervalos de 0 a 5
°C en un rango de temperatura de 41.6 a 51.6 °C, encontrando que la multiplicacion celular
y la produccion de carbono disminuy6 en todas las cepas a temperaturas superiores de 44 a
45 °C. El CO; siguid produciéndose hasta los 51.6 °C, aunque la multiplicacion celular se
detuvo alrededor de los 48.4 a 50.0 °C, estos datos reflejan la capacidad de la bacteria para

tolerar altas temperaturas.
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Ohno y cols. (2003) encontraron que los factores de supervivencia de Legionella
pneumophila en agua caliente de manantial o de agua de grifo se deben a su gran capacidad
de ser cultivable y su actividad metabdlica, donde sugieren que las poblaciones de L.
pneumophila celulares potencialmente puede sobrevivir como organismos libres durante
largos periodos por mantenimiento de la actividad metabodlica, pero temporalmente pierden
la capacidad de ser cultivables en ambientes rigurosos y que requieren de reactivacion por

la ingestion por amebas.

Declerck y cols. (2007) determinaron la capacidad de L. pneumophila a colonizar
biopeliculas flotantes y el impacto de los organismos amebianos como Acanthamoeba
castellanii en la reproduccion de biopeliculas asociadas a Legionella, encontrando que el
aumento de las biopeliculas asociadas con la concentracion de L. pneumophila, fue la

replicacion intracelular en A. castellanii.

Shin y cols. (2008) describen los mecanismos de virulencia que ha desarrollado L.
pneumophila que le permiten replicarse dentro de un protozoo, explicando muchas de las
tacticas de como le permiten a esta bacteria realizar varios procesos y mecanismos para su
supervivencia y como Legionella es capaz de manipular a la célula huésped, asi como los

procesos de la célula huésped para facilitar o impedir su supervivencia intracelular

Kuroki y cols. (2009) evaluaron la relacion entre la incidencia de legionelosis y Legionella
en el agua de bafieras, donde enviaron cuestionarios a 76 prefecturas y laboratorios publicos
municipales de salud en Japén, donde reportaron que en 35 de los 76 se encontraron casos
de legionelosis, donde la edad promedio de los afectados fue de 67 afios y en la mayoria se

encontrd que padecian de diabetes o de presion arterial alta.

Tesauro y cols. (2010) identificaron el protocolo de desinfeccion mas eficaz para reducir la
presencia de L. pneumophila en el sistema de agua de dos hospitales en Italia. Realizando
muestreos del 2004 al 2009 con un total de 271 muestreos en agua caliente, de la salida de
la caldera y el agua caliente de recirculacion de los hospitales, llegando a la conclusion de
que a largo plazo la cloracion de las fuentes de agua caliente, junto con el mantenimiento
cuidadosamente dirigido de tuberias de agua puede conducir a una reduccion efectiva de la

concentracion de L. pneumophila en los sistemas de agua de hospital.
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Giao y cols. (2011) estudiaron la interaccion de Legionella pneumophila y Helicobacter
pylori con algunas especies bacterianas aisladas a partir de biopeliculas de agua potable.
Donde encontraron que H. pylori mostré que Mycobacterium. chelonae y Sphingomonas
spp. pueden ayudar a este patdgeno para mantener cultivabilidad durante al menos 24 horas
y la presencia de Acidovorax sp. y Sphingomonas spp. parecid tener un efecto antagonico
sobre la cultivabilidad de L. pneumophila pero no en la viabilidad (como se evalud por el
contenido de rRNA utilizando la sonda de &cido nucleico peptidico o (PNA), llevando
posiblemente a la formacién de células viables pero no cultivables (VBNC), mientras que el

aumento de M. chelonae puede ayudar a la cultivabilidad de este patdgeno.

Gea y cols. (2012) escribieron un articulo en donde exponen la epidemiologia de la
legionelosis y la importancia del control de la transmision de la bacteria en la lucha contra
la enfermedad, donde escriben que la existencia de novedosas instalaciones o sistemas
como posibles fuentes de proliferacion o dispersion de la bacteria, precisa que sean
incluidas en el ambito de aplicacion del desarrollo de una nueva normativa espariola para la

prevencion y control de la legionelosis.

Harding y cols. (2013) examinaron el papel de dos importantes factores de virulencia de L.
pneumophila, la sefial de peligro que manda la flagelina y la traslocacion de Dot / ICM tipo
IVB secrecion del sistema SdhA, que es crucial para mantener la integridad de la infeccién
de Legionella en su huésped. Ellos demostraron que la flagelina no contribuye a la
virulencia, la replicacion o la induccion de los mecanismos de limpieza. Por el contrario, la
expresion SdhA es importante para la virulencia. Encontraron que en ausencia de SdhA, la
virulencia de Legionella en hemocitos mostré signos de inestabilidad y a su vez poca o nula

adherencia.
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3. DESCRIPCION

3.1. Morfologia y fisiologia de Legionella spp. (Microorganismos tipicos)

Las bacterias del género Legionella son bacilos Gram-negativos aerobios, no esporulados.
Miden de 0.5 a 0.7 um de diametro y aproximadamente de 2 um de longitud; su morfologia
puede ser bacilar o pleomdrfica, a veces con formas de filamentos que pueden alcanzar una
longitud de 20 um. A excepcion de Legionella oakridgensis, que es inmovil, Legionella es
generalmente movil por medio de uno o mas flagelos polares o subpolares (Figura 1) las
especies restantes son flageladas. La pared celular se compone de una membrana
citoplasmatica en la superficie interior, una delgada capa de peptidoglicano, y una
membrana externa que contiene los lipopolisacaridos estables al calor (LPS) con especies y

serogrupos especificos de antigenos O. No hay evidencia definitiva de una capsula.

Figura 1. Legionella pneumophila de 2um con flagelo, el cual le proporciona movilidad. Tomada el 10 de
marzo del 2013 de http://microblog.me.uk/90.

Aunque son bacilos Gram-negativos, Legionella en realidad tifie pobremente en el
procedimiento de Gram y por otros métodos de tincion similares, particularmente en tejidos
infectados. Esto se adjudica a la presencia de &cidos grasos, que son el componente
principal de las paredes celulares. Otros métodos de tincion se han descrito, tales como el
método de impregnacion de plata de Dieterle (1927) los métodos mas eficaces incluyen
anticuerpos acoplados a colorantes fluorescentes y de tincion con inmunoperoxidasa. La
temperatura Optima para el crecimiento in vitro es de 36 °C (limites 15 a 43 °C), con un
tiempo de generacion de 99 minutos bajo condiciones Optimas (Brenner, et al., 1984;
Fealey et al., 1986; Fallon, 1990; States et al., 1993).
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El hébitat natural de agua dulce y el suelo del crecimiento requiere la presencia de otras
bacterias o de protozoos, que se considera que son los huéspedes naturales de Legionella
(Rowbotham, 1980; Tison et al., 1980; Wadowsky, et al., 1985; Campos et al., 1993).

Las bacterias del género Legionella son parasitos intracelulares de protozoos de agua dulce
y utilizan un mecanismo similar para multiplicarse dentro de las células de mamifero. Esta
bacteria causa enfermedades respiratorias en humanos cuando un huésped susceptible
inhala agua en aerosol o aspira agua que contiene a las bacterias (Field, 1996; Field et al.,
2002).

En cuanto a su metabolismo se tratan de bacterias aerobias estrictas, capnofilicas (su
crecimiento en el laboratorio se ve favorecido con una atmosfera que contenga un 3 % de
CO,) vy relativamente inactivas. La principal fuente de energia la obtienen por el
catabolismo de aminoacidos, pero también pueden oxidar glucosa a través de la via de
Embden-Meyerhof-Parnas. La produccion de oxidasa es variable. Todas las especies

contienen superdxido dismutasa asi como catalasa y/o peroxidasa (Yu, 1990; Prats, 2002).

Un pH cercano a la neutralidad es el mas adecuado para el crecimiento de este género
bacteriano. Legionella es termofila, crece en el agua a temperatura entre 20 y 50 °C y posee
un desarrollo 6ptimo a 37 °C (Figura 2). A temperaturas inferiores a 20 °C permanecen
latentes, sin multiplicarse y sobreviven un periodo de tiempo variable entre 40 y 60 °C.
Mueren a temperaturas superiores a 60 °C. La temperatura de crecimiento 6ptimo y
superiores son inusuales en la naturaleza, aunque frecuente en instalaciones y dispositivos

acuaticos artificiales.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LEGIONELLA
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Figura 2. Efecto de la temperatura sobre el desarrollo de las bacterias del género Legionella. Tomada el 15 de
marzo del 2013 de http://www.protecciondelasalud.com/2011/08/legionelosis-biologia-instalaciones-de.html

3.2. Cultivo (caracteristicas de crecimiento)

Son bacterias nutricionalmente muy exigentes, por lo que requieren una combinacion Unica
de nutrientes dentro de un orden para crecer en el laboratorio. Debido a esta caracteristica
son incapaces de crecer en los medios de cultivo empleados habitualmente en los
laboratorios de Microbiologia. Legionella pneumophila fue aislada por primera vez en agar
Muller-Hinton suplementado con hemoglobina e IsoVitaleX. Los componentes esenciales
que permitieron un crecimiento en este medio resultaron ser el hierro, contenido en la
hemoglobina, y la L-cisteina, aminoacido esencial proporcionado por el IsoVitaleX. Estos
refinamientos condujeron al desarrollo del agar Feeley-Gorman, que proporciond mejores
resultados en el crecimiento de la bacteria. Mas tarde, el almiddn fue sustituido por carbon
activado para detoxificar el medio y como fuente de aminoacidos se utilizd extracto de
levadura. Actualmente, el medio mas utilizado para el cultivo de Legionella es Agar BCYE
(Buffered Charcoal Yeast Extract) enriquecido con alfa-cetoglutarato con o sin agentes

selectivos afadido.
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El aislamiento del microorganismo por cultivo estd considerado la técnica de referencia en
el diagnostico microbioldgico de la legionelosis. Es la prueba mas especifica porque
permite la deteccidn de todas las especies y serogrupos de Legionella. Para su crecimiento
se utiliza un medio sélido como el, agar BCYE, tanto en su version enriquecida como
selectiva. Resulta conveniente hacer el cultivo en los dos tipos de medios. Con el empleo
del medio selectivo se consigue eliminar la flora comensal que albergue la muestra y con el
enriquecido se permite el crecimiento de algunas especies de Legionella que pueden ser
inhibidas por los antibioticos en el primer caso (Vickers, 1987). Legionella puede ser
aislada de varios tipos de muestras, entre las que se incluyen agua potable, sangre, tejido
pulmonar y muestras respiratorias, aunque estas Ultimas, como esputos, lavados
broncoalveolares o aspirados bronquiales, son las muestras de eleccion. Esta técnica, a
pesar de tener una alta especificidad (100 %), presenta dos problemas fundamentales, baja
sensibilidad, del 10 a 80 %, segun las series consideradas y largo tiempo de incubacién, que

retrasa el diagnéstico. (Murdoch, 2003).

Los cultivos se examinan después de 72 a 96 horas de incubacién, una de las caracteristicas
de crecimiento de Legionella es que son colonias convexas y redondas con bordes intactos,
el centro de la colonia es generalmente de color blanco brillante con una apariencia que ha
sido descrita como de “cristal tallado”. El centro blanco de la colonia es a menudo

bordeado con un circulo azul, purpura, verde o rojo (Figura 3).

Para algunas muestras de agua con altas concentraciones de bacterias, es necesario utilizar
un procedimiento selectivo para reducir el numero de estas. El tratamiento con &cido y el
calentamiento de muestras se utilizan habitualmente para este propoésito. Las legionelas son
mas resistentes a un pH mas bajo y una breve exposicion a temperaturas mas altas que
muchas bacterias de agua dulce (CDC 2005).
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Figura 3. Se puede apreciar la apariencia de “cristal tallado” y el centro de la colonia delimitado con un
circulo purpura. La iridiscencia puede ser de uno o de varios colores; el significado del color es desconocido.
(Procedures for the recovery of Legionella from the environment 2005)
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4. BIOLOGIAY ECOLOGIA DE LA BACTERIA

4.1. Habitat

Legionella es una bacteria que es capaz de sobrevivir en un @mbito amplio de condiciones
fisico-quimicas (Fliermans et al., 1981), multiplicandose entre los 20 y 45 °C (Stout et al.,
1985, Sanden et al., 1989) y destruyéndose a 70 °C (Groothuis et al., 1985). Su temperatura
Optima de crecimiento es entre los 35 a 37 °C. Legionella es considerada una bacteria
ambiental ya que su nicho natural son las aguas superficiales como lagos: rios, estanques,
formando parte de su flora bacteriana (Fliermans 1981, Tison et al., 1983, Joly et al., 1984,
Hierro et al., 1985, Ortiz-Roque et al., 1987, Verissimo et al. 1991), aunque recientemente
Hui (2013) encontrdé a Legionella pneumophila serogrupo 1 en sustancias que contiene
grasas tales como: aceite mineral, vaselina o gotas nasales, causando neumonia lipoide, una
neumonia poco frecuente. Desde estos reservorios naturales la bacteria coloniza los
sistemas de abastecimiento de las ciudades (Voss et al., 1985; Colbourne, 1988), y a través
de la red de distribucion de agua, se incorpora a los sistemas de agua sanitaria (fria o
caliente) u otros que requieran agua para su funcionamiento y puedan generar aerosoles.
Estas instalaciones, en ocasiones, favorecen el estancamiento del agua y la acumulacién de
productos que sirven de nutrientes para la bacteria, como lodos, materia organica, material

de corrosion y amebas, formando una biopelicula (Barbaree et al., 1986).

La presencia de esta biopelicula juega un papel importante, junto con la temperatura del
agua, en la multiplicacién de Legionella hasta concentraciones infectantes para el hombre.
A partir de estos lugares, las concentraciones de la bacteria pueden alcanzar otros puntos
del sistema en los que, si existe un mecanismo productor de aerosoles, la bacteria puede
dispersarse en forma de aerosol. Las gotas de agua conteniendo la bacteria pueden
permanecer suspendidas en el aire y penetrar en las vias respiratorias alcanzando los

pulmones (Fitzgeorge et al., 1983).

Las instalaciones que mas frecuentemente se encuentran contaminadas con Legionella y
han sido identificadas como fuentes de infeccion son los sistemas de agua sanitaria, caliente
y fria (Tobin et al., 1980; Wadowsky et al., 1982; Bartlet et al., 1983; Stout et al., 1992;
Joseph et al., 1996), torres de refrigeracion (Dondero et al., 1980; Mahony et al., 1990;
Watson et al., 1994; Fiore et al., 1997) y condensadores evaporativos (Cordes et al., 1980;
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Breiman et al., 1990), tanto en hospitales como en hoteles u otro tipo de edificios. En la
literatura cientifica también se encuentran descritas en el ambito hospitalario, infecciones
relacionadas con equipos utilizados en terapia respiratoria (Arnow et al., 1982; Kaan et al.,
1985; Moiraghi et al., 1987; Mastro et al., 1991). Otras instalaciones relacionadas con
infeccion como fuentes ornamentales (Schlech 1990; Hlady et al., 1993), humidificadores
(Mahoney et al., 1992), centros de rehabilitacion y recreo (Bornstein et al., 1989), y
piscinas en cruceros (Jernigan et al., 1996).

Una caracteristica biolégica importante de esta bacteria es su capacidad de crecer
intracelularmente, tanto en protozoos (Barbaree et al., 1986) como en macréfagos humanos
(Horwitz et al., 1980). En ambientes acuaticos naturales y en instalaciones de edificios la
presencia de protozoos juega un papel importante soportando la multiplicacion intracelular
de la bacteria, sirviendo este proceso de mecanismo de supervivencia en condiciones
ambientales desfavorables (Rowbotham 1980; Fields et al., 1989; Steinert et al., 1997).

4.2 Ciclo de vida Legionella pneumophila.

Los ciclos de vida dicen mucho acerca de la historia natural de un organismo vivo. Se trata
de una sintesis de afios de evolucion, de adaptacion, de especializacion y de su
supervivencia en la naturaleza. Desde el punto de vista de las enfermedades infecciosas, los
ciclos de vida pueden proporcionar pistas para entender los mecanismos de patogénesis de
un parésito particular. El origen de los patégenos y la evolucion de la virulencia se
encuentran dentro del dominio de la ecologia microbiana, y el ciclo de vida de L.

pneumophila seguramente no es la excepcion.

Las amebas son los huéspedes primarios naturales de L. pneumophila y constituyen el eje
central alrededor del cual el ciclo de vida de L. pneumophila gira (Figura 4). Actualmente,
se reconocen alrededor de 52 especies de Legionella. (Benson et al., 1998), todas las cuales
son capaces de parasitar amebas. Ademas, un gran nimero de legionelas que no se pueden
cultivar in vitro demuestran que ha desarrollado relaciones intracelulares con amebas
especificas. Muy probablemente, los miembros del género Legionella (incluida L.
pneumophila) aprendieron a convertirse en parasitos intracelulares a través de encuentros

frecuentes con amebas (Molmeret et al., 2005), y desde entonces han evolucionado hasta
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establecer un amplio espectro de relaciones con estos huespedes, desde la intracelular

facultativa y patdgena, a endosimbiotica.

El ciclo de vida de L. pneumophila, descrito por primera vez por Rowbotham (1986), se
inicia con la invasion de un ejército de amebas, y procede a través de una serie de eventos
intracelulares que conducen a la replicacion activa de L. pneumophila y luego a la
liberacion de la progenie bacteriana que infecta a nuevos huéspedes. Como era de esperar,
el ciclo comienza y termina en el mismo punto (es decir, infeccién de un nuevo huésped).
La siguiente es una breve descripcion de los eventos especificos que constituyen el ciclo de

vida de L. pneumophila y su progresion a través de sus huéspedes.

Legionella pneumophila tiene dos fases distintas en su ciclo de vida: una fase replicativa
seguida de una fase infecciosa o transmisiva. La fase replicativa cuenta con una bacteria no
movil con una toxicidad baja o inexistente. La fase infecciosa se produce después de una
transformacion que conduce a una mas corta, y mas gruesa varilla. Esta nueva forma es
movil debido al crecimiento de los flagelos y es mucho mas toxica para su huésped. El
cambio a la fase infecciosa se produce una vez que la bacteria ha agotado las fuentes
locales de nutrientes en el huésped, lo que desencadena varias respuestas via especifica
(Swanson, 2007).

4.2.1 Modo de infeccion

Los hospederos principales de L. pneumophila son los macréfagos, amebas y humanos. La
bacteria inicia la infeccion al ser fagocitado por los macrofagos al igual que cualquier
microbio extrafio. Sin embargo una vez en el interior del macréfago, L. pneumophila
empieza a replicarse (Fraser, 1986). La bacteria también se rodea de una gruesa membrana
vacuolar, que ademas previene la lisis. Una vez que los nutrientes de los macrofago
hospederos se agotan, las bacterias recién replicadas entrar en su fase de transmision, lisan

los macrdfagos infectados y reinician el proceso de infeccion.

Existen dos cambios morfologicos importantes en el ciclo de vida de L. pneumophila. El
primer cambio es la formacion de vacuolas unidas a la membrana que protege a la bacteria
una vez que ha sido fagocitada por los macrofagos. Este cambio estructural proporciona

una barrera fisica que impide que las bacterias en su fase replicativa se presenten en un
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lisosoma (Swanson, 2007). El segundo cambio es la transformacion de la bacteria de su
fase replicativa a su fase infecciosa, con varios cambios morfoldgicos distintos. Todos estos
cambios aumentan la virulencia de las bacterias e incluyen el crecimiento de los flagelos
que confieren la motilidad de L. pneumophila, lo que le permite hacer mas facilmente

contacto con las células huésped (Rathore et al. 2006).
4.2.2 La invasion celular de Legionella

La unién de L. pneumophila a su hospedero y la posterior invasion parecen involucrar a
varios actores moleculares. La lectina de 170-kD galactosa/N-acetylgalactosamina-
inhibidora de amebas (Gal / GalNAc lectina) parece servir como un receptor para L.
pneumophila, y es necesario para la invasion de una ameba de vida libre como Hartmanella
vermiformis (Venkataraman et al. 1997). Este receptor es desfosforilado en la interaccion
de L. pneumophila con H. vermiformis, un proceso que requiere el contacto con bacterias
viables, lo que sugiere que L. pneumophila desempefia un papel activo en el proceso de
invasion. Debido a que la invasion depende a menudo de acoplamiento efectivo, es posible
que la lectina Gal / GaINAc sirva como un sitio de unién primario requerido para llevar a
Legionella cerca de un receptor secundario que media la invasion. Sin embargo, el ligando
bacteriano para la lectina Gal / GalNAc no ha sido todavia identificado. Todavia no esta
claro qué mecanismo molecular llevan a cabo las amebas para internalizar a L.
pneumophila (o qué mecanismo activara L. pneumophila para su internalizacion por
amebas) ya que la inhibicién de la polimerizacion de actina citocalasina D, o la interrupcién
de microttbulos por la colchicina no inhiben la captacion de L. pneumophila (Harb et al.,
1998; King et al., 1991). Sin embargo, las proteinas del citoesqueleto como paxillin y
vinculin homélogos se desfosforilaron selectivamente a la interaccion de H. vermiformis
con L. pneumophila (Venkataraman et al., 1998), lo que sugiere que estas proteinas pueden

estar implicados en la internalizacion de L. pneumophila.

Sin embargo, otras formas de internalizacion (tal vez se asemeja endocitosis mediada por
receptor 0 macropinocitosis) ocurren y parecen ser incluso mas comun que la fagocitosis
(Abu-Kwaik 1996; Campos 1993; Venkataraman et al., 1998). Como lo implica Harb y
cols. (1998) no se debe asumir que todas las amebas utilizan los mismos mecanismos para

internalizar a L. pneumophila.
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4.2.3 Internalizacion y crecimiento celular.

Los sucesos morfolégicos que siguen a la internalizacion de L. pneumophila por amebas
son similares a los caracterizado a fondo en células de mamifero. Estos incluyen la
asociacion de la vacuola que contiene Legionella con vesiculas y el reticulo endoplasmico,
la deformacién de la membrana, etc. Ademas, los métodos bioquimicos han demostrado
que las vacuolas de las amebas que contienen L. pneumophila no se fusionan con los
lisosomas, y posteriormente adquieren el reticulo endoplasmatico (RE) y marcadores (Abu-
Kwaik 1996). Es dentro de esta vacuola especializada rodeada por el RE que L.
pneumophila se replica. Los mismos eventos intracelulares morfoldgicos y bioquimicos
descritos en Hartmanella y en Acanthamoeba también suceden en la ameba Dictyostelium
discoideum (Hé&gele 2000, Solomon et al., 2000). Esta ameba ha surgido como un modelo
excelente para estudiar la interaccion de Legionella-hospedero, principalmente debido a
que es un organismo haploide con una secuencia de genoma conocido, y para el cual varias
herramientas genéticas se han desarrollado (Cianciotto et al., 1992; Cirillo et al., 2002; Gao
et al., 1997; Liles et al., 1999; Miyake et al., 2005; Polesky et al., 2001; Pruckler et al.,
1995; Segal et al., 1999).

Sin embargo, L. pneumophila parece utilizar exclusivamente los subconjuntos de genes
para establecer infecciones intracelulares en células de mamifero (Gao et al., 1998) o
amebas (Brieland et al., 1997).

4.2.4 Fin de la replicacién y salida.

Una vez que la célula huésped se ha perdido después de la replicacion de L. pneumophila,
la bacteria progenie se libera al ambiente donde las nuevas células huesped se encuentran, y
entonces el ciclo de vida se completa. La muerte de la célula huésped y la liberacion de las
bacterias progenie parecen ser dos procesos relacionados que son impulsados por la

capacidad de L. pneumophila a forma poros en las membranas.

L. pneumophila puede ser liberada dentro de las vesiculas, probablemente como
consecuencia de las amebas tratando de deshacerse de sus vacuolas alimenticias antes del
enquistamiento. En este proceso, las vesiculas que contienen cientos de legionelas son

producidas, en contraste con la liberacion de Legionella por el proceso litico. Debido a que
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estas vesiculas son de tamafio respirable, se ha argumentado que podrian actuar como
complejas unidades infecciosas en la transmision de la enfermedad del legionario. Por otra
parte, dentro de las vesiculas Legionella parece ser mas resistente a algunos de los retos
ambientales (Berk et al., 1998), lo que sugiere que este modo de salida esta asociada con

ventajas adicionales.
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Figura 4. El ciclo de vida ambiental de L. pneumophila dentro de los protozoos. 1. L. pneumophila a partir de
biopeliculas con otras bacterias 0 protozoos en suspension de protozoos infectados. 2. A raiz de la
entrada, L. pneumophila reside en una vacuola unida a una membrana que recluta a organelos de la célula
huésped, tales como la mitocondria y el reticulo endoplasmico rugoso y dot/icmy pmi se fusiona con los
lisosomas (3b). L. pneumophila se replica dentro de esta vacuola especializada y alcanza un gran nimero
(3a). 4. Legionella libre, lisa su célula huésped, la ameba se encuentra intacta pero llena de Legionella y
posteriormente excreta vesiculas llenas de la bacteria. 5. La transmisién al hombre se produce a través de
medios mecanicos, tales como grifos y duchas. La infeccion en seres humanos se produce por inhalacién de la
particula infecciosa y establecimiento de la infeccion en los pulmones. 6. Las Legionellas que han escapado a
su célula huésped puede sobrevivir en suspension durante largos periodos de tiempo, reinfectar otros
protozoos, o recolonizacion de biopeliculas. Tomada el 15 de marzo del 2013 de
http://newsarchive.asm.org/oct00/figs/fig1f2.htm.
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4.3. Biopeliculas y Legionella en el ambiente

Las biopeliculas (Figura 5) son comunidades integradas por organismos procariotas y
eucariotas, como: bacterias, algas, hongos y protozoos, en el seno de una estructura o
matriz polimérica, que se asocian estableciendo interacciones que contribuyen al
mantenimiento de las mismas (Atlas et a., 2002). Por lo tanto la biopelicula es una forma de

resistencia de los microorganismos que lo forman a condiciones adversas tales como la
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limitacion de nutrientes, el pH o el oxigeno. EI movimiento del agua en los circuitos puede
provocar que algun microorganismo se desprenda de la biopelicula dando lugar a la
colonizacion de otras zonas del circuito si las condiciones lo permiten. La arquitectura de
las biopeliculas es heterogénea, de modo mas comun las microcolonias adquieren una
morfologia coniforme o en forma de hongo, entre las que se encuentran canales por los que
circula el agua, funcionando de un modo similar a lo que seria un sistema circulatorio
primitivo, permitiendo la llegada de nutrientes, la eliminacion desechos y la comunicacion

interbacteriana.

En estas comunidades se ha encontrado la asociacion Legionella—protozoo y también a
Legionella en forma libre. De hecho, la amplia disponibilidad de nutrientes en las
biopeliculas ha llevado a algunos investigadores a plantear que esta forma de legionela sésil
podria sobrevivir y multiplicarse extracelularmente en ausencia de protozoos hospedadores
(Rogers et al., 1992), de modo similar a otras bacterias de multiplicacion facultativa
intracelular. De ser cierta esta posibilidad de multiplicacion extracelular en el seno de
biopeliculas, podria tener importantes repercusiones en las estrategias de control (Fields et
al., 2002). Pero hoy, sin embargo, se acepta de modo generalizado que esta bacteria, en
ausencia de protozoos, puede persistir en biopeliculas durante largos periodos, pero no
multiplicarse. Algunas biopeliculas estudiadas, como son las asociadas a implantes médicos
como catéteres, valvulas artificiales, lentes de contacto, etc., generan gran preocupacion, ya
que pueden ser hasta 500 veces mas resistentes a los antibidticos que las células
planctonicas o de flotacion libre. De hecho en ecosistemas acuaticos, muchos de los
tratamientos quimicos sobre las biopeliculas tienen un efecto limitado, viéndose afectados

los microorganismos que residen en las biocapas superficiales.

27



FORMACION DE BIOPELICULAS :

FIJACION | COLONIZACION' | CRECIMIENTO
= LIQUIDO A GRANEL
< S OS O ~
= c2gos o> S355g
0 R2s > "S53 p3)
oaQ S °c.°2 o <
Qoo TS 2.2
‘:Z’f,’ ;"q,%%go
D52 0 MY
ooob OQO o i
0 o= © S, o
L e - DS SBWNo | oS T ENTDS
s - - Cc

1995 CENTER FOR BIOFILM ENGINFERING MSU-BOZEMAN

Figura 5. Formacién de biopelicula. Primero el protozoo, alga, hongo o bacteria se adhiere a la superficie, una
vez en la superficie, estos organismos secretan una sustancia viscosa o similar al pegamento (polisacaridos)
que les permite fijarse firmemente en la superficie y forman conexiones con otros organismos. Después de la
unioén, estos organismos se dividen y se expanden en las comunidades multicelulares o microcolonias y crear
una barrera protectora cominmente conocida como una biopelicula. Tomada el 22 de marzo del 2013 de
http://www.uweb.engr.washington.edu/research/tutorials/biofilm.html.

4.4.- Factores fisico-quimicos que favorecen la supervivencia de Legionella spp. en el
ambiente.

Para que Legionella spp. pueda llegar a tener capacidad infectiva, es necesario que alcancen
en el agua una cierta concentraciéon de los mismos. Los principales factores favorecedores

para su supervivencia y multiplicacion, son los siguientes:

Legionella es una bacteria termotolerante, capaz de multiplicarse entre los 20 y 45 °C, con
un crecimiento optimo alrededor de 37 °C (Katz et al., 1987), puede sobrevivir entre los 40

y 60 °C, inactivandose por encima de los 70 °C (Groothuis et al., 1985).

El agua, por si sola, no permite la proliferacién de Legionella, Legionella pneumophila
puede sobrevivir durante largo tiempo, pero no multiplicarse, en agua destilada y agua
sanitaria esteril (Skaliy et al., 1979). La suciedad del agua garantiza la presencia de otros
microorganismos y nutrientes apropiados para su crecimiento. Hay una relaciéon entre
Legionella y otros microorganismos (algas, cianobacterias, protozoos) en forma de
constituyentes organicos disueltos por un exceso de produccion nutrientes organicos o bien
por descomposicion de los microorganismos (aminoacidos como cisteinas) (Roger et al.,
1994).
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En 1963, Drozanski (1963) describié el aislamiento de unos parasitos de amebas
procedentes de muestras de suelo que eran incapaces de crecer en medios de cultivo de
laboratorio. Es posible que estos parasitos bacterianos fueran Legionella spp. Sin embargo,
no fue hasta 1980 que se describi0 la relacion entre amebas y L. pneumophila (Rowbotham
1980).

Los protozoos ayudan a Legionella a protegerse de los efectos de los biocidas y de la
desinfeccion térmica. Legionella spp. puede sobrevivir en amebas enquistadas durante
largos periodos de tiempo (Barker et al., 1992). Las amebas enquistadas se mantienen
viables después de tratamientos con 100 mg/L de cloro durante 10 minutos asi como
después del tratamiento a 80 °C (Storey et al., 2004), y se ha postulado que este puede ser
el mecanismo por el que L. pneumophila es capaz de sobrevivir a condiciones ambientales
adversas y sobrevivir en los aerosoles transmitidos por el aire, junto con su capacidad de

entrar en estado de viable pero no cultivable.

La formacion de procesos de corrosion es un factor muy importante que favorece el
desarrollo de Legionella. Aparte de ser un elemento importante en el desarrollo de
biocapas, el hierro actia como un nutriente de Legionella favoreciendo su multiplicacion,
aungue también el almidén o carbon de lefia mas cisteina y agregados de hierro (Pine et al.,
1979). Los cetoacidos, agregados de hierro y cisteina juntos estimulan el crecimiento de

Legionella en ausencia de luz (Pine et al., 1986).

Cuadro 2. Condiciones favorables para la proliferacion de Legionella

Temperatura Con un rango entre 25y 45 °C.
Mayor entre 35y 37 °C.

Estancamiento de agua Existencia de zonas muertas, baja la velocidad
de circulacidn

Calidad del agua Presencia de nutrientes, depdsitos de solidos
en suspension, conectividad, turbidez, etc.

Tipo de superficie en contacto con agua Tipo de material (celulosa, madera, etc.),
rugosidad, depdsitos calcicos, corrosion.

Deposito bioldgicos (biocapa) Protozoos, algas, bacterias.
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Las instalaciones, que colonizadas poseen elementos que amplifican y favorecen su
crecimiento por la acumulacién de nutrientes y sedimentos, y que mas frecuentemente se
contaminan con Legionella y han sido identificadas como fuentes de infeccion, son los
sistemas de distribucién de agua sanitaria y los equipos de enfriamiento por dispersion de

agua en un flujo de aire (torres de refrigeracion) tal y como se especifica en el cuadro 3.

Cuadro 3. Instalaciones con mayor, menor y riesgo de proliferacion de Legionella.

1. Instalaciones con mayor probabilidad
de proliferacion y dispersion de Legionella:

a) Torres de refrigeracion y condensadores evaporativos.

b) Sistemas de agua caliente sanitaria con acumulador y
circuito de retorno.

¢) Sistemas de agua climatizada con agitacién constante y
recirculacion a través de chorros de alta velocidad o la
inyeccion de aire (spas, jacuzzis, piscinas, vasos o
baneras terapéuticas, baneras de hidromasaje,
tratamientos con chorros a presién, otras).

d) Centrales humidificadoras industriales.

2. Instalaciones con menor probabilidad de
proliferacion y dispersion de legionela:

a) Sistemas de instalacion interior de agua fria de
consumo humano (tuberias, depdsitos, aljibes),
cisternas o depésitos moéviles y agua caliente sanitaria
sin circuito de retorno.

b) Equipos de enfriamiento evaporativo que pulvericen
agua, no incluidos en el apartado 1.

¢) Humectadores.

d) Fuentes ornamentales.

e) Sistemas de riego por aspersién en el medio urbano.
f) Sistemas de agua contra incendios.

g) Elementos de refrigeracion por aerosolizacion, al aire
libre.

h) Otros aparatos que acumulen agua y puedan producir
aerosoles.

3. Instalaciones de riesgo en terapia respiratoria:
a) Equipos de terapia respiratoria.

b) Respiradores.

¢) Nebulizadores.

d) Otros equipos médicos en contacto con las vias
respiratorias.
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4.5. Invasion a protozoos por Legionella spp.

Legionella pneumophila es una bacteria intracelular que reside dentro de amebas y
macrofagos en un compartimento especializado denominado (LCV) o vacuolas que
contiene legionelas. Ademas de proporcionar un nicho intracelular para la replicacion, la
LCV ayuda a prevenir la liberacion de componentes bacterianos en el citoplasma (Harding
et al., 2013). En la Gltima década se ha avanzado notablemente en desentrafiar la resistencia
de algunos microorganismos a su predacion natural por protozoos, acufiandose el término
ARB por sus siglas en inglés (Bacterias Resistentes a Amebas) o, mas recientemente, el de
microorganismos resistentes a amebas. Esta resistencia varia hasta asociaciones simbioticas
como el parasitismo (Winiecka-Krusnell et al. 2001). Patdgenos tan relevantes como
Coxiella burnetii, Escherichia coli O157, Francisella tularensis, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio cholerae, Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Legionella spp., etc. (Greub
et al., 2004) disponen de mecanismos de resistencia cuya comprension plantea importantes
implicaciones clinicas y epidemiolégicas (Winiecka-Krusnell et al., 2001) en ambitos como

la seguridad alimentaria, la seguridad quirdrgica, la sanidad ambiental, entre otras.

De todos los microorganismos resistentes a amebas, la relacion que Legionella establece
con ciertos protozoos de vida libre, es sin duda la mejor conocida. Se han descrito 14
diferentes especies de amebas y dos de protozoos ciliados en los que Legionella es capaz de
multiplicarse (Borrella et al., 2005), entre los que destacan los géneros Acanthamoeba
(Figura 6), Naegleria, Tetrahymena y Hartmannella, cuya presencia en el agua y suelo es
muy frecuente, especialmente los dos primeros en ambientes hidricos termales.
Rowbotham, al inicio de los afios ochenta, hizo una detallada descripcién muy novedosa
para su tiempo. Observo que Legionella, tras su ser fagocitada por amebas, contrariamente
a lo esperado, iniciaba su replicacion en el interior del fagosoma o vacuola digestiva,
aumentando consecuentemente de tamafio hasta ocupar todo el espacio citoplasmatico. La
lisis final de la ameba, con la liberacion masiva de bacterias al medio, iniciaria nuevamente

el ciclo en otras amebas.

También, advirtié que en ocasiones se formaba en vez de una sola vacuola grande, diversas
vesiculas de menor tamafio y que tras la lisis del protozoo se liberaban, no solo bacterias,

sino también vesiculas sin romper llenas de bacterias. No pudo, a pesar de todo, discernir
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en qué casos se producian vesiculas y en cuales se formaba una sola vacuola. Pero planteo
la hipdtesis que estas vesiculas, de tamafio respirable menor de 5 um, que contenian formas
viables de Legionella, podian constituir las particulas infectivas de la Enfermedad del
Legionario, lo que explicaba entre otros interrogantes, porque la enfermedad no se
transmitia entre personas. Estudios posteriores, en 1998, detallaron como maés del 90 % de
las vesiculas cargadas de bacterias expelidas por Acanthamoeba, tenian un tamafio entre 1 a
5 um, y eran por tanto capaces de inhalarse y alcanzar el alveolo pulmonar. Estas vesiculas
cargadas de Legionella son muy resistentes a la accion de los biocidas y a tratamientos
fisicos (Berk et al., 1998). Las amebas de vida libre presentan basicamente dos estados: el
trofozoito, o forma de vida metabolicamente activa, y el quiste, o forma de resistencia,
generado cuando las condiciones medioambientales son adversas. Rowbotham (1986),
también describio la habilidad de Legionella de permanecer en el interior de los quistes
formados a partir de trofozoito infectados, manteniéndose viables durante largos periodos
de tiempo. Estudios posteriores, confirmaron como amebas infectadas con Legionella, antes
de su enquistamiento, liberaban al medio gran parte de las vesiculas presentes en el

trofozoito, cargadas de bacterias.

Berk, (1998) y su grupo de investigacion en la Universidad de Tennessee, han comprobado
que es de suma importancia la relacion numérica que haya entre bacterias y protozoos, el
ratio que se conoce con el nombre de infeccion de multiplicidad o por sus siglas en ingles
MOI (multiplicity of infection). Asi, cuando el numero de bacterias libres aumenta en
relacion al namero de amebas, hasta alcanzar ratios de 1.000 a 1 (MOI mayor de 103), el
namero de vesiculas producidas por cada ameba también aumenta. Valores bajos del radio
(MOI menor a 102) parece que llevan a la formacién de un escaso numero de vesiculas o
una sola vacuola de gran tamarfio con gran nimero de formas moéviles de Legionella. Parece
como si la estrategia utilizada por la bacteria fuera la de aumentar su numero cuando la
poblacién de protozoos a infectar es grande, para pasar a formar vesiculas conforme el

namero de protozoos infectados disminuye.
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Figura 6. Trofozoito de Acanthamoeba Los trofozoitos son pleomérficos, tienen una vacuola contréactil,
polaridad antero-posterior, seudépodos con apariencia de espinas (acantépodos), nicleo también con nucléolo
grande, central y su tamafo oscila entre 15 - 50 um, de acuerdo a la especie. Tomada el 02 de abril del 2013
de http://www.faba.org.ar/fabainforma/402/peec01.htm.

La simbiosis intracelular es un fenémeno biolégico amplio e importante. Uno de los
modelos in vitro mas estudiados, es el que se lleva a cabo entre Legionella y amebas de
vida libre (Herrera et al., 1998).

Algunas asociaciones comenzaron como infecciones patdgenas letales; tal es el caso de
Amoeba proteus, especie cultivada por Jeon, durante 1966 en la Universidad de Tennessee,
la cual fue infectada por bacterias. Al principio, el gran nimero de bacterias internas mato a
casi todas las amebas, esto, debido a que estas bacterias debilitaron las enzimas digestivas
de las amebas mediante la expulsion de las enzimas a través de la membrana de las
vacuolas digestivas. Debido a estas bacterias no eran digeridas, atravesaban la membrana
de las vacuolas y entraban al citoplasma, ahi comenzaban a crecer y a dividirse. Si las

bacterias se dividian antes de que las amebas lo hicieran, entonces las amebas se lisaban.

Este comportamiento bacteriano es extremadamente similar al de las bacterias que
producen la “enfermedad del Legionario”, por lo cual se le llamo Legionella a esta especie
de bacterias. Sin embargo, este crecimiento bacteriano puede ser restringido por la célula
infectada. Jeon (1995), logré observar que algunas de las amebas poseian un nimero
significativamente menor de bacterias, por lo cual su infeccién era benigna. Después de 5
afios, la mayoria de las amebas poseian este bajo nimero de bacterias, lo cual mostré que
los descendientes de las amebas que sobrevivieron a la infeccién, ahora requerian de estas
mismas bacterias para su supervivencia y crecimiento. Lo que antes fue una infeccion

patdgena se habia convertido en una simbiosis mutualista (Margulis et al., 1992).

33


http://www.faba.org.ar/fabainforma/402/peec01.htm

Podemos definir los diferentes tipos de relaciones simbioticas de la siguiente manera: habra
“competencia” entre los miembros de una comunidad por las fuentes de nutrientes y
energia cuando estos sean escasos, Y si no lo son, entonces los organismos se multiplicaran
y competiran por el espacio; “comensalismo” cuando un organismo se¢ beneficie mientras
que el otro aparentemente no sufra alteracion alguna; “amensalismo” cuando un organismo
sea afectado mientras que el otro no lo sea; “parasitismo” y “depredacion” cuando un
organismo se beneficie y el otro sea afectado o incluso muerto; “mutualismo” cuando
ambos organismos se beneficien entre si; y “sintrofia” cuando los dos organismos se
encuentren a menudo juntos y sean mas productivos en combinacién que separados
(Campbell, 1987; Herrera, 1998).

Se cree que la mayoria de los protozoarios sirven como células hospederas para la
replicacion intracelular de ciertas especies de Legionella (Newsome et al., 1998). En los
ultimos afios se ha incrementado el ndmero de estudios in vitro, que documentan la
ecologia y patogenicidad por multiplicacion intracelular de algunas especies de Legionella
en amebas de vida libre (Kwaik et al., 1998), tales como Acanthamoeba spp. Naegleria
spp. y Hartmannella spp. (Newsome et al., 1998; Berk et al., 1998; Neumeister et al.,
1997); ademas de otros protozoarios, tales como Tetrahymena spp. (Barbaree et al., 1986).
Una de estas especies es L. pneumophila, la cual llega a reproducirse en el interior de las
amebas, pero se vuelve no cultivable cuando se aisla de la célula hospedera y se cultiva en
el laboratorio (Adeleke et al., 1996); esto debido a que las amebas le proporcionan un
ambiente mas favorable que el de los medios de cultivo convencionales. Sin embargo, esta
puede ser reactivada al ser introducida en una nueva ameba, como es la Acanthamoeba
castellanii (Steinert et al., 1997).

Cabe destacar que a L. pneumophila se le ha considerado como patégena, no solo para las
células humanas sino también para las amebas, debido a que estas se lisan como resultado
de la replicacion intracelular de la bacteria (Newsome et al., 1998), una vez que ésta logra
atravesar la membrana de las vacuolas digestivas y ha penetrado en el citoplasma de la
ameba. También se ha estudiado la transmisibilidad de algunos endosimbiontes bacterianos
entre clones de especies de Acanthamoeba (Gautom et al, 1995). En algunas especies de
Legionella, se ha llevado a cabo la multiplicacion extracelular en agar amortiguado de
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carbén y extracto de levadura (agar BCYE); pero sin éxito en una variedad de medios de
cultivo convencionales (Newsome et al., 1998). La mayoria de las especies de Legionella
estudiadas han sido aisladas del suelo, agua, sistemas de aire acondicionado y enfriamiento,

regaderas y pacientes con neumonia (Adeleke et al., 1996).
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5. PATOGENICIDAD DE Legionella

5.1. Patogenia

La caracteristica principal de la patogénesis de Legionella es su capacidad para
multiplicarse intracelularmente. Durante la infeccion de las células por Legionella
pneumophila, la bacteria segrega un gran nimero de proteinas efectoras en el citoplasma de
la célula huésped, lo que le permite alterar muchos procesos celulares y hacer que la
vacuola y la célula huésped se tornen mas hospitalarias para la replicacion bacteriana (Sun
et al.,, 2013) En su habitat natural se multiplica, fundamentalmente, en el interior de
protozoos de vida libre. Podria suponerse que una bacteria capaz de sobrevivir a la
fagocitosis y lisis dentro de un protozoo, e incluso capaz de multiplicarse, esta
paralelamente seleccionada para sobrevivir a la fagocitosis por un macréfago alveolar

cuando accidentalmente llega al pulmén humano.

Los factores de virulencia que facultan a Legionella no se han definido claramente, pero se
sabe que un cambio importante inducido por la infeccion, es el reclutamiento de vesiculas
derivadas del reticulo endoplasmico a la superficie de la vacuola, donde se fusionan con la
membrana vacuolar y evita que se acidifique (Sun et al., 2013). No obstante, el analisis del
proceso de infeccion en protozoos y células huésped humanas han ayudado a identificar

algunos factores.

Las estructuras de superficie de membrana juegan un papel importante en la patogenia de
Legionella (Cianciotto, 2001; Heuner, 2002). La adherencia seguida de la entrada de la
bacteria en la célula huésped es un paso crucial en el ciclo de infeccidn. Ciertas proteinas
de superficie de membrana junto con el lipopolisacaridos (LPS), el flagelo y el pili tipo 1V,
estan involucrados en la adherencia y entrada de Legionella en macrofagos alveolares y
protozoos. Estas proteinas incluyen, entre otras: la principal proteina de la membrana
externa o por sus siglas en ingles the major outer membrane protein (MOMP), la proteina
de choque térmico o por sus siglas en inglés the heat shock protein (Hsp60) y potenciador
de la infectividad del macrofago o por sus siglas en inglés, macrophages infectivity

potentiator (mip).
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La MOMP es una porina que se une al componente C3 de complemento, y media la entrada
de L. pneumophila via receptores de macréfagos de complemento CR1 y CR3 (Belliger et
al., 1990). Sin embargo, la fagocitosis de L. pneumophila también puede producirse por un

mecanismo independiente de complemento (Weissgerber et al., 2003).
La proteina Hsp60 aumenta la invasion de células epiteliales (Gardufio et al., 1998)

La proteina Mip, codificada por el gen mip (Field, 1996), es un producto claramente
asociado a la virulencia de Legionella; es necesaria para una infeccion eficiente tanto en
células fagociticas humanas como protozoos (Cianciotto et al., 1992) ya que interviene en
todo el género (Cianciotto et al., 1989) e incluso se utiliza la secuencia de gen mip para
identificar especies de Legionella (Ratcliff et al., 1998).

5.2. Descripcion de las enfermedades que provoca Legionella spp.

La legionelosis es una enfermedad bacteriana de origen ambiental que presenta
fundamentalmente dos formas clinicas perfectamente diferenciadas: la infeccion pulmonar
o “Enfermedad del Legionario” (McDade et al.,1977) que se caracteriza por neumonia con
fiebre alta, y la forma no neumonica conocida como “Fiebre de Pontiac” (Fraser et al.,

1979) que se manifiesta como un sindrome febril agudo y autolimitado.

La neumonia es clinicamente indistinguible de otras neumonias atipicas y con frecuencia
los pacientes requieren hospitalizacion. El periodo de incubacion es normalmente de 2 a 10
dias, es més frecuente en personas de edad comprendida entre 40 y 70 afios, presentandose
de dos a tres veces mas entre varones que entre mujeres, siendo rara en nifios. El riesgo de
contraer la enfermedad depende del tipo e intensidad de la exposicion y del estado de salud
del sujeto susceptible, aumentando en inmunocomprometidos, en diabéticos, en pacientes
con enfermedad pulmonar crénica, asi como en fumadores o alcohdlicos (Martson et
al.,1994). La tasa de ataque (n° de enfermos/n°® de personas expuestas) en brotes es de 0,1 a
5 % en poblacion general (OMS 1990); la letalidad, en la comunidad, supone menos del 5
%, pero puede llegar a ser del 15 al 20 % si no se instaura un tratamiento antibiotico
adecuado (Edelstein 1995). En los casos nosocomiales la frecuencia oscila entre el 0,4 y 14
% (Marrie et al., 1991) y la letalidad puede llegar a ser del 40 % (Marston et al., 1994)

incluso alcanzar el 80 % en pacientes inmunocomprometidos sin tratamiento adecuado
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(Edelstein 1995). EI tratamiento antibiotico de eleccion es eritromicina (Edelstein, 1993),
de gran eficacia y del que no se han descrito resistencias. En el caso de “Fiebre de Pontiac”
el tratamiento es sintomatico (OMS 1990).

La infeccion por Legionella puede ser adquirida fundamentalmente en dos grandes d&mbitos,
el comunitario y el hospitalario. En ambos casos la enfermedad puede estar asociada a
varios tipos de instalaciones y de edificios, y puede presentarse en forma de brotes/casos

agrupados, casos relacionados y casos aislados o esporadicos.
5.3. Sintomas de la enfermedad en humanos.

Legionella pneumophila infecta a los seres humanos para producir legionelosis y fiebre de
Pontiac (Sanchez-Busé et al., 2013). La enfermedad del legionario carece de sefiales o
sintomas caracteristicos, no existe un sindrome tipico y no todos los que se exponen al
organismo desarrollan lo sintomas de la enfermedad (Yu et al., 1982; Macfarlane et al.,
1984; Granados et al., 1989; Roig et al., 1991; Sopena et al., 1998; Ruiz; 1999; Gupta et
al., 2001). Sin embargo, hay varias sefiales clinicas que estan asociadas generalmente con

la enfermedad del legionario y no con otras causas de neumonia.

La enfermedad del legionario comienza a manifestarse con un cuadro de anorexia, malestar
y letargo; ademads, los pacientes desarrollan una tos leve y no productiva.
Aproximadamente la mitad de los pacientes desarrollan esputo con pus, y cerca de un tercio
desarrolla esputo con sangre o tos fuerte con sangre (hemoptisis). Un dolor en el térax, el
cual puede ser pleuritico (es decir, el que produce una infeccién en las paredes del pulmén)
0 no pleuritico, se observa en un 30 % de los pacientes y podria llevar a un diagnéstico
erroneo y malinterpretarse como coagulos de sangre en los pulmones cuando se relaciona
con la hemoptisis. Los sintomas gastrointestinales son prominentes, la mitad de los
pacientes presenta diarrea liquida y entre un 10 % y 30 % sufren nausea, vomito y dolores
abdominales. Ademas, la fiebre se presenta en casi todos los casos y la que se asocia con

escalofrios suele manifestarse durante el primer dia.

Casi la mitad de los pacientes sufren de trastornos relacionados con el sistema nervioso
como por ejemplo: confusion, delirio, depresion, desorientacion y alucinaciones, los cuales

pueden manifestarse durante la primera semana. Un examen fisico revelara leves o toscos
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temblores de las extremidades, reflejos hiperactivos, ausencia significativa de los reflejos

de los tendones y sintomas de disfuncién cerebral.

Los fiebre de Pontiac es una enfermedad aguda, autolimitada; similar a la influenza sin
neumonia (no neumdnica). A diferencia de la enfermedad del legionario, la fiebre de
Pontiac cuenta con un alto indice de ataques, los cuales afectan hasta un 95 % de las

personas gue se exponen a dicha enfermedad (Glick et al.,1978).

Los sintomas de esta enfermedad son: perdida de fuerza (astenia), cansancio, fiebre alta y
escalofrios, dolores musculares (mialgia), dolor de cabeza, dolor articular (artralgia),
diarrea, nausea, vomito (en una pequefia proporcion de las personas), dificultad para
respirar (disnea) y tos seca.

5.4. Agentes etiologicos

Pese a que L. pneumofhila suele ser la causante de la legionelosis, en algunos casos se
podria presentar uno 0 mas organismos adicionales dando como resultado una infeccion
mixta (polimicrobiana). El cultivo de estas coinfecciones ha revelado un amplio espectro de
organismos, incluidos las bacterias aerdbicas (bacterias que requieren oxigeno libre, como
la Mycobacterium tuberculosis), las bacterias anaerdbicas (bacterias que no necesitan la

presencia del oxigeno), virus y hongos (Ruig et al., 2003).

En la fiebre de Pontiac segun el agente causante podria, en casos extremos, no ser tan
benigna como se habia pensando anteriormente (Jones et al., 2003). También se ha

relacionado la fiebre de Pontiac con la produccién de endotoxinas (Fields et al., 2001).

Las endotoxinas pueden ser extremadamente toxicas para el ser humano, pues causan
fiebre, shock, e incluso la muerte. Es frecuente encontrar endotoxinas relacionadas con
conteos de placas heterdtrofas altas (exdmenes empleados para estimar el nimero total de
todos los tipos de bacterias en una muestra del medio ambiente). Por lo tanto, conviene
llevar a cabo mayores investigaciones para establecer si la endotoxina desempefia un papel
en la fiebre de Pontiac, cuando también se presenta la Legionella. En Escocia, L. micdadei
provocO un brote con sintomas de la fiebre de Pontiac, la cual se denomind fiebre
Lochgoilhead (Goldberg et al.,1989).
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5.5. Datos clinicos de la legionelosis

Para causar la enfermedad, la bacteria debe ser virulenta, estar presente en cantidades
suficientes, ser dispersada desde sus reservorios y alcanzar el fondo del pulmon. Una vez
alli, la bacteria puede evadir las defensas del huésped parasitando células fagocitarias.

Legionella es un agente oportunista capaz de causar la enfermedad en personas
especialmente susceptibles. Los factores de riesgo individual son los siguientes:

e Edad avanzada (> 50 afos).

e Sexo masculino.

e Tabaquismo (cigarrillos).

e Alcoholismo.

e Individuos inmunodeprimidos o inmunocomprometidos.
e Padecer diabetes, cancer.

e Estar sometido a tratamiento de didlisis, haber recibido un transplante, estar en

tratamiento con corticoesteroides.

e Enfermedades respiratorias cronicas.No obstante, los individuos sanos también pueden
padecer la enfermedad si han sufrido una exposicién a concentraciones suficientemente

elevadas del agente infeccioso.

La entrada de Legionella en el organismo humano se produce basicamente por inhalacion
de aerosoles que contengan un numero suficiente de bacterias (Figura 7) (Baskerville et al.,
1981; Hoge et al., 1991), no habiendo evidencia de su posible transmisién de persona a

persona (Yu et al., 1983), ni de la existencia de reservorios animales conocidos.

Para que se produzca infeccion en el hombre se tienen que dar una serie de requisitos
(Colbourne et al., 1988, Pelaz et al., 1993):
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e Que el microorganismo tenga una via de entrada a la instalacién. Esto suele
producirse por aporte de aguas naturales contaminadas por la bacteria, normalmente
en pequefas cantidades.

e Que se multiplique en el agua hasta conseguir un ndmero de microorganismos
suficientes como para que sea un riesgo para personas susceptibles. La
multiplicacién es funcion de la temperatura del agua, de su estancamiento y de la
presencia de otros contaminantes, incluyendo la suciedad en el interior de las
instalaciones.

e Que se disperse en el aire en forma de aerosol a partir del sistema. El agua
contaminada representa un riesgo solamente cuando se dispersa en la atmdsfera en
forma de aerosol (dispersion de un liquido o un sélido en el aire o en un gas). El
riesgo aumenta cuando se reduce el tamafio de las gotas en suspensién, porque las
gotas quedan en suspension en el aire mas tiempo y solo gotas de tamafio inferior a
5um penetran en los pulmones.

e Que sea virulento para el hombre, ya que no todas las especies 0 serogrupos estan
igualmente implicados en la produccién de enfermedad.

e Que individuos susceptibles sean expuestos a aerosoles conteniendo cantidad

suficiente de Legionella viable.

En el ambito hospitalario, el riesgo de adquirir la enfermedad después de la exposicién a
agua contaminada depende del tipo e intensidad de la exposicion, asi como del estado de
salud de la persona. Presentan un mayor riesgo enfermos inmunocomprometidos y
pacientes con enfermedades cronicas, tales como insuficiencia renal cronica y hemopatias
malignas. Enfermos con riesgo moderado son diabéticos, pacientes con enfermedad
pulmonar cronica, enfermos con hemopatias no malignas, fumadores, ancianos (Marston et
al., 1994). Los hoteles tambien son lugares comunes en los que la legionelosis esporadica o
epidémica se puede detectar (Erdogan et al., 2013).
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Figura 7. Modelo conceptual de inhalacion de Legionella desde aerosoles de las regaderas. En primer
lugar, Legionella se multiplican dentro de las biopeliculas que se forman en la fontaneria, Legionella fagocita
a protozooarios 0 amebas(A). Legionella se separa de la biopelicula durante la expulsion de agua (B), es
transportado a la cabeza regadera, y es aerosolizada (C). Finalmente, el aerosol conteniendo Legionella es
inhalado (D) y una fraccioén de la dosis inhalada se depositd en la regién alveolar de los pulmones (E).
Tomada el 27 de marzo del 2013 de http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0043135411004684.

Los casos se consideraran confirmados o sospechosos segun los resultados de diagndstico

microbioldgico del laboratorio:

Caso confirmado: Es aquél compatible con la definicion clinica de caso y cualquiera de los

diagndsticos microbiolégicos considerados de confirmacion:

e Aislamiento de cualquier especie o serogrupo de Legionella a partir de secreciones
respiratorias, tejido pulmonar o sangre.

e Seroconversion (aumento del titulo de anticuerpos en cuatro veces o mas hasta un
segundo titulo minimo de 128) frente a L. pneumophila serogrupo 1, por
inmunofluorescencia indirecta, en sueros tomados en la fase aguda y convaleciente
de la enfermedad.

e Inmunofluorescencia directa especifica para L. pneumophila serogrupo 1 en
secreciones bronquiales o tejido pulmonar.

e Demostracion de antigenos de L. pneumophila serogrupo 1 en orina por ELISA o
RIA.
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6. INMUNOLOGIA

Las investigaciones recientes han seguido documentando que se producen respuestas
inmunitarias tanto humorales como mediadas por células a la infeccion por Legionella.
Aunque se producen anticuerpos especificos, la proteccion que proporcionan estos
anticuerpos in vivo es ain desconocido. La inmunidad celular es reconocida actualmente
como la principal defensa contra la infeccion por Legionella. La investigacion también ha
puesto de relieve la importancia de citocinas especificas (por ejemplo el interferon y el
factor de necrosis tumoral) en la resistencia del huésped a la infeccion por Legionella. Se
necesita mucha mas investigacion para entender los mecanismos del huésped de resistencia

a estas bacterias.

Tanto la respuesta humoral y la respuesta inmune mediada por célula a infecciones por
Legionella han sido documentadas (EPA 1985; Friedman et al., 1998). Basandose en los
resultados de las pruebas seroldgicas, los anticuerpos son producidos en respuesta a
infecciones por Legionella que interactian con los componentes especificos de las
bacterias. Ademas, los resultados de la infeccion bacteriana en la activacion del
complemento, se ha demostrado que se producen tanto a través de la via clasica y
alternativa (Mintz et al., 1992). Se ha demostrado que la opsonizacion de bacterias (es
decir, unién de anticuerpos y / o complemento de las bacterias) incrementa la fagocitosis
por los monocitos sanguineos periféricos humanos y macréfagos de animales, sin embargo,
la capacidad de las bacterias de replicarse dentro de estas células no parece estar disminuida
(Friedman et al., 1988). Por lo tanto, la proteccién proporcionada por los anticuerpos

especificos in vivo no se conoce actualmente.

El factor de necrosis tumoral desempefia un papel importante en la resistencia a la infeccion
por Legionella, que es una citocina secretada por los macrofagos. Blanchard y cols. (1988)
informaron que los leucocitos polimorfonucleares tratados con factor de necrosis tumoral,
mostraron un mayor actividad bactericida frente a L. pneumophila. Matsiota-Bernard y
cols. (1993) informaron que el tratamiento de los monocitos humanos con el factor de
necrosis tumoral inhibié significativamente el crecimiento de L. pneumophila. El

mecanismo por el cual el factor de necrosis tumoral inhibe el crecimiento bacteriano no ha
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sido establecido, aungque una propuesta es que esta citocina puede potenciar la liberacion de
Oxido nitrico (Susa et al., 1998; Skerrett et al., 1996).

La inmunidad celular es reconocida como la principal defensa a la infeccion por Legionella
(Susa et al., 1998). La investigacion indica que las citocinas secretadas por las células Thl
cooperadoras 0 macrofagos juegan un papel primario en la limitacion de la replicacion
bacteriana. Por ejemplo, la interleucina-2, que es secretada por las células Thl ayuda a
activar las células asesinas naturales para lisar las células infectadas con Legionella, lo que
limita el crecimiento bacteriano por matar la célula huésped (Friedman et al., 1998).

El interferon, es también un componente esencial en la resistencia del huésped a la
infeccion por Legionella. Esta citocina, la cual también es secretada por las células Thl
cooperadoras, parece activar los macrofagos y los monocitos para inhibir el crecimiento
bacteriano. De hecho, se ha mostrado que el crecimiento bacteriano disminuye 100 veces

en activacion de macréfagos comparada con los macrofagos infectados no activados.

El crecimiento limitado puede ser el resultado de la baja regulacion de los receptores de
transferrina, lo que resulta en una disminucion de disponibilidad de hierro intracelular, un

componente esencial en el crecimiento de Legionella (Susa et al., 1998).

Muchos estudios han confirmado el rol importante de interferon en la resistencia a la
infeccion de Legionella. Por ejemplo, basdndose en una comparacion de los ratones viejos a
ratones jovenes, Fujio y col (1995) propusieron que la susceptibilidad de los ancianos a la
infeccion por Legionella puede ser el resultado de una disminucién de la capacidad de
producir interferon. Finalmente, Heath y col (1996) investigaron el efecto de la infeccion
por Legionella en ratones BALB/c (una especie resistente) y en ratones BALB/c donde el
interferon fue interrumpido. Los ratones fueron inoculados por via intratraqueal con L.
pneumophila. El crecimiento de bacterias no fue observado en los ratones BALB/c, sin
embargo, los ratones BALB/c mutantes desarrollaron infeccion intrapulmunar por L.
pneumophila con diseminacidon extrapulmonar de las bacterias al bazo. Estos resultados

confirman la importancia de interferdn en la resistencia a la infeccion por Legionella.
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7. PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Las especies de Legionella pueden identificarse por una variedad de métodos. Estos
incluyen la inmunofluorescencia (IF) con anticuerpos poli o monoclonales, aglutinacion en
porta o con particulas de latex, ensayos con anticuerpos género-especificos mediante dot-
blot en colonias y amplificacion especifica del ADN mediante técnicas de PCR. También se
pueden utilizar algunas pruebas bioguimicas, aunque no suelen ser muy Utiles debido a que

aportan resultados variables.

Recientemente se han desarrollado también métodos de secuenciacion de fragmentos de
genes, utilizando como dianas el gen 16S ribosomal o el gen mip (macrophage infectivity
potentiator). La identificacion se realiza por comparacion de la secuencia obtenida con las
secuencias conocidas e incluidas en las bases de datos de secuencias existentes. En el caso
del fragmento 16S ribosomal se utiliza la base de datos "Gene Bank Database™ (NCBI,
2013) y en el caso del gene mip la base de datos del Grupo Europeo de Trabajo sobre
Infecciones por Legionella por sus siglas en inglés The European Working Group for

Legionella Infections (EWGLI 2013) (www.ewgli.org).
7.1. Inmunofluorescencia directa

La microscopia directa con anticuerpos fluorescentes (inmunofluorescencia directa) es un
método rapido y fue el primer método diagnostico usado para detectar Legionella

pneumophila en tejido pulmonar y secreciones respiratorias (Fundora et al., 2013).

Tiene la ventaja de proporcionar un resultado en un lapso de 2 a 4 h, pero requiere emplear
una técnica relativamente compleja que debe llevarse a cabo por personal de laboratorio
experimentado. Otra ventaja es que puede detectar la bacteria varios dias despues de

comenzar el tratamiento antimicrobiano.

La sensibilidad de la IFD es variable segun los distintos estudios pero siempre
considerablemente menor que la del cultivo, y poco conocida para especies distintas a L.

pneumophila. En secreciones del tracto respiratorio inferior, se han informado

45



sensibilidades desde un 25 % (Zuravleff, 1983) hasta un 62 % (Edelstein, 1980) o un 68 %

(Saravolatz, 1981) en el mejor de los casos.

La especificidad de la IFD se estima alrededor del 95%. Se pueden obtener resultados
falsos positivos al producirse reacciones cruzadas con otras bacterias, entre las que se
encuentran: Bacteroides fragilis y especies de Pseudomonas, Stenotrophomonas y

Flavobacterium.

Los problemas de sensibilidad y especificidad han limitado el uso de la (IFD), y un
resultado positivo no se acepta como diagnostico en ausencia de otra prueba que apoye la

evidencia de una infeccion por Legionella.
7.2. Serologia

El diagnostico seroldgico es una herramienta epidemioldgica valida pero solo permite un
diagndstico retrospectivo, por lo que tiene poca repercusion en la decision clinica. En la
mayoria de los casos, un incremento de cuatro érdenes en el titulo de anticuerpos es
detectado en 3 a 4 semanas, pero en otros casos, esto puede llevar mas de 10 (Monforte et
al., 1988).

Otra desventaja de esta prueba es la incapacidad para detectar fielmente todas las especies y
serogrupos de Legionella. Aunque la seroconversion a L. pneumophila serogrupo 1 esta
considerada como altamente predictiva de la enfermedad, la sensibilidad y especificidad de
la seroconversion a otras especies y serogrupos no ha sido rigurosamente confirmada.
Ademas, se han producido reacciones cruzadas dando resultados falsos positivos en
pacientes con infeccion por otras especies y serogrupos de Legionella, e incluso por
bacterias pertenecientes a otras familias (Murdoch, 2003).

7.3. Antigeno urinario

La deteccion de antigeno de Legionella soluble en muestras de orina es un método rapido
que proporciona un diagnéstico rapido de la infeccién de Legionella y ha sido una
herramienta Gtil para la investigacion de los brotes de legionelosis (Wever et al., 2000). El
test del antigeno en orina es actualmente una herramienta establecida y valida para el

diagnostico de la enfermedad del legionario, particularmente en las regiones donde L.
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pneumophila serogrupo 1 es la causa mas comun de la enfermedad. En los lugares donde
solo una pequefia parte de las infecciones son causadas por esta bacteria, el test presenta

una menor contribucion.

Los kits comerciales que utilizan metodologias de RIA y EIA han sido utilizados durante
varios afios y han tenido caracteristicas de disefio similares. Recientemente, se ha
desarrollado un ensayo inmunocromatografico con una sensibilidad y especificidad
similares al EIA. Este test es fécil de realizar y proporciona resultados en 15 minutos. Para
la deteccion de L. pneumophila serogrupo 1, el test de antigeno en orina tiene un rango de
sensibilidad del 70 a 100 % y una especificidad aproximada del 100%. La sensibilidad se
puede incrementar en un 20 % si antes de realizar el test la orina se concentra (10X). La
mayor desventaja de este test es su incapacidad para detectar organismos distintos a L.
pneumophila serogrupo 1.

La antigenuria de Legionella puede ser detectada desde un dia después que se instauren los
sintomas y persiste de dias a semanas. Los antigenos solubles de Legionella se han
detectado en muestras distintas a la orina, como esputos, tejido pulmonar, suero y fluido

pleural, aunque el uso de estas muestras no ha sido totalmente evaluado (Murdoch, 2003).
7.4. Deteccion de Legionella spp. mediante PCR

El género Legionella comprende aproximadamente 52 especies, y al menos 7 de los cuales
tienen mas de un serotipo (Ratcliff et al., 1997). Aproximadamente la mitad de las especies
se han asociado con la enfermedad humana (O Connell et al., 1996). Legionella como los
organismos aislados a partir de muestras clinicas, o desde el medio ambiente durante el
curso de un brote, necesitan ser identificados para explicar el proceso de la enfermedad y
para identificar la fuente. Sin embargo, la determinacion y especiacion de cepas de
Legionella es dificil, incluso con las técnicas méas exitosas. Un esquema de clasificacion
genotipica basada en la secuencia inform0 que la orientacion del potenciador de la
infectividad del macrofago o por sus siglas en inglés, macrophages infectivity potentiator
(mip) es de aproximadamente 700 pares de bases de nucledtidos, la utilizacion de la
amplificacion del gen y la secuencia de amplificacion directa, permite la amplificacion
especifica de pequefias cantidades del DNA de Legionella spp. proporcionando resultados
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en un corto periodo de tiempo Yy tiene el potencial de detectar infecciones causadas por
cualquier especie y serogrupo de Legionella (Murdoch, 2003). El resultado de la
amplificacion se ha visualizado mediante tincion de los productos de la reaccion con
bromuro de etidio en electroforesis con geles de agarosa, o bien, mediante sondas de
hibridacion inmovilizadas en membranas de nylon con cebadores biotinilados (Fields,
2002).

Los esquemas filogenéticos basados en secuencias de genes (genotipo) se han utilizado
ampliamente para los organismos que son dificiles de clasificar, a medida que mas
secuencias se han determinado y los métodos de secuenciacion se han vuelto méas simple,
mas accesible y rentable (Ruimy et al., 1994). Muchos esquemas genotipicos utilizan
variacion en la secuencia de ARNr 16S (Sallen et al., 1996), debido a la facilidad con la
que las regiones se pueden amplificar y secuenciados con cebadores universales. Las
secuencias de 16S rRNA de Legionella especies han sido reportadas (Hookey et al., 1996),
al igual que las secuencias del gen mip (Ratcliff et al., 1997), que codifica para una
inmunofilina de la proteina de unién (FKBP) clase de FK506 (Hacker et al., 1993). Esta
proteina, que varia en tamafio de 232 a 251 amino&cidos, dependiendo de la especie de
Legionella, es una proteina de membrana externa importante en el ciclo intracelular de
Legionella. Se sabe que esta involucrada con la supervivencia de la bacteria
inmediatamente después de la absorcién en las células fagociticas (Doyle et al., 1998), su
papel exacto no esta claro. Otras secuencias de genes se han determinado para Legionella
(Segal et al., 1997), pero sélo las secuencias de RNAr y el gene mip se han determinado
ampliamente para la mayoria de las especies, un requisito previo esencial para cualquier
gen a ser la base de un esquema de determinacién del genotipo. Ratcliff y cols. (1997)
compararon filogenéticamente la mayoria de las especies de Legionella, utilizando la
variacion entre especies tanto en el gen 16S RNAr y gen mip, encontrando mas del doble
de la variacién en el gen mip a nivel del ADN (56 % de los sitios de bases) como en el
ARNr 16S (23 % de los sitios de base). Una comparacion por pares de especies revela un
gene mip, de 3 a 31 % (20 %) entre pares de especies en comparacion con 1 a 10 % (6 %)
para ARNr 16S. Para el gene mip, la variacion entre especies de nucleétidos se produjo en
todo el gen, pero especialmente dentro de un inserto hipervariable de hasta 51 bases

inmediatamente adyacentes a la regidén codificante para la secuencia sefial, en los
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redundantes terceros sitios de los codones, y en secuencias que codifican para cualquiera de
las regiones individuales o de pequefios aminoacidos variables intercalados entre las
regiones de codificacion para la homologia total o casi total de aminoécidos, especialmente
hacia el extremo 3 'del gen. Estas Gltimas regiones son conocidas para codificar las
porciones activas de peptidilprolil enzimatica de la proteina cis-trans -isomerasa (PPlasa)
(Ratcliff et al., 1997).

La técnica de PCR se lleva a cabo a partir de una alineacion de las secuencias del gen mip,
donde los cebadores directo e inverso serdn elegidos para dirigir el sitio de unién
ribosémica abierta o regién marco de lectura y el sitio PPlase, respectivamente, para
amplificar un fragmento de 661 a 715 bases, de gene mip, dependiendo de la presencia y el
tamarfio de la regidn hipervariable, que es dependiente de las especies. Esto equivale a casi
el 90% del gen a partir del extremo 5°. Mientras que la secuencia de aminoéacidos deducida
estd altamente conservada en las regiones seleccionadas, estos primers necesitan

redundancias para presentar variacion en el tercer sitio del codon.

También se utiliza la amplificacion del gen 16S RNAr para la identificacion del género
Legionella. La PCR puede realizarse en todo tipo de muestras clinicas: muestras
respiratorias, células mononucleares de sangre periférica, orina y suero. La posible
aplicacion de la técnica PCR en muestras no-respiratorias es atractiva, ya que solucionaria
el hecho de la dificultad de producir esputos por los pacientes (Ratcliff et al., 1998;
Templeton et al., 2003; Yong et al., 2010).
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8.- TRATAMIENTO CLINICO

Solo se han llevado a cabo unos cuantos estudios clinicos controlados de tratamiento con
antibidticos para erradicar la enfermedad del legionario, sin embargo, las pruebas existentes
del tratamiento es limitada. Un pequefio estudio clinico mostré que el tratamiento con
fluoroguinolona pefloxacina brinda a los pacientes un indice de sobrevivencia mayor que el

tratamiento con eritromicina (Dournon et al., 1990).

El nuevo antibidtico macrélido, por ejemplo la claritromicina y la azitromicina, son mas
eficaces en la actividad in-vitro y tienen una mejor penetracion intracelular y del tejido que
la eritromicina, al igual que la quinolona. Los antibidticos betalactdmicos no son eficaces
contra la enfermedad del legionario, pero son la primera opcion de antibi6ticos contra la
neumonia neumocacica y son empleadas junto con los macrdélidos para tratar una neumonia
grave. Debido a que no se utiliza una prueba rapida de diagnéstico para la enfermedad del
legionario, muchas personas que presentan un cuadro de esta enfermedad son tratadas con
macroélidos, ademas de los antibidticos betalactamicos, ya que una demora en la aplicacion
de una terapia apropiada contra la neumonia de la Legionella aumentaria de manera

significante la mortalidad (Stout et al., 1997).

La mayor parte de las legionelas producen B-lactamasa, de modo que las penicilinas y

cefalosporinas no estan recomendadas como agentes quimioterapéuticos (Edelstein, 1995).

En el brote de legionelosis de 1976, se comprob6 que los casos tratados con eritromicina y
tetraciclina presentaron una evolucion mas favorable que los tratados con otros agentes. El
hecho de que Legionella sea un patdgeno intracelular proporciona la base bioldgica del

éxito de estos antibioticos, dada su elevada penetracion intracelular.

Los nuevos macrolidos y las quinolonas son en la actualidad los medicamentos de eleccion,
y han desplazado a la eritromicina. Cuando se comparan con la eritromicina, los nuevos
farmacos muestran una mayor actividad tanto in vitro como intracelularmente, y alcanzan
concentraciones superiores en las secreciones respiratorias y en tejido pulmonar (Edelstein,
1998). Si se requiere un tratamiento alternativo los antibioticos recomendados son la

tetraciclina y sus analogos (Yu, 2001).
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Los principales efectos adversos de un tratamiento macrélido incluyen, sintomas
gastrointestinales, como diarrea, vomito y efectos en los oidos (cuando se suministran dosis
altas). Con relativa frecuencia, las quinolonas respiratorias provocan efectos adversos como
sintomas gastrointestinales y trastornos en el sistema nervioso central. Los cambios del
electrocardiograma (ECG o EKG) (por ejemplo: prolongacion del intervalo QT, es decir la
duracién de la contraccion de las principales cAmaras del corazon) impide el uso de las
quinolonas en pacientes con un grave desequilibrio electrolitico, arritmia, o una grave
insuficiencia cardiaca congestiva. Ademas, la eritromicina segun algunos informes, provoca
fibrilacién ventricular (contraccion espasmodica desorganizada del masculo del corazén) y
prolongacion QT, se debe emplear con precaucion en pacientes enfermos del corazén, en
especial cuando la medicina se administra muy réapido en el torrente sanguineo a través de

un catéter venoso central.
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9. EPIDEMIOLOGIA

La incidencia de neumonias causadas por Legionella presenta una gran variacion entre los
diferentes estudios, variando segln distintas series, desde el 1 % hasta el 40 % (Barlett,
1998). Este rango tan amplio depende del tipo de neumonia estudiado, de las caracteristicas
de los grupos y poblaciones estudiadas, de la temporalidad del estudio y, especialmente, de
los criterios y medios diagnésticos empleados. La enfermedad muestra una distribucion
mundial con representacion en América del Norte, Suramérica, Asia, Africa, Australia y

Europa (Gea-lzquierdo et al., 2012)
Formas de presentacion

Los casos de aparicion esporadica en la comunidad constituyen la forma de presentacion
mas frecuente de la enfermedad, le siguen en orden de frecuencia los que forman parte de
brotes comunitarios, y en tercera posicion figuran los de origen nosocomial. No obstante,
aunque hay evidencias que sugieren que la mayoria de los casos de esta enfermedad

ocurren de forma esporadica, éstos son dificiles de identificar.
Cadena epidemiologica

El reservorio primario de Legionella son las aguas superficiales (lagos, rios...), no
habiéndose aislado, hasta el momento, a partir de agua salada. Este habitat natural hace que
Legionella esté considerada como una bacteria ambiental. Entre los aislamientos obtenidos
de muestras ambientales se han identificado especies 0 serogrupos no asociados a

enfermedad en el ser humano (ver Tabla 1).

Legionella, desde su ambiente acudtico natural, se introduce en la vida urbana a través de
los sistemas de distribucion del agua y coloniza sistemas hidricos e instalaciones
construidos por el hombre. Hay que tener en cuenta que aunque la enfermedad del
legionario es de distribucion mundial, los edificios que cuentan con circuitos complejos de
suministro de agua y con sistemas de acondicionamiento de aire se hallan mas extendidos
en los paises desarrollados y es en estos donde la enfermedad presenta una mayor

incidencia y constituye un notable problema de salud publica (Vaque et al., 2002). Si bien
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durante todo el afio hay notificaciones, la mayor parte de los casos esporadicos y brotes
comunitarios se produce a finales del verano y el otofio, debido presumiblemente a que el

microorganismo prolifera mejor en los reservorios acuaticos durante los meses de calor.

La cadena epidemioldgica en la enfermedad del legionario, incluye un reservorio primario
que comprende el medio acuatico natural y otro secundario formado por los sistemas
hidricos artificiales. A partir de éstos ultimos, la bacteria puede llegar al hospedero humano
mediante varios mecanismos de transmision. Se manejan tres mecanismos de transmision

distintos: inhalacion de aerosoles, aspiracion y aplicacion directa.

Microorganismo Reservorio Transmision Huésped susceptible
curcutos de agua predisposicion
Legionella samtania fria
pneumophila mmunodepresion
depositos
Factores de supervivencia transplante
’ circuitos de agua whalacion de
temperatura samtana caliente aerosoles enfermedad de base
pH
nutnentes torres de refrigeracion uso de glucocorticordes
asociaciones microbianas P ———H aspiracion )
biocapas condensadores evaporativos edad avanzada
Factores de virulencia duchas aplicacion tabaquismo
directa
humificadores EPOC
- alcoholismo
Amplificacion icoholiem
Disenunacion

)ac
Dosis mfectiva mtubacion

Figura 8. Esquema de la cadena epidemiolégica de la enfermedad del legionario (Fields, 2002).

La inhalacion de aerosoles se considera la via de transmision de mayor trascendencia
epidemiolégica. Existe una amplia documentacion de legionelosis asociadas a la inhalacion
de aerosoles diseminados por torres de refrigeracion y condensadores evaporativos, si bien

no se conoce con certeza el riesgo que cabe atribuir a estas instalaciones en la generacion
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de la enfermedad. Esta via de diseminacion tiene especial importancia en los brotes de
legionelosis comunitaria y en los casos esporadicos, pero es menos relevante en el &mbito

hospitalario (Vaqué et al., 2002).

Por otro lado, Yu (2000) defiende la aspiracion como el principal mecanismo de
transmision, apoyandose mas en evidencias circunstanciales que en pruebas experimentales

claras.

Mediante estas vias de transmision, las particulas microbianas pueden llegar al alveolo
pulmonar, donde quedan retenidas y pueden producir la enfermedad Como ualtimo posible
modo de transmision, hay que hablar de la aplicacion directa del microorganismo en &areas
corporales susceptibles. Aunque es muy infrecuente, este mecanismo se puede dar en
situaciones como la utilizacion de agua contaminada durante el lavado de una herida

quirargica (Vaqué et al., 2002).

No se ha demostrado la transmision de persona a persona, por lo que no es necesario aplicar

medidas de aislamiento de los enfermos.
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10.- PREVENCION Y CONTROL DE Legionella spp.

La evaluacion y el control de la Legionella spp. es tema en constante renovacion que en
algunos paises adopta gran importancia, donde quizas exista cierta relacion entre el
desarrollo de la enfermedad y el nivel de industrializacion. Existen otros en los que, 0 no se
conocen casos, 0 no estan descritos, mientras que en alguno es un hecho infrecuente (Gea-
Izquierdo et al., 2012). En concreto, la vigilancia continua; la definicion de estrategias, y su
puesta en practica; pueden mostrar resultados positivos para la prevencion de la

legionelosis (Kelly et al., 2003).

Las medidas preventivas irdn encaminadas a impedir el desarrollo de la bacteria,
modificando las condiciones de vida que le son favorables (nutrientes, agua, temperatura,
etc.), y a reducir la exposicion minimizando la generacion de aerosoles. Se resumen a

continuacion las principales medidas preventivas:

e El control de la temperatura del agua mediante el uso de aislamientos térmicos, en el
sentido de evitar que ésta permanezca entre los 20 °C y los 45 °C, intervalo de maximo

desarrollo.

e [a limitacion de los nutrientes disponibles, por ejemplo, mediante la seleccion de
materiales que no sean adecuados para el desarrollo de Legionella (se evitara el uso de
madera, cuero, plasticos y ciertos tipos de gomas y masillas), y que sean resistentes a la

accion de los desinfectantes.

e La eliminacion de zonas de estancamiento del agua (tramos ciegos, tuberias, etc.), en las
que los tratamientos de desinfeccion no son tan eficaces y pueden provocar la

recolonizacion del sistema.

e [a disposicion de elementos separadores de gotas en los aparatos en los que se generan
los aerosoles, la cantidad de agua arrastrada deberia ser inferior al 0,1 % del caudal de agua

en circulacion.

e [a ubicacion y orientacion de las tomas de aire exterior, teniendo en cuenta los vientos

dominantes, de modo que se impida el reingreso de aerosoles procedentes de las torres de
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refrigeracion y la propia ubicacion de esos equipos lejos de las tomas de aire, ventanas o

zonas muy frecuentadas.

e [a existencia de accesos que permitan la facil inspeccion y limpieza de todos los equipos.
(http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/
501a600/ntp_538.pdf).

En caso de brote de legionelosis, se debe acudir de inmediato al médico para recibir el
tratamiento y realizar una desinfeccion de toda la red, incluyendo el sistema de distribucion
de agua, siguiendo el siguiente procedimiento. Clorar con 15 mg/l de cloro residual libre,
manteniendo el agua por debajo de 30 °C y a un pH de 7 a 8, y mantener durante 4 horas
(alternativamente se podran utilizar cantidades de 20 6 30 mg/l de cloro residual libre,
durante 3 6 2 horas, respectivamente). Neutralizar, vaciar, limpiar a fondo los depdsitos,
reparar las partes dafiadas, aclarar y llenar con agua limpia. Reclorar con 4 0 5 mg/l de
cloro residual libre y mantener durante 12 horas. Esta cloracién deberia hacerse
secuencialmente, es decir, distribuyendo el desinfectante de manera ordenada desde el
principio hasta el final de la red. Abrir por sectores todos los grifos y duchas, durante 5
minutos, de forma secuencial, comprobar en los puntos terminales de la red 1 a 2 mg/l de
cloro libre residual. Los elementos desmontables, como grifos y duchas, se limpiaran a
fondo con los medios adecuados que permitan la eliminacion de incrustaciones y
adherencias y se sumergiran en una solucién que contenga 20 mg/l de cloro residual libre,

durante 30 minutos, aclarando posteriormente con abundante agua fria.

Los elementos dificiles de desmontar o sumergir se cubrirdn con un pafio limpio
impregnado en la misma solucion durante el mismo tiempo. Es necesario renovar todos
aquellos elementos de la red en los que se observe alguna anomalia, en especial aquellos

que estén afectados por la corrosién o la incrustacion.

Proceder posteriormente al tratamiento continuado del agua durante tres meses de forma
que, en los puntos terminales de la red, se detecte de 1 a 2 mg/I de cloro residual libre para
el agua fria. Estas actividades quedaran reflejadas en el registro de mantenimiento.
Posteriormente se continuara con las medidas de mantenimiento habituales.

(http://www.msc.es/ciudadanos/saludAmbLaboral/agenBiologicos/pdfs/2 leg.pdf).
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Cuadro 4. Protocolo de desinfeccion del agua en caso de brote

DESINFECCION QUMICA

DESINFECCION TERMICA

Clorar toda la red con 15 mg/l de cloro
residual libre, manteniendo el agua por
debajo de 30 °C y con un pH dev7 a 8. Se

mantendra durante un periodo de 4 horas.

Como alternativa, se puede clorar el sistema
con 20-30vmg/I, manteniendo estos niveles

durante 3 a 2 horas respectivamente.

Neutralizar la cantidad de cloro libre
residual y vaciar el agua del sistema.

Limpiar a fondo las paredes de los
estanques de acumulacion, realizar las

reparaciones necesarias en los mismos y
aclararlos con agua limpia.

Reclorar con 4 o 5 mg/l de cloro libre
residual y mantener durante 12 horas,
abriendo de manera secuencial todos los
terminales de la red comprobando que la
concentracion en estos puntos sea 1 a 2
mg/l.

Vaciar los tanques de acumulacion y volver

a llenarlos.

En el caso de disponer de depdsitos:
Vaciar el sistema, limpiar a fondo las
paredes de los estanques de acumulacion,
realizar las reparaciones necesarias en los
mismos y aclararlos con agua limpia.
Llenar el depdsito acumulador y elevar la
temperatura del agua hasta 7 0 °C durante 4
horas, dejando correr el agua en los puntos
terminales de la red durante 10 minutos de
forma secuencial de manera que se alcance
en todos los terminales de la red una
temperatura de 70 °C.

Vaciar los depdsitos de acumulacion y
volver a llenarlos.

En el caso de sistemas sin depositos:
Elevar la temperatura y dejar correr el agua
en los puntos terminales de la red de forma
secuencial hasta que se alcance en todos los
puntos una temperatura de 70 °C vy
mantener durante 3 minutos.

Los equipos que no puedan alcanzar la
temperatura requerida deberan realizar una

desinfeccion quimica.
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