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RESUMEN

Legionella es una bacteria ambiental, habitante comdn de habitats naturales y
antropogénicos de agua dulce como: lagos, rios, suministros de agua potable de
grandes edificios, hoteles y hospitales Legionella se encuentra en los sistemas
acuéticos, formando biopeliculas, las cuales son sistemas complejos formados por
poblaciones bacterianas, envueltas por una matriz glucoprotéica, que tiene la capacidad
de adherirse a superficies. Legionella pneumophila es un parésito facultativo intracelular
gue se multiplica dentro de los macrofagos alveolares humanos y es el agente etiol6gico
del 90% de los casos de legionelosis. En México s6lo se han reportado dos casos con
diagnostico clinico de neumonia probablemente causados por Legionella aunque sin el
aislamiento de la bacteria. El objetivo principal de este trabajo fue aislar e identificar
bacterias del género Legionella spp. a partir de diversas fuentes hidrotermales y
sistemas de agua potable en México, se recolectaron muestras de agua y biopeliculas
en algunos estados de la Republica, el D.F y zona metropolitana. Las muestras se
procesaron por métodos microbioldgicos utilizando medio de cultivo BCYE género
especifico para Legionella; obteniéndose 60 aislados bacterianos positivos para
Legionella spp. en cultivo de agar. Para la identificacion a nivel especie, se aislo y
purific6 el ADN de las bacterias y se amplificé por PCR un fragmento de un gen (dnal)
gue codifica para una proteina de superficie (Hsp70) caracteristica de L. pneumophila.
El analisis del ADN por PCR mostr6 un fragmento de 287 pb en algunos aislados,

correspondiente al esperado para confirmar el diagndstico de Legionella pneumophila.
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1. INTRODUCCION

En el mes de julio de 1976, en la ciudad de Filadelfia, Pensilvania, Estados Unidos tuvo
lugar la 582 Convencion de la Legion Americana en el Hotel Bellevue Stratford. En el
transcurso de ésta, de los 4,400 asistentes, entre miembros y acompafiantes, se
presentaron 182 casos de neumonia, de los cuales 29 fueron fatales. Durante el estudio
epidemioldgico se descubrieron 34 casos mas que produjeron otras cinco muertes.
También se celebraba el bicentenario de la Independencia de los EUA. La situacion
hacia sospechar que el brote epidémico se origind por causas naturales o incluso por un

atentado (Fraser, 1977).

El Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de
Atlanta, inici6 un estudio epidemioldgico y microbiol6gico sin precedentes para
determinar la causa del brote. La informacién era desconcertante: no habia patrones de
intoxicacion por alimentos, personas que compartieron la habitacién con las que
enfermaron permanecieron asintomaticas y las opiniones de los expertos eran

contradictorias (Lopez et al., 2006)

Para identificar el agente etiol6gico, se examinaron muestras de tejido y suero de los
pacientes buscando evidencia de toxinas, bacterias, virus, hongos, clamidias y
rickettsias. Al examinar el bazo e higado de las personas infectadas se consiguio
observar con la tincion de Giménez, por primera vez al microorganismo responsable.
Mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) se demostré que el 90% de los pacientes
del brote de la convencion de legionarios habian desarrollado anticuerpos frente a este

microorganismo (Heuner y Swanson, 2008).
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Asi se identifico, por primera vez en 1977, a un bacilo Gram negativo de crecimiento
aerobio, como la causa de un brote de neumonia que ocasion6 34 muertes en la
convenciéon de legionarios de 1976. Por ello, a la bacteria se le denomin6 Legionella
pneumophila y a la neumonia atipica “enfermedad de los legionarios”. El procedimiento
diagnostico mencionado fue positivo en 54 muestras de casos esporadicos recientes de
neumonia severa y retrospectivamente, en sueros de pacientes de dos brotes de
enfermedad respiratoria no resueltos. Indudablemente, esta bacteria habia causado
brotes de neumonia previos, pero el agente infeccioso aun no se conocia (Villasefior y

Sapian, 2004).

Legionella pneumophila fue aislada por primera vez mediante el uso de agar Mueller-
Hinton suplementado con hemoglobina e IsoVitaleX (MH-IH), el cual es un suplemento
de definiciébn quimica. Se encontré que el componente esencial de la hemoglobina era
una forma soluble de hierro y L-cisteina el aminoacido esencial para el crecimiento de
Legionella. Esto condujo al desarrollo de nuevos medios para cultivar la bacteria, como
es el medio de extracto de levadura y carbono (CYE, por sus siglas en inglés) el cual
mas tarde se modificé reemplazando el almidén con carbon activado lo que permitié una
mejor recuperacion de L. pneumophila (Fields et al., 2002).Posteriormente se desarrollé
un medio de crecimiento optimo, el medio “Buffered Charcoal Yeast Extract” (BCYE),

cuya base sigue siendo utilizada en la actualidad (McDade et al., 1977).

Actualmente, se reconocen dos formas clinico-epidemioldgicas de la infeccion por
Legionella: “enfermedad de los legionarios” o forma neumonica y “fiebre de Pontiac” o
forma no neuménica (Glick et al., 1978). La “fiebre de Pontiac” se describid, también, en
relacion con las cepas aisladas de un brote de corta duracion y sin foco aparente que
habia afectado, en 1968, a personal sanitario y visitantes del Oakland County Health

3
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Departament of Pontiac (Michigan). Actualmente la identificacion del microorganismo
causante de la enfermedad del legionario y la fiebre de Pontiac, asi como los aspectos
epidemioldgicos y el espectro clinico de estas enfermedades, estan bien establecidos

(Marrie et al., 2010).

1.1 Microbiologia de Legionella

1.1.1 Taxonomia

En la actualidad la familia Legionellaceae comprende un Unico género: Legionella.
Estudios recientes utilizando el ARNr 16s, confirman esta familia como un solo grupo
monofilético dentro de la division Gamma de las Proteobacterias. Se han realizado
diversas propuestas de division de esta familia en tres géneros: Legionella, Fluoribacter
y Tatlockia. No obstante los dos ultimos no han sido completamente aceptados, por lo
qgue el género Legionella es utilizado generalmente para describir todas sus especies

(Fields et al., 2002).

Cuadro 1. Clasificaciéon Taxonomica de Legionella (Fields et al., 2002; Ulloa, 2008)

Dominio ProkaryotaChatton, 1925

Reino: Eubacteria Woese, 1990

Filo: Proteobacteria Garrity et al., 2005
Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Legionellales Garrity et al., 2005
Familia: Legionellaceae Brenner et al., 1979
Geénero: LegionellaBrenner et al., 1979
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1.1.2 Especies y serogrupos.

En la actualidad el género Legionella incluye mas de 50 especies y mas de 70
serogrupos distintos (Cuadro2). A nivel mundial L. pneumophila serogrupo 1 es el
agente etiolégico responsable del 84 % de los casos de legionelosis. La neumonia
puede ser causada, también, por otras especies de Legionella tales como: L.
longbeachae, L. bozemanii, L. dumoffii, L. micdadei, L. anisa, L. feeleii, L.jordanis y L.
maceachemii (Blyth et al., 2009; Greub y Raoult, 2004; Lau y Ashbolt, 2009; Newton et

al., 2010)

El estudio del ambiente ha permitido el descubrimiento de nuevas especies del género,
y es muy probable que el nUmero de especies y serogrupos continle aumentando;
aungue no todas son patdégenas (Cuadro 2). Entre las que son patégenas destaca L.
pneumophila, la primera especie descrita, que comprende 16 serogrupos. En estudios
de Biologia Molecular se han descrito la existencia de tres subespecies: L. pneumophila
subsp. pneumophila, L. pneumophila subsp. fraseri y L. pneumophila subsp. pascullei
(Brenner et al., 1988).

Cuadro 2. Especies de Legionella conocidas actualmente (Diederen, 2008; Laureano, 2010; Luck
et al., 2010; Yang et al., 2011)

L. adelaidensis L. erythra L. londiniensis L. quinlivanii

L. anisa L. fairfieldensis L. longbeachae L. rowbothamii
L. beliardensis L. fallonii L. lytica L. rubrilucens
L. birminghamensis L. feeleii L. maceachernii L. sainthelensi
L. bozemanae L. geestiana L. micdadei L. santicrucis
L. bozemanii L. gormanii L. monrovica L. shakespearei
L. brunensis L. gratiana L. moravica L. spiritensis
L. busanensis L. gresilensis L. nagasakiensis L. steigerwaltii
L. cherii L. hackeliae L. nautarum L. taurinensis
L. cincinnatiensis L. impletisoli L. oakridgensis L. tucsonensis
L. drancourtii L. israelensis L. parisiensis L. wadsworthii
L. dresdenensis L. jamestowniensis L. pittssburghensis L. waltersii

L. drozanskii L. jordanis L. pneumophila L. worsleiensis
L. dumoffii L. lansingensis L. quateirensis L. yabuuchiae
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1.2 Especies de importancia médica

La mayoria de las infecciones humanas con organismos como L. pneumophila son
neumaonicas y ocurren después de la exposicion a la bacteria, se han registrado casos
de infeccién provocados por otras especies de Legionella, estos representan del 2 al 7
% de las infecciones por Legionella en todo el mundo; como se describe en el siguiente

cuadro (Newton et al., 2010).

Cuadro 3. Especies de Legionella de importancia médica (Fields et al., 2002; Jawetz et al., 1990;
Laureano, 2010)

Especie No. de No. de serogrupo Neumonia Fiebre de
serogrupo asociado con Pontiac
enfermedades
L. pneumophila 16 16 + Serogrupos
ly6
L. micdadei 1 1 + -
L. gormanii 1 1 + -
L. dumorffii 1 1 + -
L. bozemanii 2 2 + -
L. longbeacheae 2 2 + -
L. wadsworthii 1 1 + -
L. jordanis 1 1 + -
L. feeleii 2 2 + +
L. oakridgensis 1 1 + -

(+) Especies que causan enfermedad en seres humanos.
(-)Especies sin reporte de infeccion en humanos.

1.3 “Legionella-like amoeba pathogens”

“Legionella-like amoeba pathogens” (LLAP, por sus siglas en inglés), se han aislado y
reproducido mediante el cocultivo de la bacteria con sus huéspedes protozoos. Son un
subconjunto de bacterias que crecen, exclusivamente dentro de las amebas y son
filogenéticamente cercanas a Legionella spp. Su nimero aumenta progresivamente y

pese a las preocupaciones, los estudios serolégicos sugieren que pueden ser muchas
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las posibles causas de infeccibn humana, principalmente por agentes coinfecciosos

(Roig y Rello, 2003).

1.4 Caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de Legionella.

Legionella es un microorganismo aerobio estricto, no esporulado, de forma cocoide o
bacilar que mide de 0.3 a 0.9 um de ancho y de 1.5 a 20 pm de longitud dependiendo
del tiempo de cultivo; en cultivos frescos los cocobacilos de Legionella pueden ser de 2
a 6 um de longitud, mientras que en cultivos prolongados pueden observarse formas
filamentosas de hasta 20 um de largo (Fig. 1). Son moviles con uno o mas flagelos en
disposicién polar o lateral y se ha demostrado la presencia de fimbrias y de una

estructura polisacarida acidica extracelular (Marrie et al., 2010; Ulloa, 2008).

Figura. 1. Caracteristicas de crecimiento de colonias de Legionella spp. en
medio especifico BCYE (CDC, 2011).
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Legionella es una bacteria Gram negativa que contiene una gran proporcion de
fosfolipidos en su composicion lipidica, hecho que dificulta su tincion por el método de
Gram. La ultraestructura es similar a otras bacterias Gram negativas, con una
membrana externa, un polimero de peptidoglicano y una membrana citoplasmatica. Sin
embargo, la pared bacteriana contiene grandes cantidades de acidos grasos de cadena

ramificada y ubiquinonas (Gress et al., 1980).

Desde un punto de vista bioquimico, las especies del género Legionella, son
quimiorganotréficas, poco sacaroliticas y en general, con metabolismo poco activo: Con
oxidasa variable, catalasa positiva débil y reacciones de nitrato y ureasa negativas. La
mayoria producen B-lactamasas y un pigmento marrén que se incrementa con la adicién
de tirosina al medio de cultivo. Algunas especies son capaces de producir pigmentos
fluorescentes. No fermentan los carbohidratos ni las azlcares habituales. En contraste
con otras bacterias acuaticas, utilizan aminoacidos y otros compuestos organicos, como
su fuente principal de carbono y energia como el almidén. Por esta razon, los medios de

cultivo tradicionales resultan inapropiados para su aislamiento (Steinert et al., 2002).

En condiciones de laboratorio, la mayoria de las especies de Legionella necesitan para
su crecimiento en aislamiento primario, sales férreas y L-cisteina. El BCYE es el medio
primario para cultivar y aislar la bacteria, en este es necesario entre 3 y 10 dias para
visualizar las colonias (Fig. 2). El extracto de levadura suministra proteinas y otros
nutrientes que favorecen el crecimiento. La L-cisteina representa un ingrediente
esencial para el cultivo, mientras que los iones de hierro facilitan su desarrollo. El
carbon activado descompone el peroxido de hidrégeno, un producto de metabolismo

gue para las especies de Legionella es toxico; también puede tomar diéxido de carbono
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y modificar la presion superficial. Se aflade tampon ACES al medio para mantener un

pH adecuado para el crecimiento optimo (Fields et al., 2002)

Figura. 2. Colonias de Legionella spp. creciendo en medio especifico
BCYE (EMLab P&K, 2011)

1.5 Legionelosis y fiebre de Pontiac

La legionelosis es una de las muchas infecciones surgidas en el siglo XX, causada por
Legionella pneumophila y bacterias relacionadas. La gravedad de la legionelosis varia
desde una enfermedad febril leve (fiebre de Pontiac) hasta una forma potencialmente
mortal de neumonia (enfermedad del legionario); estas pueden afectar a cualquiera,
pero hay grupos cuya susceptibilidad aumenta debido a la edad, mala salud,

inmunosupresion y otros factores de riesgo como el tabaquismo (OMS, 2007).
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1.5.1 Legionelosis o enfermedad del legionario

La legionelosis es una heumonia que tiene un periodo de incubacién de dos a diez dias.
La probabilidad de contraer la enfermedad aumenta proporcionalmente a factores de
susceptibilidad propios del huésped: afecta con mas frecuencia al género masculino,
principalmente a aquellos hombres cuya edad oscila entre los 40 y los 70 afios. A
menudo la enfermedad se caracteriza por anorexia, malestar y letargo como sintomas
iniciales; pudiéndose, también, desarrollar una tos leve. Aproximadamente la mitad de
los pacientes desarrollan pus que causa esputo y dolor en el pecho. Los sintomas
gastrointestinales son prominentes con diarreas acuosas, nauseas, vomitos y dolores
abdominales. La fiebre elevada esta presente en casi todos los casos y cerca de la
mitad de los pacientes sufren trastornos del sistema nervioso, como: confusion, delirio,

depresién, desorientacion y alucinaciones (EPA, 1999; OMS, 2007).

La enfermedad del legionario no tiene sintomas ni signos caracteristicos; no hay
sindrome tipico y no todas las personas expuestas a este microorganismo desarrollan

sintomas de enfermedad (OMS, 2007).

1.5.2 Fiebre de Pontiac

La fiebre de Pontiac es una enfermedad aguda y autolimitada; es un sindrome gripal sin
neumonia, con un periodo de incubacion de uno o dos dias. A diferencia de la
legionelosis, su tasa de ataque es alta, afectando hasta el 95% de los individuos
expuestos. Se caracteriza por fiebre elevada, cefalea, artralgia (dolor en articulaciones),

mialgia (dolor muscular) y astenia (debilidad extrema); en algunos casos puede
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ocasionar tos, disnea (dificultad para respirar), diarrea, ndusea, vomito, dolor en el

pecho y confusion (Marrie et al., 2010).Los estudios de seroprevalencia de anticuerpos

indican que estas infecciones son asintométicas (AEPAP, 2010).En el cuadro4 se

muestran los sintomas y caracteristicas de la enfermedad del Legionario y la fiebre de

Pontiac.

Cuadro 4. Principales caracteristicas de la Enfermedad del Legionario y Fiebre de Pontiac (OMS,

2007).
Caracteristicas Enfermedad del legionario Fiebre de Pontiac

Periodo de 2 a1l0 dias 16 2 dias

Incubacion

Duracion Semanas 2 a5 dias

Tasa de letalidad Variable por susceptibilidad, en Sin muertes

Tasa de ataque

Sintomas

pacientes de hospital puede ser de 40
al 80%

0.1-5% de la poblacion general
0.4-14% en hospitales

A menudo no especificos.
Astenia.

Fiebre elevada.

Dolor de cabeza.

Tos seca.

Ocasionalmente expectoracion
sanguinolenta.

Escalofrio.

Mialgia.

Disnea.

Diarrea (25-50% de los casos).

Voémito, nausea (10-30% de los casos).

Alteraciones del sistema nervioso
central como confusion y delirio (50%
de los casos).

Falla renal.

Mas del 95 % de los
individuos expuestos
Similares a los de
influenza.

Astenia.

Fiebre elevada.
Escalofrio.

Mialgia.

Dolor de cabeza.
Artralgia.

Diarrea.
Ocasionalmente vomito
y nausea.

Disnea.

Tos seca.

1.6 Transmision de Legionella

La inoculacion de Legionella en el humano se produce, basicamente, por la inhalacién

de aerosoles contaminados con un nimero suficiente de bacterias (10 000 UFC ml™);

11
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no hay evidencia de transmision de humano a humano, ni de la existencia de

reservorios animales conocidos (Newton et al., 2010; Pérez, 2001).

Para que un ser humano resulte infectado deben cumplir varios requisitos:

Que el microorganismo tenga una via de entrada a la instalacion (instalaciones
de agua como aires acondicionados, spas, regaderas, etc.). Esto suele
producirse por pequefias cantidades de aguas contaminadas con la bacteria.
Que su multiplicacién en el agua produzca suficientes microorganismos para
representar un riesgo hacia personas susceptibles.

Que a partir del sistema, el agua contaminada, sea dispersada en la atmdsfera
en forma de aerosol convirtiéndose en un riesgo potencial al facilitar un mayor
tiempo de suspension en el aire a las gotas minimizadas y aumentando la
probabilidad de que su tamafio sea menor a 5 um, tamafio maximo de las gotas
gue pueden penetrar los pulmones (Berk et al., 1998).

Que sea patodgeno para el ser humano, ya que algunas especies y serogrupos
resultan inocuos.

Que uno o mas individuos susceptibles sean expuestos a un aerosol
contaminado con suficiente Legionella viable (Fields et al., 2002; OMS, 2007;

Pérez, 2001).

1.7 Diagnostico de Legionella

Son necesarias pruebas especializadas para diagnosticar la infeccion por Legionella

(Cuadro 5). Una prueba méas amplia puede proporcionar ayuda en la vigilancia

12
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epidemioldgica de infecciones debidas a Legionella. Este tipo de pruebas puede

realizarse por los siguientes métodos:

1.7.1 Cultivo

La bacteria se cultiva a partir de muestras respiratorias (esputo, tejido pulmonar, etc.)
utilizando el medio de cultivo BCYE. Las muestras contaminadas, como el esputo,
deben descontaminarse antes de ser sembradas. La principal ventaja de este cultivo
diagnostico es que todas las legionelas pueden ser detectadas por este método,
aunque, existen problemas inherentes al cultivo de Legionella debidos a que el
organismo presenta exigencias nutricionales muy estrictas y es de lento crecimiento. La
efectividad de este método depende de la severidad de la enfermedad: entre el 15 y el
25 % de los casos de neumonias leves dan positivo para esta prueba, en contraste con

el 95 % de resultados positivos para neumonia severa (Blyth et al., 2009)

1.7.2 Estudio seroldgico por inmunofluorescencia indirecta

Este método revela la presencia de anticuerpos especificos en el suero del paciente
infectado. La seroconversion es medida por Inmunofluorescencia indirecta (IFl), y se
determina cuando el numero de anticuerpos para Legionella presenta un
incrementoigual o superior a cuatro veces, entre un suero de fase aguda y un suero de
fase convaleciente, demostrando el diagnéstico de legionelosis. La seroconversion se
produce en el 70 al 80 % de los casos confirmados por cultivo y se suele presentar
entre las primeras semanas de la infeccién; periodo de tiempo que descarta el uso de

esta técnica como método de diagnostico. Por lo que solo se utiliza en estudios
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epidemioldgicos de brotes o para establecer la infeccion retrospectivamente (Darby y

Buising, 2008; Murdock, 2003; OMS, 2007).

1.7.3 Antigeno especifico de Legionellapneumophila serogrupo 1.

Es una técnica rapida con alta sensibilidad y especificidad, cuya ventaja es que no se ve
afectada por el tratamiento antibidtico ni por el transcurso de las semanas (Darby y
Buising, 2008; Murdock, 2003). Se basa en un examen urinario porque los antigenos
microbianos se concentran en orina mas que en otros fluidos, ya que en ella no existen
anticuerpos que alteren los resultados (Molinos, 2006). Las técnicas de
enzimoinmunoanalisis (EIA) o inmunocromatografia (ICT) son, actualmente, las pruebas

de deteccién mas eficaces en la practica clinica (Murdock, 2003; OMS, 2007).

1.7.4 Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

Los ensayos han sido mayormente utilizados para detectar el ADN de muestras
ambientales, pero también pueden ser usados para analizar muestras clinicas como el

esputo, este ensayo tiene como objetivo el analisis de lo siguiente:

e ARN ribosomal (ARNr) los genes o sus regiones espaciadoras intergénicas.

e El gen codificador de una proteina de choque térmico (dnaJ).

e Elgen dela ARN polimerasa (rpoB).

e EIl gen potenciador de infectividad a macréfagos (Mip) (Darby y Buising, 2008;

OMS, 2007).

14
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Cuadro 5. Pruebas de laboratorio especializadas en el diagnéstico de infeccion por Legionella
(Blyth et al., 2009; Darby y Buising 2008; Murdock, 2003;Roig y Rello, 2003).

Prueba Sensibilidad (%) Especificidad (%) Tiempo requerido
Antigeno en orina* 70 100 2-3 horas
PCR (suero, orina 'y 80 100 2-4 horas
muestras respiratorias)
Cultivo de esputo 80 100 3-7 dias
Serologia 40-60 96-99 3-10 semanas

*Detecta solamente L.pneumophila serogrupo 1.

Los métodos bien establecidos, tales como el cultivo de Legionella y la deteccién de
antigeno urinario, siguen siendo la base para el diagndéstico de infecciones por
Legionella. Nuevos métodos incluyendo el analisis de PCR, probablemente seran mas
accesibles en el futuro. Dadas las limitaciones actuales el diagnéstico en el laboratorio,
los pacientes que presentan una neumonia seguirdn recibiendo terapia profilactica

contra Legionella (EPA, 1999).

1.8 Tratamiento

La terapia oral de macrélidos (antibioticos naturales, semisintéticos y sintéticos) ocupa
un lugar destacado en el tratamiento de infecciones por bacterias intracelulares, ha
demostrado, en muchos estudios ser eficaz en el tratamiento de pacientes con
enfermedad leve o moderada. Usando eritromicina, claritromicina, azitromicina,
roxytromicina, josamicina, midecamicina y diritromicina,se han obtenido resultados
satisfactorios en el tratamiento de pacientes; existen opciones similares tales como
ciprofloxacina, cotrimoxazol y tetraciclinas. Las fluoroquinolonas ofrecen una mayor
accion contraLegionellay se recomiendan en casos severos en vez de la eritromicina. La
trovofloxacina y esparfloxacina son mucho més potentes que la ciprofloxacina, pero su

uso general ha sido suspendido debido a su potencial toxicidad. Datos preliminares
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indican que la telitromicina es una nueva posibilidad, y la evidencia clinica limitada
confrma a los ketélidos como tratamiento de primera linea. La combinacion de
rifampicina y eritromicina puede serefectiva contra L. pneumophila en casos graves

(EPA, 1999; OMS, 2007; Roig y Rello 2003).

La duracion del tratamiento dependera del antibiético, el grado de inmunodepresion, la
presencia continua de la infeccion y el curso clinico de la enfermedad(EPA, 1999; OMS,

2007; Roig y Rello 2003).

1.9 Patogenicidad de Legionella

La patogénesis y ecologia de Legionella estan muy relacionadas. Rowbotham (1980)
demostré que L. pneumophila, podia infectar amebas y describié su ciclo de vida
intracelular mediante observaciones con microscopia de luz. Mas tarde, Horwitz (1983)
demostré que L. pneumophilase multiplica intracelularmente en macréfagos humanos

evitando la fusion fagosoma-lisosoma (Moreira et al., 2006).

Existen similitudes en los procesos de infeccion en protozoos y células fagociticas de
mamiferos, ambos procesos utilizan genes y productos génicos similares y se ha
postulado que la capacidad del interior de las células de mamiferos, es el resultado de
una previa adaptacion a nichos intracelulares como sucede al interior de los protozoos

(Newton, et al., 2010).

A pesar que, desde un punto de vista genético, aun no se conoce bien la patogénesis
de L. pneumophila, se siguen realizando estudios en este campo. L. pneumophila es

una bacteria patdgena intracelular facultativa y su patogénesis, estd directamente
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relacionada con su capacidad de invadir y multiplicarse en un gran nimero de células
eucariotas, incluidos fagocitos mononucleares, monocitos y macréfagos alveolares

humanos.

1.9.1 Ciclo intracelular de Legionella

Los mecanismos de virulencia de L. pneumophila son complejos, se sabe que hay

muchas proteinas inducidas durante su replicacion intracelular.

La interaccion de L. pneumophila con células fagociticas puede dividirse en diferentes
etapas (Fig.3): a) Adhesién del microorganismo a los receptores de la superficie de las
células, b) Endocitosis, penetracion del microorganismo en los macréfagos, ¢) Fusion
con el reticulo endoplasmico, d) Formacién de una vacuola replicativa, e) Multiplicacion
intracelular y, f) Liberacién de las bacterias y muerte de la célula huésped(Moreira et al.,

2006).

Legionella pneumophila penetra el pulmén del hospedero por aspiracion, tanto las
cepas virulentas como las no virulentas son fagocitadas por los macréfagos alveolares y
se mantienen intactas dentro de los fagosomas. Durante la fagocitosis inicia una
cascada compleja de reacciones que incluyen: inhibicién del estrés oxidativo, reduccién
de la acidificacion del fagosoma, bloqueo de la maduracion del fagosoma y cambios en
el trafico de organulos. Solamente las cepas virulentas pueden inhibir la fusién de los
fagosomas-lisosomas y transformar el fagolisosoma en un nicho para su replicacion
dentro de los macréfagos. Esto conduce a la muerte del macrofago y a la liberacion de

un gran numero de bacterias. Las bacterias liberadas pueden infectar otros macréfagos,
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y de esta forma aumentar la concentracion de bacterias en el pulmén (Fields et al.,

2002).

Entrada en la ameba
Requiere dot/icm
Gal/GalNAc receptor

2 Ty
Forma replicativa . L,
P Liberacién de la ameba
Fusién con el reticulo endoplasmlco . o
Necrosis-formacion de poro
)
/Disminucién de los aminoacidos

Expresidn de genes en fase estacionaria
Motilidad intracelular

o’ N\

" o =

/_S\, Entrada en macrdfagos: dependiente de VS22 s
actina R
Requiere dot/icm Liberacién de los
macréfagos:
Apoptdsis

Necrosis-formacién de poro

Figura 3. Ciclo de vida de L. pneumophila en protozoos y macréfagos humanos
(Fields et al., 2002)

1.9.2 Factores de Virulencia

1.9.2.1 Enzimas

Un aspecto importante de la virulencia de Legionella es su capacidad de secretar
citotoxinas y proteasas destructoras de tejido al medio extracelular. Las enzimas
extracelulares como proteasas y hemolisinas (Cuadro 6), han sido implicadas como
probables factores responsables de algunas manifestaciones pulmonares vy

extrapulmonares de legionelosis. Por lo tanto, la produccion de una enzima citolitica
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podria explicar la lisis del infiltrado inflamatorio pulmonar visto en muchos casos

(Dowling et al., 1992).

Cuadro 6. Enzimas que participan en la virulencia de Legionella (Aragon et al., 2002; Baine,
1985; Dowling et al., 1992; Laureano, 2010)

Enzima Funcion
Toxina peptidica Inhibe la activacion de neutrofilos. Primer factor conocido para
esta accion.
Fosfatasas Inhibe la secrecién de superdxido de los neutrofilos.
Fosfolipasa C Con actividad proteolitica.

Metaloproteasa de Zinc Inhibe la produccién de superdxido, quimiotaxis y migracion de
polimorfonucleares.
Hemolisina (legiolisina) Con actividad hemalitica.

1.9.2.2Sistemas de secrecién

Para establecer una interaccion exitosa patdgeno-huésped, proteinas de virulencia del
patdbgeno deben ser transportadas a la superficie bacteriana, hacia el ambiente
extracelular o directamente a la célula huésped. Este es un reto para las bacterias Gram
negativas por que las proteinas secretadas deben cruzar la membrana interna y
externa. Para la secrecion extracelular directa en células huésped, existen varios
mecanismos especializados de secrecidbn en bacterias Gram negativas, cada uno
responsable del transporte de un subconjunto especifico de proteinas (De Buck et al.,

2007).

Como una estrategia fundamental para la virulencia, un gran nimero de patdégenos
poseen sistemas de secrecion especializados que se utilizan para proporcionar
proteinas efectoras al interior de las células, modulando asi, la funcién celular del

huésped (Heuner y Swanson, 2008).
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Durante la infeccién L. pneumophila emplea mecanismos sofisticados para proporcionar
proteinas a las localizaciones celulares y extracelulares. En particular el sistema de
secrecion Dot/lcm tipo IV (dot, del inglés “defective for organelle trafficking”; icm, del
inglés “intracellular multiplication”) (Vogel y Isberg, 1999) y el sistema de secrecién Lsp
tipo Il (del inglés “Legionella secretion pathway”) (Stderberg et al., 2004), contribuyen a
la virulencia (Fig. 3 y Cuadro 7). El sistema Dot/lcm tipo IV es necesario para el
establecimiento del nicho de replicacion intracelular de L. pneumophila en protozoos y

macrofagos humanos (Galka et al., 2008).

Cuadro 7. Sistemas de secrecién que contribuyen a la virulencia de Legionella adaptado de: (Al-
Khodor et al., 2008; Aragon et al., 2002; Heuner y Swanson, 2008; Hubber y Roy, 2010; Johnson
et al., 2006; Newton et al., 2010; Rossier et al., 2009;Shin y Roy, 2008; Sdderberg et al., 2004;
Vogel e Isberg, 1999)

Sistema de

g Funcién
secrecion

Es una estructura multiprotéica que forma un canal que abarca
las membranas internas y externas de la bacteria. Es el mayor
sistema de virulencia de Legionella codificado por 26 genes
dot/icm. Su funciébn es transportar una gran cantidad de
sustratos proteicos en el citoplasma de las células fagociticas,
lo que le permite a Legionella sobrevivir y replicarse dentro de
Dot/lcm tipo IV estas células que normalmente actllan como bactericidas. Este
sistema no solo es necesario para el establecimiento y
replicacion de la bacteria, sino que también esta involucrado en
la entrada de Legionella, la inhibicion de la apoptosis de la
célula huésped y la salida de Legionella a partir de dicha célula.

Esta relacionado con la infeccién intracelular de Legionella.
Transportan un gran nimero de proteinas secretadas desde el
citoplasma hasta el medio extracelular. Este sistema media al
Lsp tipo Il menos 25 proteinas como: metaloproteasas, aminopeptidasas,
fosfatasa acida, quitinasa, lipasa, fosfolipasa A y C, RNasa, etc.
Estas proteinas participan en una amplia variedad de funciones
importantes para la ecologia y patogénesis de L. pneumophila.
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1.9.2.3Proteinas de superficie

Las estructuras de superficie de membrana juegan un papel muy importante en la
patogenicidad de Legionella. La adherencia seguida de la penetracion de la bacteria en
la célula hospedera, es un paso fundamental para el ciclo de infeccion. Ciertas
proteinas de superficie, estan involucradas en la adherencia y entrada de Legionella en
macréfagos alveolares y protozoos. Estas proteinas (Cuadro 8) incluyen, entre otras: la
proteina de membrana externa (MOMP, por sus siglas en inglés), las proteinas de
choque térmicoHsp60 y Hsp70 (Hsp del inglés “Heat Shock Proteins”) y la proteina
potenciadora de la infeccion (Mip, del inglés “Macrophage Infectivity Potentiator”)
(Steinert et al., 2002).

Cuadro 8. Proteinas de superficie involucradas en la virulencia de Legionella adaptado de: (Atlas,
1999; Bellinger y Horwitz, 1990; Cianciotto, 1990; Gardufio et al, 1998; Hoffman y Gardufio,
1999; Liu et al., 2003; Steinert et al., 2002; Weissenberger et al., 2007)

Proteina de superficie Funcion

Es una porina que se une al componente C3
de complemento, y media la entrada de L.
pneumophila via receptores de macrofagos
Proteina de membrana externa (MOMP) con complemento CR1 y CR3, aunque el papel
de estos receptores no ha sido determinado.

Son codificadas por el gen dnal, favorecen la
relacion endosimbiética con el huésped vy
aumentan la invasion en células epiteliales. El
Proteinas de choque térmico (Hsp 60y Hsp gen dnal se emplea para diferenciar entre
70) subespecies de Legionella y serogrupos de L.
pneumophila.

Es codificada por el gen Mip, claramente esta

asociado a la virulencia de Legionella. Es

necesaria para la infeccion en células

fagociticas humanas como protozoos, ya que

interviene en los estadios de infeccién

(Mip) temprana. Mejora Ig capacidad d’e L.
pneumophila a parasitar a los macrofagos
humanos y causar una neumonia o
enfermedad de los legionarios. Incluso se
utiliza la secuencia del gen Mip para identificar
a L. pneumophila.

Potenciador de infectividad a macrofagos
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1.10 Ecologia de Legionella

Legionella es una bacteria ambiental, su habitat principal son las aguas dulces de lagos,
rios, y fuentes hidrotermales. En estos ambientes Legionella puede vivir en condiciones
variadas, con temperaturas de entre 5y 63 °C (Declerck, 2010; Kusnetsov et al., 1993)
(Fig. 5), un pH 5 a9.2 (Declerck, 2010; Hsu et al., 2006) y una concentracion de
oxigeno disuelto de 0.2 a 15 ppm (EPA, 1999). Se encuentra en bajas concentraciones
en plancton, al interior de protozoos como las amebas o formando parte de las
biopeliculas en el ambiente, que le ayudan a soportar las variaciones ambientales

(Ulloa, 2008).

Las biopeliculas son sistemas complejos formados por poblaciones bacterianas,
envueltas por una matriz glucoprotéica, que tiene la capacidad de adherirse a
superficies, interfases u otras. En las biopeliculas hay microcolonias de bacterias,
hongos, algas, etc. rodeadas de canales llenos de agua y su funcién es semejante a la
de un sistema circulatorio primitivo; permitiendo el acceso de nutrientes, la eliminacién
de desechos y la comunicacién con otros microorganismos habitantes del mismo

sistema (Diemond, 2007; Lau y Ashbolt, 2009).

A partir de los reservorios naturales la bacteria coloniza diferentes instalaciones
acudticas artificiales como sistemas de abastecimiento y distribucion de agua de las
ciudades, a través de los cuales se incorpora a redes de agua potable y otros sistemas
gue requieren agua para su funcionamiento como: torres de refrigeracion, sistemas
centralizados de agua caliente, equipos de aerosolterapia y sistemas de agua

climatizada entre otros, propensos a la contaminacién por Legionella (Fig. 4) la cual
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puede infectar al hombre mediante la inhalacidon de microaerosoles infectados (Borella

et al., 2005; Ulloa, 2008).

Suministro de agua Huésped infectado

! t

l Aerosol * w

Reservorio Huésped

Figura 4. Colonizacion, dispersion y transmision de Legionella a partir de los
reservorios naturales (Moondragon, 2011).

Las instalaciones artificiales favorecen el estancamiento y acumulacion de productos
organicos que sirven como nutrientes para protozoos y bacterias que coexisten, y que,
con una temperatura adecuada, pueden multiplicarse hasta alcanzar niveles infectantes
para el hombre y convirtiéndose en un nicho ecol6gico favorable para el crecimiento y
persistencia de Legionella (Schoen y Ashbolt, 2011); aunque no debe perderse de vista
gue las biopeliculas tienen, también aspectos benéficos como el potencial de
autopurificacion del agua mediante la mineralizacion de la materia organica presente en

ella (Wingender y Flemming, 2011).
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El crecimiento de Legionella es particularmente mayor en sistemas de agua domésticos
e industriales debido a condiciones tales como: calor, estancamiento, nutricibn en

sedimentos y la presencia de protozoos y otras bacterias (Darby y Buising, 2008).

Temperatura
°C

100 4
) Humidificadores de vapor
90
Laglonella
Radladores de agua callente n%g viable
80
70 Y
Legionella
60 Depositos de agua callenta fo o
multiplica
50 4
40 Duchas, Yakuzi ()
Torres de refrigeracién Multiplichcién
a0 activalda
Laglonjella
20 Sprinklers
Humidificadores de roclado |
10 Estado
—. Agua fria y condensada en latente
serpantines de refrigeracién *
0
BAJA P ALTA

Incremento de la posibilidad de multiplicacién
de Leglonelia

Figura 5. Desarrollo de Legionella en funcion de la temperatura
del agua en diversos sistemas hidrotermales (JMCPRL, 2010)

La presencia de biopeliculas juega un papel importante en el anidamiento de bacterias y

constituye un foco de reinfeccién de las instalaciones (Lau y Ashbolt, 2009).
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1.10.1 Factores de crecimiento

Para que los organismos lleguen a tener una capacidad infectiva, es necesario que
alcancen en el agua una cierta concentracion de los mismos. Los principales factores

gue favorecen su multiplicacion en el medio son:

1.10.1.1Temperatura

Legionella es una bacteria termdfila que vive medios acuaticos, siendo ideales para su
desarrollo aquellos cuya temperatura oscila entre los 25 y 40 °C, donde si cuenta con
los nutrientes adecuados es capaz de multiplicarse. Presentando un crecimiento 6ptimo

alrededor de los 37°C (EPA, 1999; Ricketts et al., 2008).

Las instalaciones que representan un potencial riesgo de infeccién con la bacteria, son
aquellas en las que la temperatura es de entre 20 y 45 °C como son: agua caliente
sanitaria (regaderas), torres de refrigeracion, condensadores evaporativos y piscinas;

ademas de spas, jacuzzis, etc. (Feazelet al., 2009).

Por debajo de los 20 °C Legionella permanece en estado latente, esto significa que
sobrevive pero no se multiplica peligrosamente. Este es el medio en el que se encuentra
en la naturaleza, en rios y lagos. Entre los 40 y 60 °C puede sobrevivir pero es incapaz
de multiplicarse y finalmente por encima de los 70 °C queda inactiva (Hruba, 2009;

Leoni et al., 2001; Ulloa, 2008)
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1.10.1.2 Asociacion con otros microorganismos

El medio acuatico por si solo, no permite la proliferacion de Legionella. Esta puede
sobrevivir un largo periodo, pero no multiplicarse. El agua sucia garantiza la presencia
de microorganismos y nutrientes necesarios para su crecimiento. Los nutrientes pueden
ser suplementados directa e indirectamente por microorganismos como: algas,
protozoos y otras bacterias, en forma de constituyentes organicos disueltos por exceso
de produccién de nutrientes organicos o por descomposicion de los microorganismos

(Taylor et al., 2009).

Los protozoos (principalmente amebas y ciliados) ayudan a Legionella a protegerse de
los efectos de los biocidas, por ejemplo: Legionella puede sobrevivir en amebas
enquistadas durante largos periodos de tiempo, este puede ser el motivo por el que L.
pneumophila es capaz de soportar condiciones ambientales adversas y sobrevivir en
aerosoles conservando su capacidad de entrar en estado viable pero no cultivable, esto
significa que las bacterias se encuentran en estado de “latencia” (Garcia et al., 2007;

Storey et al., 2004)

1.10.1.3 Asociacion de Legionellacon biopeliculas

La interaccion Legionella-protozoos se ve afectada por microorganismos que
constituyen las biopeliculas en la construccion de sistemas de agua industriales y
domésticos. Se sabe que Legionella coloniza estas biopeliculas y puede persistir dentro
de estas comunidades durante afios. Legionella se encuentra, mas facilmente, en
muestras de biopeliculas que en muestras de agua, lo que sugiere su estrecha
asociacion a las biopeliculas (Lau y Ashbolt, 2009).
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Se han realizado estudios enfocados a la caracterizacion de la interaccion bacteriana en
biopeliculas. En donde evaluaron el efecto de temperatura y materiales de la superficie
en el crecimiento de L. pneumophila, asi como el efecto de biocidas en la fase

plancténica y sésil de Legionella (Fields et al., 2002).

La base de la biopelicula estd compuesta por Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Flavobacterium como organismos aislados de una muestra de agua que
contiene Legionella. La adicion de la ameba Hartmannella vermiformis al reactor da
como resultado un equilibrio reproducible entre amebas y bacterias heterotroficas

(Taylor et al., 2009).

Legionella pneumophila persiste en la biopelicula con o sin la presencia de H.
vermiformis (Figs.6 y 7), L. pneumophila puede persistir en ausencia de amebas,

aungue necesita de ellas para poder multiplicarse (Fields et al., 2002).

\

- N ‘w. ;
Figura 6. Legionella pneumophila (verde) Figura 7. ProtozooTetrahymena vermiformis
anclada mediante un pseudépodo a la con cadenas de color rojo de las bacterias
ameba Hartmannella vermiformis (naranja). intracelulares de L. pneumophila (CDC,
Microscopio electrénico de barrido (CDC, 2010).

2010).
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La biopeliculaes un mecanismo de resistencia a condiciones adversas, tales como la
limitacion de nutrientes y temperaturas extremas. Los gradientes de nutrientes, pH y
oxigeno en la matriz, sustituyen las distintas necesidades de los microorganismos que

conforman la biopelicula (Allison, 2003; Wimpenny et al., 2000).

Cuadro 9. Condiciones favorables para la proliferacion de Legionella(EPA, 1999; Fields et al.,
2002; Lau y Ashbolt, 2009; Ricketts et al., 2008; Storey et al., 2004)

Temperatura Entre 20 y 45 °C.

Optima: entre 35y 37 °C.
Estancamiento de agua Baja velocidad de circulacion del agua.
Calidad del agua Presencia de nutrientes, depdsitos de

sélidos en suspensién, conductividad,
turbidez, etc.

Tipo de superficie en contacto con agua Tipo de material (celulosa, madera, etc.),
rugosidad, depositos célcicos, corrosion.
Depésitos biolégicos (biopeliculas) Protozoos, algas, bacterias.

1.10.1.4 Beneficios entre la asociacion Legionella—ameba

Patogenos tales como Legionella pneumophila son absorbidos por protozoos como las
amebas y ciliados, sin someterse a la digestién. Las amebas de vida libre tienen los
mismos habitats acuéticos y son probables huéspedes naturales de Legionella. El
motivo por el cual estos microorganismos se encuentran en asociacion se debe a que

ambos obtienen mutuos beneficios, por ejemplo:

a) Las amebas le sirven a Legionella como vehiculos de transporte.

b) Que la virulencia de Legionella sea incremente al igual que la patogenicidad de las
amebas, ya que se podria dar una coinfeccion.

c) La resistencia y proteccion que le brindan las amebas a Legionella ante condiciones
ambientales adversas y desinfectantes (Marciano-Cabral et al., 2010; Harf y Monteil,

1988; Huang y Hsu, 2010).
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2. ANTECEDENTES

En 2001 Leoni y colaboradores, hicieron un estudio para evaluar la prevalencia de
bacterias del género Legionella en agua de piscinas y regaderas en 12 balnearios de la
ciudad de Bolonia, Italia. Cada lugar se muestreocuatro veces, una muestra por cada
estacion del afio. El aislamiento de la bacteria se realizé en un medio BCYE. De 48
muestras tomadas de piscinas, solo en dos se detecté la presencia de dos especies de
Legionella (micdadei y bozemanii); y en 27 de las 48 muestras de regaderas fueron
positivas para Legionella spp: 19 para L. pneumophila y 18 para otras especies. Con
esta investigacion los autores demostraron que estos ambientes ofrecen un riesgo

potencial de infeccién por Legionella.

En 2003, Liu y colaboradores usaron el gen dnaJ para detectar e identificar todos los
serogrupos de L. pneumophila; describieron los primers usados para la deteccion de
secuencias de genes 16s de la mayoria de los miembros del género, este estudio se

realizé con cepas de referencia de Legionella pneumophila obtenidas del ATCC.

En 2007, Carvalho y colaboradores analizaron sistemas artificiales de abastecimiento
de agua en Sao Paulo, Brasil, colectaron un total de 67 muestras de agua y
biopeliculas; utilizaron medio de cultivo BCYE-a para sembrarlas. La deteccion de L.
pneumophila se realizé por medio de PCR teniendo como blanco el gen Mip. Se detect6
la presencia L. pneumophila en nueve muestras provenientes de torres de refrigeracion,

regaderas, tanques de agua y calentadores.

En 2010 Huang y colaboradores realizaron un estudio para determinar que pardmetros
de calidad del agua favorecen la prevalencia de Legionella en cuerpos de agua
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termales. Colectaron en seis areas recreativas de Taiwan un total de 72 muestras de
agua provenientes de spas, albercas y jacuzzis, tanto personales como publicos.
Tomaron en cuenta parametros fisicoquimicos como: pH, turbidez, temperatura, etc. Se
sembraron en medio BCYE y posteriormente por medio de un Kit de extraccion se
obtuvo el ADN. Para el andlisis de PCR usaron una cepa de referencia de L.
pneumophila del ATCC; por ultimo visualizaron los amplicones en un gel de agarosa al
2 %. De esta manera se comprobd la presencia de Legionella en las seis areas
recreativas y entre las especies detectadas con mayor frecuencia se encontré a L.

pneumophila.

En el mismo afio Laureano realizé un estudio de biopeliculas formadas por un Géiser en
el Estado de Hidalgo en México. Colectd un total de 50 muestras; 45 de biopeliculas
fijas y flotantes de las paredes del Géiser y cinco muestras de aerosoles de la misma
fuente. Detectdé la presencia de Legionella spp. en todas las muestras y de L.
pneumophila en 14 de ellas, identificando por primera vez en México la presencia de

bacterias de este género y especie.

En 2011, Wullings y colaboradores analizaron muestras de agua sin cloracién de dos
diferentes fuentes de abastecimiento de agua en Holanda para evaluar la concentracién
y diversidad de Legionella spp; las sembraron en medio BCYE, previamente
desinfectadas mediante tratamiento por calor (30 minutos a 50 °C). La identificacion de
L. pneumophila se realizé por medio de PCR en tiempo real teniendo como objetivo la
amplificacién del gen Mip de 654 pb. Se detectd la presencia de L. pneumophila y otras

especies del género, en ambas fuentes de abastecimiento de agua.
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3. JUSTIFICACION

En México no existen normas para andlisis, determinacion y mantenimiento, de
sistemas acuaticos contaminados por Legionella; derivado de esto, se desconoce la
distribucion de la bacteria en nuestro pais y, tal vez por ello, tampoco hay reportes de
neumonia causada por L. pneumophila lo que indica que de existir no se han
identificado. En México sélo se han reportado dos casos con diagnéstico clinico de
probable neumonia por Legionella, sin pruebas de laboratorio confirmatorias y ninguno

por aislamiento del agente causal (Sapian, 2006).

Actualmente en México no se cuenta, en ningun laboratorio clinico o de investigacion,
con una metodologia rapida y precisa para la identificacion de Legionella pneumophila y
cuando se consigue un aislado solo es posible, en algunos casos, identificarlo a nivel de
género. Por ello, este proyecto esta enfocado en desarrollar y proveer herramientas que
faciliten aislar e identificar, de manera precisa y especifica, a Legionella pneumophila,
asi como determinar con que organismos patégenos estd comunmente asociada y asi
valorar claramente el riesgo a la salud de los humanos que representa este organismo,

principalmente por encontrarse en cuerpos de agua de uso recreativo.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar la presencia de bacterias del género Legionella spp. a partir de

diversas fuentes hidrotermales en México.

Objetivos Particulares

o Determinar si Legionella spp. es habitante comun del agua y de biopeliculas fijas

y/o flotantes de diversos sistemas acuaticos.

e Aislar e identificar a Legionella spp. por métodos tradicionales de cultivo.

e Aislar e identificar L. pneumophila en diferentes muestras de cuerpos
hidrotermales en México, utilizando herramientas de biologia molecular como

PCR.

e Establecer la relacion de los pardmetros fisicoquimicos del agua y biopeliculas

con la presencia de Legionella spp.

32



Eduardo Riubi Galguera

5. MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras de cuerpos de agua naturales sin cloracién, balnearios de agua
termal en los estados de Veracruz, Chiapas, Puebla, Oaxaca y San Luis Potosi;
biopeliculas del Estado de Hidalgo, sistemas de agua potable y del agua empleada en
autolavados del Distrito Federal y zona metropolitana. Muestreos realizados durante el

periodo comprendido de marzo de 2010 a febrero de 2011.

5.1 Recolecta de muestras

Las muestras de agua y de biopeliculas fueron almacenadas en recipientes
bacteriologicos estériles, se tuvo la precaucion de evitar la desecacién de las
biopeliculas (se les agrego agua del lugar) durante el transporte al laboratorio. El
procedimiento en la recolecta de las muestras se hizo de acuerdo con las técnicas de
muestreo especificadas en el Standard Methods (1999).Las muestras se transportaron a
temperatura ambiente al Laboratorio de Investigacién en Patégenos Emergentes de la
Unidad de Investigacion Interdisciplinaria para las Ciencias de la Salud y la Educacién
(UIICSE), de la Facultad de Estudios Superiores lztacala (FES-1), UNAM, para su

procesamiento.
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Figura 8. Muestreo de agua de regadera. Figura 9. Muestreo de cuerpo de agua natural.

5.2 Registro de parametros fisicoquimicos in situ del aguay biopeliculas

Para registrar las lecturas de los parametros fisicoquimicos y establecer su relacién con
los aislamientos bacterianos, se realizaron las determinaciones in situ de la temperatura
del agua (°C), pH y conductividad (mS/cm?), asi como la temperatura interna de las

biopeliculas al momento de su colecta (Borella et al., 2005, Declerck et al., 2007).

5.2.1 Temperatura interna de las biopeliculas (°C)

La temperatura interna de las biopeliculas fue medida insertando en la biopelicula el

sensor de un termémetro digital Hanna H 19040 antes de su colecta (Declerck et al.,

2007; Laureano, 2010).
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5.2.2 Temperatura del agua (°C)

Se midi6é con un termémetro digital Hanna H 19040. Estos valores son indispensables
para determinar el gradiente de temperatura que permite el crecimiento de las bacterias

del género Legionella (Laureano, 2010).

5.2.3 pH del agua

Este parametro se midié con un potenciémetro digital de campo pH/EC/TDS Waterproof
Hanna Instruments (Diaz et al., 2005). Esta medicion se hace para establecer si las
condiciones ambientales son adecuadas y favorecen la presencia y crecimiento de
bacterias del género Legionella, siendo especialmente favorecidas en ambitos de pH de

5.0 a 9.2 (Declerck, 2010; Hsu et al., 2006; Laureano, 2010)

5.2.4 Conductividad eléctrica del agua(mS/cm?®)

Se midié con un conductimetro digital Hanna H 19040. Este parametro esta asociado
con la cantidad de iones que contiene el agua, principalmente sulfatos y carbonatos

(Laureano, 2010).

5.3 Deteccidén microbioldgica de Legionella spp

Las muestras de agua y biopeliculas recolectadas se incubaron a 37 °C por
aproximadamente cinco dias para estimular el crecimiento de bacterias del género
Legionella. Al finalizar este tiempo las muestras de biopelicula fueron agitadas

vigorosamente con un voértex y se tomaron 15 ml de agua con particulas en suspension,

35



Legionella spp.

los cuales se centrifugaron a 3000 X g durante 30 minutos (Bartie et al., 2003). Se
decanto el sobrenadante y la pastilla fue procesada por descontaminacion acida (KCl-
HCI 0.2N) para eliminar la microbiota acompafante y favorecer el reconocimiento de las
colonias de Legionella, en un volumen de 1:1 durante 30 minutos (NCID, 2005). Las
muestras de agua se procesaron de la misma forma. Posteriormente, se sembraron 100
pl de muestra en placas de agar extracto de levadura y carbén amortiguado (BCYE)
enriquecido con cisteina, medio especifico para el crecimiento de Legionella spp.
(Delgado-Viscogliosi etal., 2005; Ulloa, 2008). Las placas se incubaron a 37 °C y fueron
revisadas diariamente con la finalidad de buscar el crecimiento de bacterias con las

caracteristicas morfofisiologicas pertenecientes a Legionella (HPA, 2006).

5.4 Identificacién morfolégica de colonias del género Legionella

Las colonias se vuelven visibles tres o cuatro dias después de haber sido incubadas en
las placas. Las colonias miden de 3 a 4 mm de didmetro, son de color blanco-grisaceo,
convexas Yy circulares. Presentan bordes enteros y un moteado granular interno similar
al vidrio esmerilado (NCID, 2005). La identificacion de las colonias se llevé a cabo
comparando el crecimiento obtenido con la cepa de Legionella pneumophila subsp.

pneumophila ATCC #33152.

5.5 Identificacién molecular de Legionella pneumophila

A los aislados identificados por morfofisiologia colonial como pertenecientes al género
Legionella, se les realiz6 una extraccion y purificacion de ADN gendmico utilizando el kit
comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI). Se lavaron las
células bacterianas en una solucion de lisis para romper los sistemas de membrana
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celulares y liberar el ADN bacteriano. Posteriormente se le agregé RNasa en solucién
para degradar el ARN bacteriano; después se agregd una solucién para precipitar las
proteinas con la finalidad de que el ADN de los aislados no presentara impurezas. Las
muestras tratadas se centrifugaron y el sobrenadante con el ADN fue transferido a un
tubo nuevo con alcohol isopropilico para deshidratar y precipitar el ADN, por ultimo se
lavé el pellet de ADN con etanol al 70 %. Al término de este tratamiento se retiré el
alcohol, quedando solamente el ADN bacteriano, el cual fue hidratado con un

amortiguador y almacenado a -20 °C hasta el analisis.

5.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la identificacion precisa de las bacterias a nivel de especie se analizé el ADN
purificado obtenido de los aislados por PCR. Utilizando el Kit PCR Master Mix
(Promega). Para la reaccién se utilizaron los primers dnaJ 19 F 5°-AGG TGG TTT TGG
CGG ATT TGG -3’y dnaJ 19 R 5-TGA ATT CTG ACT TGC CCC ATG -3’, disefados
para amplificar un fragmento de 287 pares de bases (pb) pertenecientes al gen dnal
(Liu et al., 2003). El volumen final de la mezcla de PCR fue de 50 pl: 25 pl de mezcla
maestra lista para usar que contiene desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs), buffer de
reaccion y cloruro de magnesio (MgCl,); 2 ul por cada primer; 10 ul de ADN templado

de las muestras y 11 pl de agua libre de nucleasas (Liu et al., 2003)

La “Master Mix” que incluye el kit, tiene una mezcla elaborada con tres componentes
principales para la PCR: 1) Mezcla de desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs), los cuales
utilizan la Tag polimerasa para construir la cadena complementaria del segmento a
amplificar, estos dNTPs incluyen adenina, timina, guanina y citosina; 2) buffer de
reaccion Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 0.1 % p/v gelatina y 3) cloruro de magnesio
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(MgCl,). Estos dos ultimos son utilizados como amortiguador y catalizador en el proceso

de la PCR.

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Perkin EImer Gene Amp 2400, con
los siguientes pardmetros de temperatura: a) Un pre-PCR a 95 °C por 5 minutos, b)
seguido de 40 ciclos a tres temperaturas; 95 °C por 30 segundos, 50 °C por 30
segundos y 74 °C durante un minuto, por ultimo una extension final a 74 °C por 10

minutos (Liu et al., 2003).

Después de la amplificacion del ADN, 15 pl de cada amplificado fue analizado por

electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % sometidos 65 volts. Los geles fueron tefiidos

con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

De 92 muestras colectadas en este estudio se obtuvieron 60 aislados bacterianos. Los
aislados positivos para bacterias del género Legionella se identificaron molecularmente
por PCR, obteniendo un total de cuatro aislados bacterianos pertenecientes a la especie

Legionella pneumophila (Fig. 10 y Cuadro 10).

Cuadro 10. Distribucién de Legionella spp. Y L. pneumophila aisladas de diferentes lugares de
muestreo.

Aislados de

Sistema muestreado Total de Legionella Aislados de
muestras gspp L. pneumophila
Géiser 15 11 1
Sistemas de agua potable 53 28 3
Cuerpo_s de agua naturales y 19 18 ND
balnearios de agua termal
Autolavados 5 3 ND
Total 92 60 4
ND= No determinado
60 -

@ 50 -

§ 40 -

€

S 30 -

<

£ 20 -

=]

2

10 -
0 . .
Legionella spp. Bacterias no ID

Figura 10. NOomero de aislados del género Legionella spp. y organismos no
identificados en las muestras obtenidas.
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Se aislaron bacterias del género Legionella spp. en un medio género especifico (BCYE),
obtenidas de muestras de cuerpos de agua naturales, balnearios de agua termal,
sistemas de agua potable domésticos yde autolavados. Las caracteristicas de

morfologia colonial, color y tamafio coinciden con las de este género.

6.1 Aislados bacterianos y tinciones

Como ya se menciond anteriormente, la siembra de las muestras se realizé en agar
extracto de levadura carbén activado (BCYE). La incubacién de las muestras se
mantuvo en 37 °C durante cinco a siete dias en condiciones microaerofilicas, después
de este periodo se descartaron las placas de agar sin crecimientos aparentes y/o
contaminadas con otro microorganismo. Al tercer o quinto dia después de la siembra se

observé el crecimiento y las caracteristicas tipicas de Legionellacomo son: forma, color

y apariencia (circulares, convexas y de color aperlado) (Figs. 11y 12).

Figura 11. Aislados coloniales de Legionella Figura 12. Aislados coloniales de Legionella
spp. en placas de Petri con agar BCYE spp. en placas de Petri con agar BCYE
enriquecido con cisteina, obtenidos a partir de enriquecido con cisteina, obtenidos a partir de
sistemas de agua potable. agua de cuerpos de agua natural.
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Se realizé la tincibn de Gram a un cierto numero de colonias para confirmar de qué se
trataba de un organismo en forma de bacilo Gram negativo al adquirir el color

caracteristico de rosado a rojo (Figs. 13y 14).

Figura 13. Tincion de Gram de bacilos de Legionella spp. Microscopia de luz por
campo brillante, 40x.

Figura 14. Tincion de Gram de bacilos de Legionella sp
campo brillante, 40x.

p. Microscopia de luz por
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Se obtuvo un alto nimero de aislados positivos para el género Legionella spp. del total

de muestras obtenidas de agua y biopelicula del Géiser (Cuadro 11). Los resultados

demuestran la presencia de Legionella en el agua que emana de este sistema y la

proteccion que les confieren las biopeliculas para su supervivencia. Los valores

obtenidos de los pardmetros fisicoquimicos (ver anexo 1, cuadrol6) demuestran, de

igual manera, que las caracteristicas son adecuadas para el desarrollo y presencia de

esta bacteria; lo que representa un riesgo para la salud de usuarios de estos sistemas

acudaticos, ya que el agua de “el Géiser’abastece un balneario de aguas termales. Los

resultados concuerdan con los obtenidos por Laureano (2010), quien realiz6 un estudio

del mismo sitio, en el que de 50 muestras colectadas de agua, biopelicula y aerosoles

del Géiser se obtuvo un porcentaje del 100 % para el género Legionella.

Cuadro 11. Caracteristicas de las muestras de “el Géiser” y aislados obtenidos.

Aislado de
Muestra Caracteristicas de la biopelicula Legionella
Gel Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario SFj,p.
Ge2 Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario -
Ge3 Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario +
Ge4 Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario +
Geb Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario +
Geb Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario +
Ge7 Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario -
Ge8 Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario +
Ge9 Agua de escurrimiento y biopelicula de paredes de piedra del balneario +
Gel0 | Aguay biopelicula de la piscina del balneario -
Gell | Aguay biopelicula de la piscina del balneario +
Gel2 | Aguay biopelicula de la piscina del balneario -
Gel3 | Aguay biopelicula de la piscina del balneario +
Gel4 | Aguay biopelicula de la piscina del balneario +
Gel5 | Aguay biopelicula de la piscina del balneario +

Ge= Géiser; 1 al 15= Numero de muestra; (+)= Positivo; (-)= Negativo
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Se aisl6 a Legionella en las diferentes instalaciones de sistemas de agua potable como:
regaderas, cisternas y tinacos (Cuadro 12). Donde se obtuvo mayor porcentaje positivo
de aislados para Legionella en cuanto a proporcién de muestras tomadas, fue en las
muestras colectadas de cisternas que representaron el 62.5 % del total de aislados
positivos, seguidos por el 42 % del total de aislados positivos obtenidos de regaderas.
El alto nimero de aislados positivos encontrados en cisternas podria deberse a la poca
limpieza que normalmente se les da a este tipo de contenedores de agua, permitiendo
gue se acumulen biopeliculas y por ende grandes cantidades de bacterias. En el caso
de regaderas podria deberse a que la temperatura en la que normalmente se
encuentran este tipo de instalaciones oscila entre los 27 y 34 °C (ver anexo 1, cuadro
17) lo cual se acerca mucho al valor 6ptimo para el desarrollo de Legionella que es de
37 °C; también como no son dispositivos que se descomponen con facilidad, se usan
durante mucho tiempo permitiendo de igual manera que se acumule gran cantidad de
microorganismos. En el caso de tinacos también se obtuvieron aislados bacterianos,
aungque en menor porcentaje, esto puede deberse a que la temperatura que se
encuentra el agua en estos contenedores, es menor que la que se registrdé en
regaderas, aunque los valores de pH y conductividad para los tres tipos de instalaciones

no mostraron mucha diferencia en el ambito (ver anexo 1, cuadrol7).

Cuadro 12. Muestras de sistemas de agua potable (regaderas, cisternas, tinacos) y aislados
obtenidos.

Tipo de Muestra Entidad federativa que Aislado de Legionella
pertenece spp. BCYE
R-1 Edo. de México -
R-2 Edo. de México -
R-3 Edo. de México -
R-4 Edo. de México +
R-5 Edo. de México -
R-6 Edo. de México -
R-7 Edo. de México +
R-8 Edo. de México -
R-9 Distrito Federal -
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R-10 Distrito Federal -
R-11 Edo. de México +
R-12 Edo. de México -
R-13 Edo. de México -
R-14 Edo. de México -
R-15 Edo. de México -
R-16 Edo. de México +
R-17 Edo. de México +
R-18 Edo. de México +
R-19 Edo. de México +
R-20 Distrito Federal +
R-21 Edo. de México -
R-22 Edo. de México +
R-23 Edo. de México +
R-24 Distrito Federal +
C-1 Distrito Federal -
C-2 Edo. de México -
C-3 Distrito Federal -
C-4 Edo. de México +
C-5 Edo. de México -
C-6 Distrito Federal +
C-7 Edo. de México -
C-8 Edo. de México +
C-9 Edo. de México +
C-10 Edo. de México +
C-11 Edo. de México +
Cc-12 Edo. de México +
C-13 Edo. de México +
C-14 Edo. de México +
C-15 Distrito Federal -
C-16 Edo. de México +
T-1 Distrito Federal -
T-2 Distrito Federal +
T-3 Edo. de México -
T-4 Edo. de México -
T-5 Distrito Federal -
T-6 Distrito Federal -
T-7 Distrito Federal +
T-8 Distrito Federal +
T-9 Distrito Federal +
T-10 Edo. de México -
T-11 Edo. de México +
T-12 Edo. de México +
T-13 Edo. de México +

1 al...= Numero de muestra;(+)= Positivo; (-)= Negativo; R= Regadera; C= Cisterna; T= Tinaco
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Se asume que Legionella llega a los sistemas de distribucion de agua potable desde las
fuentes de abastecimiento de agua. Una vez colonizado el sistema y en presencia de
condiciones favorables, la bacteria puede desarrollarse hasta alcanzar un numero
suficientes de colonias para poder infectar al ser humano.La prevencion de
contaminacion por Legionella se puede llevar a cabo en la fase de disefio de las
instalaciones, garantizando el aislamiento y la correcta circulacion del agua
(minimizando el estancamiento) y sobre todo, procurando el mantenimiento de las

mismas (CDC, 2003).

El estudio de las fuentes de infeccién asociadas con casos de legionelosis, ha llevado a
identificar distintas instalaciones como focos a partir de los cuales se disemina la
bacteria causante de la infeccion. Sistemas de agua sanitaria (fria o caliente) conductos
de aire acondicionado, torres de refrigeracién, aparatos de respiracibn mecanica,
piscinas climatizadas e incluso fuentes ornamentales han sido claramente implicados en
el brote de la enfermedad. Los conocimientos actuales sobre la biologia de la bacteria
permiten formular una serie de medios bdasicos para reducir al maximo los riesgos de

contaminacioén por Legionella, asi como su multiplicacion y diseminacion (CDC, 2003)

De todas las fuentes que se muestrearon; los sistemas acuaticos naturales arrojaron el
mayor nimero de aislados de Legionella spp., ya que de las 19 muestras colectadas y
sembradas en BCYE se obtuvieron 18 aislados bacterianos positivos para Legionella, lo
que representa la presencia de Legionella spp. en el 94 % de las muestras, en
proporcién del niumero de muestras tomadas y el nUmero de aislados obtenidos (Cuadro

13).

45



Legionella spp.

Legionella se puede encontrar en lagos y rios, aunque su concentracién en estos
hébitats naturales suele ser baja. En especial, las biopeliculas del agua son grandes
nichos ecoldgicos en los que prolifera Legionella. Factores como temperatura elevada,
contenidos organicos e inorganicos del agua y la presencia de protozoos hospederos
juegan un papel clave en su crecimiento y propagacion. La concertada influencia de
estos factores puede explicar por qué aumenta la densidad de Legionella en habitats
artificiales, como los sistemas de agua caliente (Huang et al., 2010; Leoni et al., 2005;

Steinert et al., 2002).

Cuadro 13. Muestras de cuerpos de agua naturales, balnearios de agua termaly aislados
obtenidos.

Estado al que Aislado de Legionella spp.

Muestra pertenece BCYE
J1 Veracruz +
J2 Veracruz +
J3 Veracruz +
F1 Veracruz +
F2 Veracruz +
Chgogo San Luis Potosi +
Albgogo San Luis Potosi +
Chapfin San Luis Potosi +
Lag. Esc. Veracruz +
Rio Est. Veracruz +
Pue Fn2 Puebla +
Pue Fnl Puebla +
Oax Fnl Oaxaca +
Oax 1 Oaxaca -
Casc. Agua Azul Chiapas +
Lag. Montebello Chiapas +
Alb. Mayabell Chiapas +
Carion del sumidero Chiapas +

(+)= Positivo; (-)= Negativo
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Se aislé por primera vez en México, a Legionella spp. en el agua empleada en
autolavados (Cuadrol4), el estudio de este tipo de fuentes resulta de gran importancia
por la gran cantidad de aerosoles producidos en estas instalaciones; aunque no hay
muchos reportes de infeccidn por este tipo de fuentes a nivel mundial, se deben hacer
estudios méas especializados ya que de ser inhalados aerosoles suficientemente
contaminados puede presentarse una infeccion por Legionella, lo que resulta un alto
riesgo para los trabajadores que estdn expuestos continuamente a dicha fuente

(Newton et al., 2010; Pérez, 2001).

Cuadro 14. Muestras del aguade autolavados ubicados en el Distrito Federal y aislados
obtenidos.

Muestra Aislado de Legionella spp. BCYE
ALl +
AL2 +
AL3 +
AL4 -
AL5 -

AL= autolavado; 1 al 5= Numero de muestra; (+)= Positivo; (-)= Negativo

Existen diversos factores de riesgo para el crecimiento de Legionella en autolavados
como son: que el agua reciclada que se utiliza se almacena a temperaturas por encima
de los 30°C, no se utiliza ningln desinfectante para el tratamiento del agua y la

produccion de aerosoles por las mangueras de alta presion (VGHI, 2010)

Este estudio demuestra la capacidad de Legionella para colonizar diferentes fuentes de

agua, revelando la presencia del género Legionella spp. en el 65 % del total de

muestras obtenidas.
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Aunque en un numero limitado de estudios se ha revelado la presencia de Legionella
spp. en distintos ambientes acuaticos, poco se sabe acerca de cdmo estas poblaciones
naturales se ven afectadas por factores ambientales y artificiales. Por lo tanto, la
investigacion de la ecologia de Legionella spp. es esencial para comprender mejor su
relacion con el entorno natural, su mecanismo de entrada en los sistemas de agua
artificiales y los factores que permiten su supervivencia y crecimiento en estos habitats

acuédticos (Parthuisot et al., 2010).

La presencia de bacterias del género Legionella, especialmente en sistemas de agua
doméstica como regaderas, debe ser considerada como un riesgo de enfermedad
legionelosis; aunque otras variables relacionadas como el tipo de exposicién, la
generacion de aerosoles; el nivel de bacterias presentes y el estado de salud de los
usuarios de estas aguas, probablemente tienen un papel mas importante (Codony et

al., 2002).

6.2 Identificacién de L.pneumophila por PCR

Se obtuvieron fragmentos mediante PCR con un peso molecular de 287 pb,
pertenecientes al gen dnaJ, esto demostré la presencia de Legionella pneumophila en
cuatro de 15 muestras analizadas de entre 60 muestras de ADN obtenidas de los
aislados bacterianos (Fig. 15); de estas muestras positivas para L. pneumophila, una

pertenece al Géiser y las tres restantes pertenecen a sistemas de agua potable.
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L. pneumophila
9%

Legionella spp.
91%

Figura 15. Porcentaje del total de bacterias identificadas como positivas del género
Legionella spp. yL. pneumophila.

Los amplificados se analizaron en gel de agarosa al 2 % contrastando las muestras con
un control positivo, en este caso se utiliz6é ADN templado de la cepa de Legionella

pneumophila subsp. pneumophila del ATCC(Fig.16).

500 pb

300 pb

200 pb
100 pb

287 pbdnal

Figura 16. Electroforesis de fragmentos amplificados por PCR para Legionella
pneumophila de muestras analizadas. Marcador de peso molecular (escalera de
100 pb, carriles 1 y 14. Fragmentos de 287 pb del gen dnaJ (carriles 10, 11, 12 y
13). Carril 8 control positivo de Legionella pneumophila subsp. pneumophila
(ATCC) fragmento de 287 pb del gen dnaJ Gel de agarosa al 2%.
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Con frecuencia se intenta comparar los resultados obtenidos por aislamiento en cultivo y
por PCR. Sin embargo, hay que tener en cuenta que por medios de aislamiento
detectamos unidades formadoras de colonia (UFC), mientras que por PCR se detectan
fragmentos de &cidos nucleicos de secuencia especifica, y en muchas ocasiones los
resultados no son comparables. Diferentes estudios realizados, han demostrado que
cuando se trata de cultivos de Legionella, los resultados obtenidos por cultivo y PCR
son totalmente coincidentes. En consecuencia, la PCR es un método diagnostico
extraordinariamentetil, pero cuyos resultados hay que interpretar correctamente para

poder tomar las medidas preventivas apropiadas en cada situacion (Catalan, 2006).

6.3 Parametros fisicoquimicos

Se consideraron valores como temperatura, pH y conductividad eléctrica de los
diferentes sitios de muestreo. La importancia de estos valores es su utilidad para
determinar, en el caso del balneario de aguas termales “el Géiser”, si las condiciones
del microambiente que brindan las biopeliculas son adecuadas para la supervivencia y
multiplicacién de Legionella. En el caso de sistemas de agua potable, cuerpos de agua
naturales, balnearios de agua termal y autolavados, ayudan a determinar si las
condiciones del agua son Optimas para acoger alLegionella y en consecuencia,

permitirle sobrevivir y multiplicarse.

6.3.1 Temperatura de las biopeliculas y el agua

Las fuentes muestreadas que registraron los valores mas elevados de temperatura y

mayor porcentaje de aislados positivos fueron “El Géiser”, cuerpos de agua natural y
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balnearios de agua termal; en el caso de “El Géiser” la temperatura fue de entre 18 y 45
°C, siendo un a&mbito bastante amplio; sugiere que la presencia de la bacteria se debe a
la proteccion que le confieren las biopeliculas contra temperaturas extremas (Declerck,
2010) como las que se encuentran en géisers. Por otra parte, el ambito de temperatura
en los cuerpos de agua natural y balnearios de agua termal fue de entre 18 y 39 °C (Fig.
17), resultados atribuibles a la interaccion de Legionella con gran cantidad de
organismos propios de esos ambientes y que le sirven como proteccion y nutrientes
necesarios para su supervivencia (Taylor et al., 2009). Los demas valores de
temperatura se mantuvieron constantes en los sistemas de agua potable y el agua

empleada en autolavados.

Observando los valores obtenidos en cuanto al lugar de muestreo entre, temperatura y
presencia de Legionella spp. no hubo gran diferencia entre ellos, ya quese logré aislar a
la bacteria en todas las fuentes independientemente de sus ambitos de temperatura, los
resultados coinciden con lo citado por Declerck (2010) y Kusnetsov (1993) quienes
mencionan que Legionella puede sobrevivir en un extenso ambito de temperatura,

desde 5 hasta 63 °C (Cuadro 15).
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Figura 17. Valores de la temperatura de cada muestra (SAP= Sistemas de agua potable)

6.3.2 pH de las biopeliculas y el agua

Los valores de pH registrados, en la mayoria de muestras colectadas, fueron constantes
exceptuando los valores observados en el “Géiser”, en donde se obtuvieron aislados
pese a tener un pH de 9.48 (Fig. 18). Esto concuerda con el estudio realizado por
Laureano en (2010) en el que se reportaron aislamientos con valores de pH de hasta
9.57; sugiere, también, que las biopeliculas o la asociacion con otros microorganismos
(como protozoos) le brindan a Legionella una gran proteccion y garantia de
supervivencia frente a condiciones muy adversas. En general considerando los valores
obtenidos para pH que van de 6.7 hasta 9.48, se hace evidente que el agua tiene un
grado alcalino que se encuentra dentro de los parametros de prevalencia para

Legionella.
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Se encontr6 que las muestras positivas presentaron un pH, que fue desde el valor mas
bajo hasta el mas alto, lo que concuerda con el estudio de Ohno y colaboradores en el
2003, donde se encontr6 que el ambito 6ptimo de pH para la supervivencia de
Legionella en el medio acuatico era de entre 6.0 y 8.0; igualmente enlos estudios
realizados en 2006 y 2009 por Hsu y colaboradores reportaron aislamientos de
Legionella en a&mbitos de pH 5.0 hasta 9.0, lo cual sugiere la resistencia al cambio de

pH de Legionella (Cuadro 15).
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Figura 18. Valores de pH de cada muestra (SAP= Sistemas de agua potable)
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6.3.3 Conductividad eléctrica (mS/cm®) de las biopeliculas y el agua

Los valores de conductividad del agua fueron constantes a excepcion de los obtenidos
en autolavados, cuerpos de agua natural y balnearios de agua termal. En las muestras
correspondientes al agua de autolavados se observé un amplio @mbito de conductividad
que fluctué desde 1.22 hasta 3.33 (mS/cm?®), siendo este Gltimo el mas alto de todos. En
muestras de cuerpos de agua natural y balnearios de agua termal igualmente se obtuvo,
también, un ambito con valores que fueron desde 0.34 hasta 2.52 (mS/cm®) (Fig. 19).
Estos resultados corresponden a los reportados por Declerck y colaboradores en el
2007, quienes obtuvieron aislados de Legionella spp. y Legionella pneumophila en un
ambito desde 0.31 hasta 0.96 (mS/cm®) a partir de muestras de biopeliculas de
ambientes de agua natural y artificiales; Ohno y colaboradores en el 2003 reportaron
para Legionella pneumophila serogrupo 1,valores desde 0.9 hasta 27 (mS/cm?) en
aguas termales y en agua del grifo. Se logré aislar a Legionella de muestras con valores
muy bajos de hasta 0.11(mS/cm?), lo cual demuestra que el ambito de conductividad
eléctrica que soporta Legionella es muy amplio (Cuadro 15); también, sugiere la
presencia de minerales como el magnesio, calcio, sodio y sulfatos en concentraciones
adecuadas, ya que juegan un papel importante en el metabolismo bacteriano y por lo
tanto ayuda a la supervivencia y crecimiento de Legionella. Altas concentraciones de

minerales, serian toxicas para las células (Laureano, 2010).
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Figura 19. Valores de conductividad de cada muestra (SAP= Sistemas de agua potable)

Cuadro 15. Parametros fisicoquimicos que favorecen la presencia de Legionella (Declerck, 2010;
EPA, 1999; Hsu et al., 2006; Kusnetsov et al., 1993; Ohno et al., 2003).

Parametro fisicoquimico Ambito
Temperatura (°C) 5-63
pH 5-9.2
Conductividad (mS/cm?®) 0.9 - 27

Algunos parametros fisicoquimicos o biolégicos permiten predecir la presencia y/o
abundancia de agentes patégenos en sistemas de agua potable, puesto que reflejan las
condiciones ambientales de los microhdbitats proporcionados por las biopeliculas y que
determinan la composicion microbiana. Las relaciones entre especies y la ambigua
conexion entre bacterias patdogenas con las caracteristicas fisicoquimicas vy
bacteriolégicas del agua potable representan un gran reto a superar en futuras

investigaciones. Se debe resaltar la necesidad de establecer protocolos de investigaciéon
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para la deteccion de patdégenos especificos mediante el monitoreo del agua potable

(Felféldi et al., 2010).
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7. CONCLUSIONES

Se identificd, por primera vez en México, la presencia de bacterias del género
Legionella a partir del muestreo de sistemas de agua potable del Distrito Federal y Zona
Metropolitana, de cuerpos de agua naturales y balnearios de agua termal de los estados

de Chiapas, Oaxaca, Puebla y Veracruz.

Con respecto a la identificacién de Legionella, se puede considerar que los métodos de
identificacion propuestos (como medios de cultivo especificos), resultan poco conocidos
en nuestro pais, lo que favorece el desconocimiento de este microorganismo patdgeno.
Se hace evidente la necesidad de establecer un método para la deteccion oportuna de
estos microorganismos patdogenos en el ambiente y en muestras clinicas de sencilla

aplicacion

Los métodos diagnésticos moleculares como la PCR se han convertido en la mejor
alternativa a los métodos convencionales, debido principalmente a su rapidez,
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, a pesar de las multiples ventajas de la PCR,
su implementaciéon en laboratorios diagndésticos esta siendo lenta. Su progresiva
incorporacion en los laboratorios, mediante la validacién de métodos propios o usando

kits comerciales, facilitaria el uso de técnicas futuras mas automatizadas.

Se determiné que los valores obtenidos de los parametros fisicoquimicos en los

diferentes lugares de muestreo como: temperatura, pH y conductividad estuvieron

dentro del ambito de tolerancia de las especies del género Legionella.
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En general, hay que tener en cuenta que cualquier instalacion de agua, puede ser foco
de brotes de legionelosis. Por esto se deben hacer estudios cada vez mas amplios
sobre la presencia de Legionella en todo tipo de instalaciones de agua, pero sobre todo

en aqguellos a los que el ser humano esta expuesto con mas frecuencia.

Este estudio confirma el riesgo que representa esta bacteria sobre todo al estar
presente en sistemas de agua potable, ya que pone en riesgo la integridad de la salud
en las personas que estan expuestas diariamente a estas fuentes de agua; por lo que
este tipo de instalaciones deben de estar constantemente en limpieza, ya que la
supervivencia y multiplicacién de la bacteria, no solo se relaciona con los parametros
fisicoquimicos adecuados, si no también, de su relacién con otros microorganismos que
le ofrecen una cierta proteccion frente a los tratamientos de desinfeccion del agua que
habitualmente, consisten en el aumento de la temperatura y el uso de desinfectantes

guimicos.

Desde un punto de vista epidemiologico, puede afirmarse que en México no se conocen
muchas caracteristicas de Legionella, las cuales podrian ser relevantes para el abordaje
de acciones preventivas mas efectivas contra posibles brotes en nuestro pais. Por ello,
se deben impulsar estudios que permitan conocer su relacibn con microorganismos
(sobre todo los protozoos), biopeliculas y el papel que desempefian los parametros
fisicoquimicos indicadores de la calidad del agua de calidad del agua (pH, temperatura,

conductividad, salinidad, turbidez, etc.) en la supervivencia de Legionella.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuadros de parametros fisicoquimicos pertenecientes a las muestras de

cada uno de los sitios de muestreo.
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ANEXO 1

Cuadro 16. Parametros fisicoquimicos medidos en el balneario de aguas termales “el
Géiser”

Muestra | Temperatura (°C) pH Conductividad (mS/cm®)
Gel 22.1 9.24 1.18
Ge2 18.8 9.23 1.22
Ges3 18.8 9.23 1.22
Ged 40.1 9.23 1.24
Ged 22.5 9.45 1.28
Geb 23.9 9.40 1.20
Ger 45 0.33 1.32
Ges 45 9.33 1.32
Ge9 20-5 9.29 1.90
Gel0 20 9.48 1.35
Gell 20 9.48 1.35
Gel2 40.2 9.17 1.55
Gel3 38 9.16 1.31
Gela 38 9.17 1.16
Gel5 24 9.03 1.43

Ge= Géiser; 1 al 15= Nimero de muestra
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Cuadro 17. Parametros fisicoquimicos medidos en los sistemas de agua potable

(regaderas, cisternas y tinacos)

Tipo de Muestra Temperatura del pH Conductividad
agua (°C) (mS/cm?)
R-1 ND ND ND
R-2 ND ND ND
R-3 ND ND ND
R-4 30 8.05 0.76
R-5 30 8.23 0.88
R-6 30 8.34 0.66
R-7 29 7.87 0.27
R-8 28 8.31 0.56
R-9 28 8.18 1.08
R-10 32 7.81 0.41
R-11 32 8.14 0.32
R-12 30 7.67 0.28
R-13 28 8.28 0.97
R-14 27 8.16 0.32
R-15 29 8.24 0.28
R-16 34 8.36 0.38
R-17 28 8.43 0.42
R-18 27 8.03 0.33
R-19 29 8.02 0.59
R-20 32 8.49 0.46
R-21 30 8.44 0.43
R-22 30 7.33 0.28
R-23 29 8.21 0.39
R-24 27 8.34 0.61
C-1 ND ND ND
C-2 ND ND ND
C-3 ND ND ND
C-4 26 8.33 0.56
C-5 24 8.32 0.46
C-6 ND ND ND
C-7 21 8.47 0.63
C-8 21 8.31 0.56
C-9 19 7.89 0.28
C-10 20 7.78 0.27
C-11 19 7.60 0.26
C-12 21 7.84 0.80
C-13 20 8.13 0.21
C-14 20 8.22 0.41
C-15 21 8.26 0.63
C-16 23 7.67 0.11
T-1 ND ND ND
T-2 ND ND ND
T-3 26 7.94 0.17
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T-4 26 8.50 0.78
T-5 ND ND ND
T-6 ND ND ND
T-7 17 7.60 0.26
T-8 26 7.94 0.16
T-9 25 8.34 0.66
T-10 18 7.93 0.28
T-11 18 8.46 0.83
T-12 18 8.25 0.65
T-13 19 7.93 0.28

R= Regadera; C= Cisterna; T= Tinaco; 1 al...= Nimero de muestra; ND= No determinado.

Cuadro 18. Parametros fisicoquimicos medidos en cuerpos de agua natural y balnearios
de agua termal.

Muestra Tem?Oeé;atura pH Conductividad (mS/cm?)
J1 19.1 7.7 1.23
J2 18.2 7.8 1.66
J3 19.8 7.1 1.12
F1 21.3 8.3 0.87
F2 22.1 7.8 1.12
Chgogo 38.5 8.8 2.32
Albgogo 39.5 8.3 2.52
Chapfin 38.2 7.7 1.23
Lag. Esc. 18.3 7.4 1.53
Rio Est. 18.1 7.1 1.28
Pue Fn2 28.2 7.5 0.94
Pue Fnl 27.5 7.4 1.22
Oax Fnl 31.1 7.7 1.66
Oax 1 32.1 7.3 1.02
Casc. Agua Azul 19.4 7.9 1.15
Lag. Montebello 18.5 8.1 0.34
Alb. Mayabell 23.2 8.1 0.60
Cafion del sumidero 18.3 8.1 0.46
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Legionella spp.

Cuadro 19. Parametros fisicoquimicos medidos en autolavados.

Muestra Temperatura (°C) pH Conductividad
(mS/cm?)
ALl 22.1 7.2 3.33
AL2 21.0 6.7 3.12
AL3 23.1 7.7 1.22
AL4 21.1 7.8 2.14
AL5 22.1 7.9 2.12

AL= autolavado; 1 al 5= NUmero de muestra
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