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l. RESUMEN

Las bacterias del género Legionella son consideradas bacterias ambientales, ya
que su habitat natural son las aguas superficiales como lagos, rios y estanques,
donde se encuentran formando parte de la flora bacteriana. Desde estos
reservorios naturales la bacteria pasa a colonizar los sistemas de abastecimiento
de agua, y a través de la red de distribucién se incorpora a los sistemas de agua
doméstica. La infeccion por Legionella ocurre cuando el agua contaminada por el
microorganismo es aerolizada e inhalada por un huésped susceptible; las duchas,
generalmente producen una gran cantidad de aerosoles, reconociéndose como
una fuente importante de infeccion.

La especie Legionella pneumophila es la mas representativa del género, presenta
como caracteristica biol6gica importante su capacidad de infectar, crecer y
reproducirse intracelularmente en protozoos y amebas de vida libre. La presencia
de éste patdgeno en el agua constituye un importante riesgo para salud, por lo que
es necesario disponer de un método eficaz y sensible que permita su identificacién
y vigilancia.

Se analizaron un total de 96 muestras de diversos contenedores de agua potable
de la Ciudad de México y a su area metropolitana como: regaderas, cisternas,
tinacos, etc., con el objetivo de identificar a la bacteria Legionella pneumophila,
mediante la amplificacion de regiones especificas del gen mip, utilizando
diferentes secuencias de primers.

Del total de muestras de agua recolectadas, se logré identificar a Legionella
pneumophila en 11 muestras, la mayoria provenia de muestras de agua de
regadera.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de los legionarios o legionelosis fue descrita en 1976, luego de un
brote epidémico de neumonia en personas gque asistieron a una convencion de la
Legion Americana en Filadelfia, E. U., la enfermedad afecto a 221 personas, de
las cuales 34 (15 %) murieron (Fraser et al.,1977 y EPA, 1999). La fuente de
infeccion durante la convencion de los legionarios fue encontrada mas tarde, el
sistema de aire acondicionado en el vestibulo del hotel, habia sido el responsable
del brote epidémico (Kuiper, 2006).

El microorganismo causal de la enfermedad, se logr6 aislar en muestras de tejido
pulmonar de cuatro pacientes fallecidos, mediante su inoculacion intraperitoneal
en roedores utilizando protocolos de aislamiento para Rickettsias. Al examinar el
bazo e higado de los roedores infectados, se consiguié observar por primera vez
al microorganismo responsable, éste era una bacteria Gram - negativa en forma
de bacilo. Asimismo, mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) se demostré,
que el 90 % de los pacientes del brote epidémico de neumonia en Filadelfia,
habian desarrollado anticuerpos frente a este microorganismo (McDade et al.,
1977).

El agente causal fue denominado Legionella pneumophila, el nombre de
Legionella en honor a los legionarios estadounidenses afectados y pneumophila,
del vocablo griego pneumo - pulmén y philos - amante, amante del pulmon (EPA,
1999 y Garcia, 2009).

Los seres humanos pueden verse afectados por Legionella en dos formas: 1) la
enfermedad del legionario, que se presenta como una neumonia, y es
potencialmente fatal y 2) la fiebre de Pontiac, una infeccion autolimitada, similar a
la influenza (Lopardo et al., 2002). Sin embargo, en el 95 % de los pacientes
infectados por Legionella se presenta un cuadro de neumonia (EPA, 1999).

Posterior a la busqueda de L. pneumophila, se realizaron investigaciones
adicionales para determinar si anteriormente se habian producido brotes de
legionelosis. La investigacion revelé cinco nuevos brotes a causa de este
microorganismo. EIl primero ocurri6 en 1965, en el Hospital St. Elizabeth en
Washington D. C., 81 pacientes se enfermaron de neumonia y 14 de ellos
fallecieron. El segundo brote de neumonia se produjo en 1973 en Benidorm,
Espafia, y el tercero se origind en 1974, en el mismo hotel de Filadelfia donde se
produjo el brote de 1976. Por otro lado, se presentaron dos brotes de fiebre de
Pontiac, el primero ocurrido en Pontiac, Michigan en 1968 y el segundo en 1973
en James River, Virginia. A parte de estos brotes, se detectaron casos
esporadicos de legionelosis en 1943, 1947 y 1959 (EPA, 1999).
2



Actualmente, la identificacion de la bacteria causante de la enfermedad del
legionario y de la fiebre de Pontiac, asi como los aspectos epidemiologicos y el
espectro clinico de estas enfermedades se encuentran bien establecidos.

1. Taxonomia de Legionella pneumophila

Desde que la enfermedad del legionario fue reconocida, la caracterizacion de las
cepas aisladas de pacientes ha llevado a la creacion de un nuevo género de
bacterias (Brenner et al., 1979).

En el primer Simposio Internacional sobre la Enfermedad del Legionario, que se
celebro en 1978, la bacteria causante del brote de neumonia en 1976, recibio el
nombre de Legionella pneumophila y se convirti6 ademas en el miembro de la
nueva familia Legionellaceae (Cuadro 1) (Brenner, 1986).

Cuadro 1. Taxonomia de Legionella pneumophila
Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Legionellales
Familia: Legionellaceae
Género: Legionella

Especie: Legionella pneumophila

Cuando se clasific6 a L. pneumophila, ésta era la Unica especie del género
Legionella (Brenner et al., 1979). Desde entonces, se han descrito diferentes
bacterias con caracteristicas fenotipicas similares, llevando a la descripcion de un
gran numero de especies con una variedad de serogrupos dentro del género
Legionella (Garcia, 2009).

1.1 Especies y serogrupos de Legionella spp.

Actualmente el género Legionella tiene por lo menos 50 especies que comprenden
70 serogrupos distintos (Cuadro 2), el estudio del ambiente ha permitido el
descubrimiento de nuevas especies y es muy probable que el numero de
especies, subespecies y serogrupos de Legionella continle en aumento.
Legionella pneumophila es la especie mas representativa, siendo la primera en
describirse contando con 16 serogrupos; L. pneumophila serogrupo 1, es el
causante mas comun de legionelosis asi como el serogrupo mas frecuente en el
ambiente (Bartlett et al., 1983); otras especies también pueden causar la



enfermedad, particularmente en casos nosocomiales, sin embargo, no todas las

especies del género Legionella causan la patologia (WHO, 2007).

Cuadro 2. Especies y serogrupos del género Legionellay su relacién con casos clinicos

(WHO, 2007).
Especie Serogrupos Asociacién con Referencia
casos clinicos

L. adelaidensis Negativo Benson et al., 1996; Benson y
Fields, 1998

L. anisa Positivo Bornstein et al., 1989; Fenstersheib
et al., 1990; Thacker et al., 1990

L. beliardensis Negativo Lo Presti et al., 2001

L. birminghamensis Positivo Wilkinson et al., 1987

L. bozemanii 2 Positivo Boldur et al., 1985; Bornstein et al.,
1987; Bazovska y Spalekova, 1994

L. brunensis Negativo Wilkinson et al., 1988

L. busanensis Negativo Park et al., 2003

L. cherrii Negativo Brenner et al., 1985; Edelstein y
Edelstein, 1989

L. cincinnatiensis Positivo Thacker et al., 1988a; Jernigan et
al., 1994; Spieker et al., 1998

L. drozanskii Negativo Adeleke et al., 2001

L. dumoffii Positivo Edelstein y Pryor, 1985; Fang, Yu y
Vickers, 1989

L. drancourtii Negativo La Scola et al., 2004

L. erythra 2 Positivo Brenner et al., 1985; Saunders,
Doshi y Harrison, 1992; Fields,
Benson y Besser, 2002

L. fairfieldensis Negativo Thacker et al., 1991

L. fallonii Negativo Adeleke et al., 2001

L. feeleii Positivo Herwaldt et al., 1984

L. geestiana Negativo Dennis et al., 1993

L. genomospecies 1 Negativo Benson et al., 1996

L. gormanii Positivo Lode et al., 1987; Griffith et al.,
1988

L. gratiana Negativo Bornstein et al., 1989

L. gresilensis Negativo Lo Presti et al., 2001

L. hackeliae 2 Positivo Wilkinson et al., 1985; Brenner et
al., 1985

L. israelensis Negativo Bercovier et al., 1986; Sonesson et
al., 1994

L. jamestowniensis Negativo Wilkinson et al., 1990; Brenner et
al., 1985

L. jordanis Positivo Cherry et al., 1982; Thacker et al.,
1988

L. lansingensis Positivo Thacker et al., 1992

L. londiniensis 2 Negativo Dennis et al., 1993

L. longbeachae 2 Positivo McKinney et al., 1981; Boldur et al.,
1985; Chereshsky y Bettelheim,

L.lytica(comb. nov.) Negativo Birtles et al., 1996
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L. maceachernii Positivo Brenner et al., 1985; Merrell et al.,
1991

L. micdadei Positivo Hebert et al., 1980

L. moravica Negativo Wilkinson et al., 1988

L. nautarum Negativo Dennis et al., 1993

L. oakridgensis Positivo Orrison et al., 1983; Tang, Tomay
MacMillan, 1985

L. parisiensis Positivo Lo Presti et al., 1997

L. pneumophila 16 Positivo Brenner et al., 1985; Yu, 2000

L. quateirensis Negativo Dennis et al., 1993

L. quinlivanii 2 Negativo Benson et al., 1989; Birtles et al.,
1991; Wilkinson et al., 1990

L. rowbothamii Negativo Adeleke et al., 2001

L. rubrilucens Negativo Brenner et al., 1985; Saunders,
Doshi y Harrison, 1992

L. sainthelensi 2 Positivo Benson et al., 1990

L. santicrucis Negativo Brenner et al., 1985; Lee et al.,
1993

L. shakespearei Negativo Verma et al., 1992

L. spiritensis 2 Negativo Brenner et al., 1985; Harrison et al.,
1988

L. steigerwaltii Negativo Brenner et al., 1985; Edelstein y
Edelstein, 1989

L. taurinensis Negativo Lo Presti et al., 1999

L. tusconensis Positivo Thacker et al., 1989

L. wadsworthii Positivo Edelstein, 1982

L. waltersii Negativo Benson et al.,1996

L. worsleiensis Negativo Dennis et al.,1993

1.2 Caracteristicas morfologicas y fisiolégicas de Legionella spp.

Legionella pneumophila, es un patégeno intracelular facultativo, como miembro de
la familia Legionellaceae pertenece a la subdivision gamma-2 de las
proteobacterias (Declerck, 2009), son microorganismos en forma de bacilo, Gram-
negativos, contienen una gran proporcion de fosfolipidos en su membrana, hecho
que dificulta su tincion por el método de Gram, pudiéndose utilizar para su
identificacion diversas técnicas de fluorescencia y alternativamente la tincién de
Giménez (Garcia, 2009).

Son microorganismos no fermentativos, sin capsula, no esporulados, aerobios
estrictos, microaerofilicos, que miden de 0.3 a 0.9 um de ancho y de 1.5 a 2.0 um
de longitud dependiendo del tiempo del cultivo (EPA, 1999). La mayoria presentan
movilidad a través de uno o mas flagelos polares (Fig. 1-A), cuando se encuentra
al organismo en la fase post-exponencial de crecimiento (Vogel e Isberg, 1999).



Desde el punto de vista bioquimico, las especies del género Legionella son
quimiorganotroficos, poco sacaroliticos y, en general, con caracteristicas
metabolicas poco activas. Son oxidasa variable, catalasa positiva débil; algunas
especies son capaces de producir pigmentos fluorescentes. En contraste con otras
bacterias acuaticas, utilizan los aminoacidos y otros compuestos organicos como
el almidon, como principal fuente de carbono y energia, por esta razén los medios
de cultivo convencionales resultan inapropiados para su aislamiento (Pine, 1979).

En condiciones de laboratorio, la mayoria de las especies de Legionella necesitan
para el crecimiento en su aislamiento primario sales férreas y L-cisteina, ésta
representa un ingrediente esencial para el cultivo, mientras que los iones de hierro
conjuntamente con cetoacidos facilitan su desarrollo. EI medio de cultivo “Buffered
Charcoal Yeast Extract” (BCYE), es el medio primario para el cultivo y aislamiento
de la bacteria, donde son necesarios de 3-10 dias para visualizar el crecimiento
bacteriano (Fig. 1-B) (Fields et al., 2002).

A  scencephotousrary B

Figural. A) Micrografia de Legionella pneumophila, donde se muestra la presencia de un flagelo
polar. B) Crecimiento de bacterias del género Legionella en agar BCYE.

1.3 Ecologia de Legionella spp.

Las bacterias del género Legionella son capaces de sobrevivir en un amplio
ambito de condiciones fisicoquimicas, soportando un pH de 5.0 a 9.2 (Declerck,
2009), sin embargo, Sheehan y colaboradores (2005) detectaron cuatro especies
de Legionella en un ambiente extremadamente acido con un pH de 2.7.

En cuanto a la temperatura, Legionella se multiplica en un ambito de entre 20 a
45 °C, siendo su temperatura Optima de crecimiento de 35 a 37 °C (Fig. 2); las
aguas termales, donde la temperatura generalmente oscila entre los 35 a 40 °C,
han sido reconocidas como fuentes importantes de legionelosis (Declerck, 2009),
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varios autores han identificado que la ocurrencia de Legionella depende de la
temperatura del agua, sin embargo, sigue existiendo el problema de determinar la
temperatura adecuada para la inactivacion de Legionella dentro de los sistemas de
agua caliente. La influencia de la temperatura se ha visto implicada no sélo en la
supervivencia, sino también en la virulencia de Legionella (Hubra, 2009).

Temperatura
100 $
u Humidificadores de vapor
4
Legionalla
i) Radiadores de agua callents rf;g viabla
&0
70 1]
e Leglonalla
G0 | — Depositos de agua callenta Q o
multiplica
50 4
4t Duchas, Spas () *
Tarres da refrigeracién ‘ Multiplichcion
g activa|dea
Lagionaiia
20 Sprinklers ([}
!- Humidificadoras de rociado *
10 Estado
0 Agua fria y condensada en latente
serpantines de refrigeracion *
0
EAA P ALTA
Incramento de la posibdlidad de multiplicacién
de Legionella

Figura 2. Desarrollo de Legionella en funcion de la temperatura.

Legionella es considerada una bacteria ambiental (Atlas, 1999), ya que su habitat
natural son las aguas superficiales como lagos, rios y estanques, donde se
encuentra formando parte de la flora bacteriana. Desde estos reservorios
naturales la bacteria pasa a colonizar los sistemas de abastecimiento de las
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ciudades, y a través de la red de distribucion de agua, se incorpora a los sistemas
de agua doméstica (fria o caliente) u otros que requieran agua para su
funcionamiento y puedan generar aerosoles (Garcia, 2009).

Al principio, parecia contradictorio que Legionella tuviera requerimientos complejos
para los medios de cultivo artificiales de laboratorio y por otro lado sobreviviera y
se multiplicara en el agua, sin embargo, en los ambientes que Legionella coloniza
hay nutrientes para los protozoos y bacterias con los que vive en asociacion, y que
con una temperatura adecuada, la bacteria puede multiplicarse hasta alcanzar
niveles infectantes para el hombre (Rowbotham, 1980).

La omnipresencia de Legionella en los sistemas de agua potable representa una
preocupacion potencial para la salud, especialmente para las personas
inmunodeprimidas, tanto en los paises en desarrollo, como en los industrializados
(Storey et al., 2004).

1.3.1 Asociacion de Legionella pneumophila con amebas de vida libre

En los ambientes acuaticos, Legionella pneumophila es omnipresente (Molmeret
et al., 2008), presentando como caracteristica bioldgica importante, su capacidad
de infectar, crecer y reproducirse intracelularmente en protozoos y amebas de vida
libre (Fig. 3) (Barbaree, 1986). Se ha demostrado que L. pneumophila puede
infectar por lo menos a 14 diferentes especies de amebas, dentro de las que
destacan: Acanthamoeba, Hartmannella, Vahlkampfia y Naegleria, y dos especies
de protozoos ciliadosTetrahymena y Cyclidium (Fields et al., 2002), en algunos
casos las amebas utilizan a Legionella como una fuente de alimento, situacion que
este organismo aprovecha para sobrevivir y replicarse dentro de las vacuolas de la
ameba durante periodos prolongados (Atlas, 1999).

Rowbotham (1980), fue el primero en reportar el crecimiento de L. pneumophila en
Acanthamoeba y Naegleria, y posteriormente caracterizé el ciclo de vida de la
bacteria en las amebas basado en observaciones realizadas por microscopia de
luz. Sefalé que las bacterias entran a los trofozoitos, donde inician su
multiplicacion y presentan movilidad dentro de la célula huésped. Rowbotham
también observé que la bacteria podia salir de la célula huésped después de la
lisis 0 mantenerse dentro de una ameba enquistada.

La distribucion y densidad de la bacteria patbgena en el ambiente puede estar
sujeta a variaciones de acuerdo a la composicion y evolucién de la poblacién
amebiana; debido a esto se ha llegado a considerar que las amebas de vida libre
son los reservorios naturales de éste patdgeno (Dey et al., 2008), por lo tanto, la
capacidad de Legionella para sobrevivir y crecer dentro de los protozoos se ha
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implicado en la seleccion de cepas virulentas de bacterias adecuadas para causar
enfermedades humanas, lo que representa un importante riesgo para la salud (Lau
y Ashbolt, 2008).

Figura 3. Trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga infectados con Legionella pneumophila. La
multiplicacion intracelular de L. pneumophila cepa AA100 en A. polyphaga fue examinada mediante
microscopia. Se muestran los trofozoitos infectados después de 18 (a) y 48 horas (b) (Lau y
Ashbolt, 2008).

Durante los brotes de legionelosis, en los cuerpos de agua implicados se
encuentra un namero significativo de amebas de vida libre y, ademés, un gran
namero de especies de Legionella estan presentes cuando las concentraciones de
amebas son elevadas (Barbaree et al., 1986).

La multiplicaciéon intracelular de L. pneumophila en protozoos como
Acanthamoeba polyphaga requieren del sistema de secrecion dot/icm para la
biogénesis del fagosoma y la replicacion intracelular. Los genes del sistema de
secrecion tipo IV dot /icm se cree que codifican proteinas implicadas en la
translocacion de moléculas efectoras en la célula huésped que evitan que las
bacterias mueran dentro de éstas, por lo que se considera gque la interaccién entre
L. pneumophila y los protozoos es fundamental para la patogenia y la ecologia de
ésta bacteria (Molmeret et al., 2008).

Cabe sefalar que las amebas de vida libre tienen muchas caracteristicas en
comun con los macrofagos alveolares. Se ha postulado que las interacciones
evolutivas entre bacterias y amebas promueven la adquisicion y expresion de
genes que confieren resistencia a los mecanismos bactericidas de los fagocitos de
mamiferos (Lau y Ashbolt, 2008).

Se ha demostrado que en cultivos de amebas con L. pneumophila, la bacteria
manifiesta un dramatico aumento de su resistencia a condiciones ambientales
9



adversas tales como la fluctuacion en la temperatura, la osmolaridad, pH, y la
exposicidbn a agentes oxidantes, lo que puede facilitar la supervivencia de las
bacterias en el ambiente (Kwaik et al., 1997); Legionella pneumophila también
puede sobrevivir dentro de los quistes de las amebas, ofreciendo a la bacteria
resistencia a los agentes fisicos y bioquimicos utilizados en la erradicacion
bacteriana (Barker et al., 1995).

Los cultivos plancténicos de L. pneumophila resuspendidos en agua, son
susceptibles a una concentracion 2 mg de cloro libre residual, sin embargo, L.
pneumophila contenida en los quistes de A. polyphaga sobrevive a una
concentracion de 50 mg de cloro libre residual por 18 horas (Miyamoto et al.,
2000). La presencia de desinfectantes puede ayudar a la seleccion de cepas de
Legionella que prefieren crecer y persistir dentro de las amebas y por lo tanto
tener el potencial de ser patdgenas (Storey et al., 2004).

Muchas estrategias han sido utilizadas para erradicar a L. pneumophila, éstas
incluyen: quimicos, pesticidas biolégicos tales como el cloro, el recalentamiento
del agua, y la radiacion ultravioleta. Dichas intervenciones han tenido éxito por
cortos periodos de tiempo, sin embargo, después las bacterias vuelven a aparecer
en estas fuentes (Kool et al., 1999). Por lo tanto, la erradicacién de L. pneumophila
del ambiente requiere un tratamiento continuo del agua con agentes tales como
iones monocloramina o plata-cobre, ademas del mantenimiento de la temperatura
del agua por encima de los 55 °C (Darelid et al., 2002).

Es probable que la erradicacion de las bacterias del ambiente deba empezar por la
prevencion de infecciones por protozoos, una parte integral del ciclo de infeccion
de L. pneumophila, ya que tras su liberaciobn de los protozoos, las bacterias
muestran un aumento dramatico en su infectividad a células de mamiferos in vitro
(Cirillo et al., 1994). Ademas, se ha demostrado que las bacterias encontradas
dentro de Hartmannella vermiformis son dramaticamente mas infecciosas y
altamente letales en ratones (Brieland et al., 1997).

1.3.2 Asociacion de Legionella pneumophila con biopeliculas

Legionella pneumophila, es un habitante comin de ambientes de agua dulce
naturales y antropogénicos, donde reside formando parte de las biopeliculas. Las
biopeliculas se definen como complejos naturales de microorganismos (bacterias,
algas, hongos y protozoos), que involucran una multitud de interacciones troficas
(Donlan y Costerton, 2002), dichas interacciones se forman como un mecanismo
para resistir condiciones adversas, tales como: nutrientes limitados, temperaturas
extremas, y exposicion a biocidas; su formacion tiende a ser mayor en zonas de
bajo caudal de agua y donde el agua se estanca. Se ha demostrado que una serie
10



de estructuras y factores de la célula bacteriana son fundamentales para la
formacién de la biopelicula, estos son: flagelos, factor quérum, polisacéridos y pili
(Cianciotto et al., 2006).

Los materiales de los sistemas de agua potable también afectan el crecimiento de
las biopeliculas. Algunos materiales de plomeria apoyan o mejoran la formacién
de biopeliculas por lo tanto la proliferacion de microorganismos, incluyendo a
Legionella spp. Las biopeliculas se desarrollan no sélo en la interface sélido-agua
(biopeliculas asociadas a un sustrato), sino también en la interface agua-aire
(biopelicula flotante). La perturbacion de la superficie del agua puede llevar a la
liberacion de aerosoles procedentes de la biopelicula flotante, permitiendo la
transmision y dispersion de los patdégenos asociados a partir de las biopeliculas
(Jennings et al., 2003).

Las comunidades microbianas de las biopeliculas se caracterizan por ser células
gue se unen a un sustrato o fase limite y entre si por medio de una matriz de
produccion propia de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) (Donlan y
Costerton, 2002), las cuales proporcionan estructura, estabilidad, nutrientes y
proteccion (Cianciotto et al., 2006). Debido a su caracter dinamico, las
comunidades de la biopelicula pueden cambiar en el tiempo y el espacio,
proporcionando una mayor supervivencia y crecimiento de los microorganismos
asociados. Por esta razon, es facil comprender que en la mayoria de los
ambientes naturales las biopeliculas sean el estiio de vida microbiana
predominante (Watnick y Kolter, 2000).

En general, hay tres fases distintas en el ciclo de vida de la biopelicula de
bacterias: 1) fijacién bacteriana a un sustrato, 2) maduracién de la biopelicula, 3)
separacion de la biopelicula y posterior dispersion de la bacteria en el ambiente
(Donlan, 2002).

En las biopeliculas de varias especies, donde la competencia de las bacterias por
el alimento es elevada, es conveniente tener mas de una manera de adquirir los
nutrientes necesarios para el crecimiento. En el caso de L. pneumophila, existen
dos maneras distintas. En primer lugar, los nutrientes pueden ser entregados por
el ambiente de la misma biopelicula. Numerosas publicaciones muestran que L.
pneumophila es capaz de obtener los nutrientes directamente de otros
microorganismos Vvivos, como las algas y algunas bacterias heterotrofas. En
segundo lugar, L. pneumophila es capaz de infectar y replicarse dentro de
protozoos. Durante su estancia en el medio intracelular, péptidos y proteinas del
huésped infectado se degradan y se utilizan como una fuente de nutrientes
(Declerck, 2009).
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La disponibilidad de nutrientes complejos en las biopeliculas ha llevado a algunos
investigadores a proponer que las biopeliculas apoyan la supervivencia y
multiplicacion de L. pneumophila fuera de una célula huésped, ya que, las
bacterias adheridas a las superficies y las particulas dentro de éste sistema son
mas resistentes a los tratamientos por pesticidas biolégicos, permitiendo la
proliferacion de patégenos potenciales (Lau y Ashbolt, 2008).

Para poder desprenderse de la comunidad de la biopelicula, L. pneumophila
puede infectar a alguna ameba como Naegleria sp., que posee una etapa
adicional flagelada por lo cual nadara fuera de la biopelicula cuando las
condiciones ambientales se vuelven desfavorables, por ejemplo, cuando haya
deficiencia de nutrientes. En segundo lugar, mediante la liberacién de vesiculas de
tamafo respirable (<5 mm), cada una con 20 a 200 UFC de L. pneumophila. Tales
vesiculas consiguen incorporarse facilmente en los aerosoles, con lo cual L.
pneumophila viaja a distancias considerables (Berk et al., 1998).

La presencia de las biopeliculas es por lo tanto, un factor importante para la
supervivencia y el crecimiento de L. pneumophila en los sistemas de agua, por lo
que la prevenciéon en la formacion de biopeliculas es una importante medida de
control contra la proliferacion de éste microorganismo, ya que una vez
establecidas, son dificiles de eliminar de los sistemas de tuberias (Cianciotto et al.,
2006).

1.4 Sistema de secrecion tipo IV dot/icm

Para establecer una exitosa interaccion patégeno-huésped, las proteinas de
virulencia del patdégeno deben ser transportadas a la superficie bacteriana, al
medio extracelular o directamente a la célula huésped. Este es un reto para las
bacterias Gramnegativas porque las proteinas secretadas tienen que cruzar la
membrana interna y externa (DeBuck et al., 2007); como estrategia, un gran
namero de patdgenos poseen sistemas especializados de secrecidn que se
utilizan para entregar proteinas efectoras en las células huésped, modulando asi
su funcion. En las bacterias Gramnegativas, estos sistemas de secrecion
especializados incluyen sistemas de secrecién tipo Il (T3SSs) y sistemas de
secrecion tipo IV (T4SSs). El T4ASSs juega un papel importante para la virulencia
de varios patégenos incluyendo a L. pneumophila (LeBlanc y Vogel, 2008).

El sistema de secrecién tipo IV de L. pneumophila esta codificado por 26 genes

necesarios para evitar la via endocitica, designados como: dot (defecto en el

trafico de organulos) / icm (multiplicacién intracelular) y se encuentran en dos

regiones del genoma de L. pneumophila denominados region | y Il (Sexton y

Vogel, 2002); la region | contiene siete genes (icmV, Wy X,y dotA, B, C,yD) y la
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region Il contiene 18 genes (icmB, C, D, E, F, G,H, JK, L, M\N,O, P, Q.R, Sy T)
(Segal et al.,2005), se ha demostrado que estos genes son especificamente
necesarios para el crecimiento intracelular de L. pneumophila en macrofagos
humanos y en amebas (Segal et al.,1999).

El sistema dot/icm es una estructura multiproteica que forma un canal que abarca
la membrana interna y externa de la bacteria (Fig. 4) (Coers et al., 1999).
Legionella pneumophila, utiliza el sistema de secrecion dot/icm para exportar un
gran numero de proteinas hacia las células hospederas, lo que le permite
sobrevivir y replicarse dentro de estas células (Vincent y Vogel, 2008), siendo el
sistema dot/icm absolutamente necesario para la virulencia de L. pneumophila
(Segal et al., 1999).
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Figura 4. Estructura del sistema de secrecion tipo IV de Legionella pneumophila.

Aunque muchos de los componentes del dot/icm no han sido ampliamente
caracterizados, varios de ellos ya se han examinado para revelar su localizacion y
funcién en la formacion del aparato de secrecién (Cuadro 3) (Isberg et al., 2009).



Cuadro 3. Proteinas que conforman el sistema de secrecién dot/icm y su posible funcion

dentro de éste (Isberg et al., 2009).

Comentario y/o funcién

Proteina
Reconocimiento de sustrato
lcmS
lcmWw
LvgA

ATPasa de unién
DotL (también conocido como IlcmO)

DotM (también conocido como IcmP)

DotN (también conocido como IcmJ)
Componentes basicos

DotC

DotD

DotF

DotG (también conocido como IcmE)
DotH (también conocido como IcmK)
Determinantes basicos de estabilidad
DotU (también conocido como IcmH)
lcmF

Componentes citoplasméticos

IlcmQ
IcmR
DotB
DotO (también conocido como IcmB)

Reconocimiento de sustrato; presentacion a
translocon.
Reconocimiento de sustrato; presentacion a
translocon.
Reconocimiento de sustrato; presentacién a
translocon.

ATPasa; podrian unirse directamente a los
sustratos.

ATPasa componente.

Probable componente de ATPasa.

Supuesta lipoproteina de membrana externa.
Supuesta lipoproteina; localizada en la
membrana externa.

Interactla con los sustratos; podria ser un
importante componente de los canales.
Componente principal del canal.

Podria ser un canal de membrana externa.

Proteina de membrana interna.
Proteina de membrana interna.

Molécula formadora de poros.
Acompafiante de IcmQ.

ATPasa; podria desmontar el translocon.
Citoplasma; proteina de membrana interna

Membrana interna o componentes periplasmicos de funciéon desconocida

DotA

DotE (también conocido como lcmC)
Dotl (también conocido como lcmL)
DotJ (también conocido como IcmM)
DotK (también conocido como lcmN)
DotP (también conocido como lcmD)
DotV

lemT

lcmV

IlcmX

Proteina politépica grande de membrana
interna.

Similar a DotV.

Proteina de membrana interna.
Proteina prevista de membrana interna.
Proteina prevista de membrana interna.
Proteina prevista de membrana interna.
Proteina prevista de membrana interna.
Proteina de membrana interna
Proteina prevista de membrana interna.
Periplasmica

El sistema de secrecion tipo IV dot/icm es critico para la capacidad de L.
pneumophila para sobrevivir y replicarse dentro de las células de mamiferos. Zink
y colaboradores (2002) demostraron que un defecto en el sistema de secrecion
dot/icm disminuye la capacidad de L. pneumophila para replicarse dentro de los
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macrofagos y suprime la actividad de formacién de poros, concluyendo que el
sistema de secrecion tipo IV es esencial para la induccion de la apoptosis y es el
Unico sistema responsable de este proceso. Asi, ademas del papel del sistema de
secrecion dot/icm en el trafico endosomal, la replicacion intracelular y la
exportacion de la toxina formadora de poros también es esencial para la induccién
de la apoptosis.

1.5 Transmision de lainfeccién por Legionella pneumophila

La infeccion por L. pneumophila, se adquiere a través del ambiente, cuando el
agua que contiene al microorganismo es aerosolizada en pequefas gotas e
inhalada por un huésped susceptible (Lopardo et al.,, 2002). En personas
susceptibles (principalmente pacientes inmuno-comprometidos o ancianos), la
infeccion inicial puede llevar a una neumonia atipica conocida como enfermedad
del legionario o a una leve enfermedad del aparato respiratorio llamada fiebre de
Pontiac, la transmision de persona a persona no ha sido documentada.

Se han rastreado brotes de infeccion por Legionella pneumophila, a través de los
aerosoles desprendidos de: torres de refrigeracion, bafieras de hidromasaje y
spas, fuentes, maquinas de hielo, rociadores de vegetales y duchas. Estos brotes
se han producido en hogares, oficinas, hoteles, hospitales, entre otros lugares.
Pequefias torres de refrigeracién, en particular, cuando se encienden tras un
periodo de no utilizacion, han sido implicados en brotes importantes de
legionelosis (Atlas, 1999).

1.6 Ciclo de vida de Legionella spp.

Los ciclos de vida nos dicen mucho sobre la historia natural de un organismo vivo.
Ellos son una sintesis de afios de evolucion, adaptacion, especializacion y
supervivencia en la naturaleza. Desde el punto de vista de las enfermedades
infecciosas, los ciclos de vida pueden proporcionar pistas para comprender los
mecanismos de la patogénesis de un parasito en particular. En el caso de L.
pneumophila las amebas son los huéspedes primarios naturales, y constituyen el
eje central alrededor del cual gira el ciclo de vida de L. pneumophila (Gardufio,
2008).

Varias observaciones sugieren que el género Legionella es antiguo y muy bien
adaptado a las amebas. Lo mas probable, es que los miembros del género
Legionella (incluida L. pneumophila) en primer lugar "aprendieron” como llegar a
ser parasitos intracelulares a través de frecuentes encuentros con amebas y
desde entonces han evolucionado para establecer un amplio espectro de
relaciones (Molmeret et al., 2005).
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El ciclo de vida de Legionella ha sido caracterizado en protozoos y macréfagos
humanos. Una serie de experimentos realizados por Horwitz y Silverstein (1980),
determinaron la via basica de entrada para L. pneumophila en las células
fagociticas. Estos estudios establecieron que la bacteria penetra por inhalacién en
los pulmones afectando principalmente a los alvéolos y bronquiolos terminales,
donde las cepas virulentas y no virulentas de L. pneumophila son fagocitadas por
los macréfagos alveolares. Una vez dentro de los macrofagos alveolares, que son
los mas importantes para la replicacion de Legionella, comienza la formacion de
una vacuola especializada llamada fagosoma, que recluta mitocondrias y se rodea
del reticulo endoplasmatico rugoso (RER), aun no se ha descrito el papel que
desempefia el RER durante esta parte de la enfermedad; éste sistema de
fagocitosis utilizado por L. pneumophila, se denomina fagocitosis enrollada. Sin
embargo, sdlo las cepas virulentas pueden multiplicarse dentro de los fagosomas
(Horwitz, 1993), éstos no se fusionan con los lisosomas (organelos encargadas de
eliminar determinadas particulas toxicas en el macréfago) eludiendo asi los
mecanismos microbicidas. Esto conduce a la muerte de los macréfagos y la
liberacion de grandes cantidades de bacterias de la célula. La bacteria puede
luego infectar a otros macrofagos, amplificando asi la concentracién de bacterias
en los pulmones (Fig. 5) (WHO, 2007).

Entrada en la ameba: mediante el receptor dotficm y
Gal/GalNac

licacidn por la fusid n el 2 X 1
Fe?iiuﬁgceﬁdopolasarniiion A Salida de la ameba mediante: necrosis
P por formacidn de poros
Ui \

R R

Agotamiento de aminoacidos

ppGpp construye una fase
estacionaria de expesidn de genes

} y movilidad intracelular.

Entrada en el macréfago: dependiente de _—_———
actina y del receptor dotficm Salida de los macréfagos por: apoptosis y necrosis
por formacidn de poros

Figura 5. Ciclo de vida de Legionella en amebas y macréfagos humanos (WHO, 2007).
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La union de L. pneumophila a los macrofagos se ve potenciada por la presencia
del factor de virulencia denominado “gen potenciador de la infectividad a
macrofagos” (gen mip), el cual es necesario para una multiplicacion bacteriana
optima dentro de los macréfagos alveolares humanos (Riboldi-Tunnicliffe et al.,
2001). El gen mip codifica una proteina de 24 kDa, ésta proteina varia en tamafio
de 232 a 251 aminoécidos, es una proteina de membrana externa importante en el
ciclo intracelular de Legionella, sin embargo, su papel exacto no esté claro (Ratcliff
et al., 1998)

La proteina mip exhibe actividad de peptidilprolilcis / transisomerasa (PPlase) y
pertenece a la familia de enzimas de proteinas de union FK506 (FKBP), sin
embargo, la exacta funcion de las proteinas mip in vivo ain no se ha establecido
(Kbhler et al.,, 2003). Una comparacién de estructuras primarias y estudios
cristalograficos muestran que las proteinas mip tienen un dominio N-terminal y C-
terminal. El dominio N-terminal es responsable de la dimerizacién, y el dominio C-
terminal se une a FK506 y activa el sitio PPlasa. La estructura cristalina también
revela que el N-terminal y C-terminal estan conectados por una larga alfa-hélice
(DebRoy et al, 2006); esta proteina se encuentra presente en los 14 serogrupos
de L. pneumophila (Riffard et al., 1996).

Se cree que la proteina mip es un factor de virulencia que facilita la entrada de
Legionella en amebas y macréfagos, ya que las cepas que no tienen esta proteina
mostraron una disminucion de 80 veces en su infectividad (Lindsay et al., 1994).
También se han llevado a cabo experimentos con cepas de L. pneumophila con y
sin gen mip, los resultados revelaron que el gen mip es necesario para los
procesos de supervivencia temprana de L. pneumophila en protozoos, en el
macréfago- linea celular U937, y en los macréfagos alveolares humanos, hay
evidencia de que las mutaciones nulas en los genes mip de L. pneumophila
reducen fuertemente la supervivencia intracelular de la bacteria en las células
eucariotas (Cianciotto y Fields, 1992 y Wintermeyer et al., 1995).

El gen mip parece ser genéticamente estable, sin evidencia de recombinacion
homologa, por lo tanto el gen mip, puede comportarse como un gen de limpieza,
en consecuencia se sugiere que el gen mip es una diana ideal para un esquema
de clasificacion, con resultados que pueden ser mas selectivos en la identificacion
de especies y mas resistentes a la variacion clonal dentro de cada especie.
Incluso puede ser posible discriminar entre serogrupos cuando estén presentes o
demostrar intraspecies de distintos grupos clonales (Ratcliff et al., 1998).

Wilson y colaboradores (2003), confirmaron la utilidad del gen mip como diana
para la identificacion de Legionella pneumophila por PCR en tiempo real, ya que el
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gen mip tiene suficiente variabilidad en su secuencia entre las especies de
Legionella para permitirse la deteccion especifica de L. pneumophila.

1.7 Cuadro clinico de la legionelosis y fiebre de Pontiac

La enfermedad por Legionella pneumophila puede presentarse como dos
sindromes distintos: la enfermedad del legionario (o legionelosis), que se presenta
como una neumonia y es potencialmente fatal, o la fiebre de Pontiac, cuando se
presenta como enfermedad autolimitada y ésta no se asocia a neumonia. La
poblacion més susceptible son los ancianos y los pacientes inmunocomprometidos
(Lopardo et al., 2002).

La enfermedad del legionario es a menudo inicialmente caracterizada por
anorexia, malestar y letargo; los pacientes también pueden desarrollar una tos
leve. Alrededor de la mitad de los pacientes presentan formacion de esputo con
pus; y aproximadamente un tercio, esputo con estrias de sangre o tos con sangre
(hemoptisis). Otro sintoma que se presenta es dolor en el pecho que puede ser:
pleuritico (es decir, que implican una infeccién del revestimiento del pulmén) o no
pleuritico, éste sintoma es prominente en el 30 % de los pacientes, y puede ser
confundido con coagulos de sangre en los pulmones cuando se asocia con
hemoptisis. Los sintomas gastrointestinales son importantes, con mas de la mitad
de los pacientes con diarrea acuosa, y entre el 10 al 30 % sufren nauseas, vomitos
y dolores abdominales. La fiebre esta presente en casi todos los casos, y la fiebre
asociada con escalofrios por lo general se desarrolla durante el primer dia
(Milazimoglu y Yu, 2001).

Casi la mitad de los pacientes sufren trastornos relacionados con el sistema
nervioso, tales como: confusion, delirio, depresion, desorientacion y alucinaciones.
Estos trastornos pueden ocurrir en las primeras semanas de la enfermedad. El
examen fisico puede revelar temblor fino u ordinario de las extremidades, reflejos
hiperactivos, ausencia de reflejos tendinosos profundos, y signos de disfuncion
cerebral. El periodo de incubacion de la enfermedad del legionario es de 2 a 10
dias, aunque puede extenderse incluso mas de 10 dias (WHO, 2004).

A pesar de varios signos y sintomas clinicos que se han descrito como
caracteristicos de la legionelosis, hay una considerable superposicion de los
sintomas de la enfermedad del legionario. Esta superposicion hace que sea dificlil
desarrollar una lista de caracteristicas para el diagnostico de cada paciente
infectado (Roig y Rello, 2003).

Por otro lado la fiebre de Pontiac es una enfermedad aguda, autolimitada,
enfermedad de tipo gripal sin neumonia. A diferencia de la enfermedad del
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legionario, la fiebre de Pontiac tiene una tasa de ataque alta, que afecta hasta el
95 % de los individuos expuestos (Glick et al., 1978). Los sintomas principales
son: astenia (pérdida de fuerza), cansancio, tos seca, fiebre alta y dolor muscular,
mialgia (dolor de cabeza), artralgia (dolor en las articulaciones) y disnea (dificultad
para respirar). Entre los sintomas gastrointestinales estan: diarrea, nauseas y
vomitos en una pequefia proporcion de personas. La recuperacion dentro de una
semana es habitual, el periodo de incubaciéon es de 24 a 48 horas. El tratamiento
es de soporte y dirigido a aliviar los sintomas, las complicaciones ocurren rara vez
(WHO, 2007).

AUn no estéa claro por qué la exposicion a L. pneumophila puede dar lugar a dos
sindromes clinica y epidemiolégicamente distintos. Una teoria es que la fiebre de
Pontiac es causada por una hipersensibilidad a un componente de la bacteria
(Rowbotham, 1980). Otra hipotesis es que los aerosoles contienen células
muertas de Legionella y pueden causar la enfermedad (Miller et al., 1993). De
acuerdo con una tercera teoria, la enfermedad es causada por una endotoxina
producida por la bacteria, afiadiendo ademas el estado de inmunosupresién del
huésped infectado (Fields et al., 2001).

1.8 Métodos de deteccion de Legionella spp.

Los métodos de deteccion para Legionella en muestras de agua incluyen el cultivo
e identificacion de la bacteria, mediante métodos inmunolégicos y/o métodos
moleculares. Para todos ellos debe optimizarse el procedimiento de deteccion,
incluyendo la toma de la muestra que sera disefiada en funcién de la finalidad del
analisis (Garcia, 2009).

1.8.1 Cultivo

El método primario de aislamiento para los organismos del género Legionella es el
agar especifico BCYE, este medio estd basado en el empleo de carbén, extracto
de levadura, L- cisteina y pirofosfato férrico. En estos medios de cultivo selectivos
las colonias aparecen de los 3 a 4 dias de incubacién, son pequefias, grisaceas-
azuladas y brillantes; la identificacion precisa se hace sometiendo estas colonias a
pruebas especificas de género y especie (CDC, 2005).

1.8.2 Métodos moleculares

En los ultimos afios se han desarrollado métodos moleculares de PCR para
detectar especies del género Legionella en muestras ambientales, se han descrito
distintas sensibilidades y especificidades, que varian segun el origen de la
muestra, el procedimiento utilizado, el gen diana escogido (16S ribosomal, 5S
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ribosomal y/o el gen mip), la medida del fragmento de ADN amplificado y el tipo de
PCR que se utilice.

Entre los principales inconvenientes que presenta el uso de ésta técnica destaca,
la gran cantidad de inhibidores de la PCR que pueden encontrarse en las
muestras ambientales, sin embargo, hay que tener en cuenta que desde el punto
de vista de salud publica, son importantes herramientas de reconocimiento, ya
que, el aislamiento y cuantificacion de las cepas bacterianas procedentes de
instalaciones asociadas a la infeccion en humanos, permite la realizacion de
estudios posteriores para identificar los puntos mas contaminados y orientar los
tratamientos de los puntos colonizados.

1.9 Tratamiento de las infecciones por Legionella spp.

En el brote original de 1976, a las personas infectadas por Legionella se les
administré el macrélido eritromicina, teniendo una tasa de mortalidad mas baja
gue aquellos pacientes a los que les fueron administrados otro tipo de antibiéticos
(Fraser et al., 1977).

Estudios realizados para evaluar el efecto de ciertos macroélidos ha revelado que la
azitromicina, tiene un efecto bactericida en cerdos de guinea y macréfagos
alveolares, teniendo ademas un efecto post-antibacterial, mientras que la
eritromicina tuvo un efecto bacteriostatico y no mostro ningun efecto post-
antibacterial, utilizandose los mismos modelos experimentales. Estas
observaciones se han confirmado en ensayos clinicos en los que 20 de 21 de los
pacientes tratados con azitromicina se curaron, siendo éste antibiético uno de los
mas eficaces frente a Legionella (Marrie, 2008).

Hasta el momento, sélo unos pocos estudios clinicos sobre el tratamiento con
antibidticos para la enfermedad del legionario se han completado, por lo que la
evidencia de las recomendaciones de tratamiento es limitada (WHO, 2007).

El tratamiento debe iniciarse lo mas precozmente posible, ya que el retraso en su
administracion se asocia a un peor prondstico. La duracién del tratamiento
depende del antibi6tico, el grado de inmunodepresion, la continua presencia de
infeccion y el curso clinico del paciente (Garcia, 2009).
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3. ANTECEDENTES

Bej y colaboradores (1990), utilizaron la PCR y sondas genéticas para detectar
células viables de Legionella pneumophila, investigando células expuestas a
biocidas y a temperaturas elevadas. Usaron como diana el gen mip, con los
primers Lmip920 y Lmip1548, codificando una secuencia de 650 pb. Determinando
que la exposicion al hipoclorito causa en las células un estado viable pero no
cultivable, amplificando mediante PCR solo las células viables.

Bernarder y colaboradores (1997), disefiaron un método de PCR anidado
utilizando cebadores del gen mip de Legionella pneumophila. EI método fue
probado en cultivos puros de cepas clinicas de la Legionella y otras bacterias. Las
muestras clinicas de lavado broncoalveolar, liquido bronquial y esputo de
pacientes que sufrian de legionelosis y muestras de pacientes que habian sufrido
de neumonia también fueron probadas.

Pascual y colaboradores (2001), realizaron un estudio para el muestreo de
microorganismos transportados por el aire, como es el caso de L. pneumophila. Se
tomaron un total de 64 muestras de plantas de agua residual, una planta quimica y
un edificio de oficinas, todas las muestras se analizaron mediante cultivo y por
PCR anidado, utilizando como primers externos: Lmip920 y Lmip1548, y como
cebadores internos: Lmip976 yLmipl1427, que amplifican una region interna del
gen mip de 471 pb. Los resultados mostraron ejemplares positivos para L.
pneumophila tanto por cultivo como por PCR.

Nintasen y colaboradores (2007), identificaron a L. pneumophila mediante PCR
utilizando como diana al gen mip, determinando que en comparacion con los
métodos de cultivo la tasa de deteccion de la bacteria mediante PCR fue
relativamente elevada, teniendo la prueba alta especificidad, eficiencia y fidelidad
de amplificacion, concluyendo que la PCR es un método que puede permitir la
identificacion rapida y eficaz de la bacteria en el agua.

Yong y colaboradores (2010), mencionan que las recientes secuencias del
genoma de Legionella han abierto cientos de posibilidades para el desarrollo de
nuevas dianas moleculares para su deteccion y diagnéstico, por ello, utilizaron las
secuencias de primers Ipg0774 que amplifican un fragmento que se asocia al
seroprupo 1 de la especie y a la biosintesis del lipopolisacarido (LPS)
obteniéndose marcas de ADN en 156 pb y para el Ipg1905 un fragmento de 529
pb que se asocia a la mejora de la replicacion intracelular de L. pneumophila.

Marin y Montes (1990), publicaron el informe de un caso de neumonia en el
Estado de México. Se trataba de un paciente masculino que ingresé al Hospital de
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Especialidades del Instituto de Seguridad Social del Estado de México y
Municipios (ISSEMYM) de Toluca de Lerdo, con una neumonia intersticial atipica,
reportandose tincién de Giménez positiva para L. pneumophila.

Torrijos y colaboradores (1995), reportaron el segundo caso de neumonia para
México en el estado de Guerrero, se trataba de una paciente previamente sana en
la que se diagnosticé una neumonia secundaria producida por L. pneumophila.

En enero de 2011 el CDC, emiti6 una alerta sanitaria hacia los viajeros
internacionales para extremar sus precauciones, tras detectarse en el hotel
Wyndham Cozumel Resort and Spa, en la Isla de Cozumel, México, un brote de
legionelosis que afectd a turistas americanos. También se inform6 que desde
mayo de 2008, se habian tenido un total de nueve confirmaciones de casos de la
enfermedad por Legionella entre turistas provenientes de Estados Unidos y
Holanda quienes estuvieron en esos hoteles. Basado en esos hallazgos se inicio
una investigacion sanitaria publica en abril de 2010, donde fueron recomendadas
las desinfecciones de los sistemas de agua potable del hotel. Aunque esas
medidas fueron tomadas para la desinfeccion en cada hotel del sistema de agua
potable, en diciembre de ese mismo afo, el CDC fue notificado de otros nueve
casos de legionelosis asociados con este hotel (Consulado de Estados Unidos,
2011).
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4. JUSTIFICACION

En México se han reportado solo dos casos con diagndstico clinico de neumonia
por Legionella, sin pruebas de laboratorio confirmatorias y ninguno por aislamiento
del agente causal, estos fueron del Estado de México y Guerrero. En contraste, el
European Working Group for Legionella Infections (EWGLI), una organizacion no
gubernamental que hace vigilancia epidemioldgica de los casos de legionelosis
gue ocurren en Europa desde 1987, asocia 46 casos ocurridos en turistas con su
estancia en México entre 1990 y 2005 (Sapian, 2006).

Recientemente, en el afio 2010, se reportd un brote de legionelosis en turistas que
se hospedaron en un hotel en Cozumel, Quintana Roo, emitiéndose una alerta de
prevencion para posibles nuevos contagios.

Es por ello que se hace necesaria la investigacion de la presencia de ésta bacteria
en nuestro pais, para iniciar las medidas que permitan controlar su aparicion
(Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, 2005); por lo cual es importante
disponer de un método eficaz y sensible que permita la vigilancia de este
patdogeno. Muchos de esos métodos utilizan herramientas de biologia molecular
como la PCR, por su costo y facilidad para llevar a cabo los andlisis de
identificacion de Legionella pneumophila, sin embargo, en muchos andlisis por
PCR hay falta de sensibilidad, y en algunos casos de especificidad, para identificar
a la bacteria (Bernander et al., 1997). En este contexto, el uso de iniciadores bien
disefiados que amplifiquen secciones especificas de L. pneumophila, evitan que
se presenten problemas de falta o errbnea amplificacion de dichas secuencias
especificas.
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5. OBJETIVOS
General

Amplificar regiones especificas del gen mip utilizando diferentes secuencias de
primers para identificar bacterias de la especie Legionella pneumophila.

Particulares

Establecer cuéles son las secuencias de primers mas eficientes para la
identificacion de Legionella pneumophila.

Detectar la presencia de la especie Legionella pneumophila en agua de uso
doméstico en la Ciudad de México y su area metropolitana.
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6. MATERIAL Y METODOS
1. Area de estudio

Las muestras de agua fueron obtenidas a partir de cuerpos de agua, dispositivos y
contenedores de agua potable: regaderas, tinacos, cisternas, pozos, una albercay
de agua embotellada, las muestras se recolectaron de la zona norte del estado de
México y dos delegaciones del Distrito Federal. Las muestras fueron recolectadas
al azar, tomando en cuenta la capacidad de trabajo del Laboratorio de
Investigacion en Patdégenos Emergentes de la Unidad de Investigacion
Interdisciplinaria en Ciencias de la Salud y Educacion (UIICSE) de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, UNAM.

Se obtuvieron muestras de agua potable de los municipios: Naucalpan de Juérez,
Tlalnepantla de Baz, Atizapan de Zaragoza, Ecatepec de Morelos, Coacalco de
Berriozabal, Cuautitlan lzcalli, Ixtapaluca y de las delegaciones: Gustavo A.
Madero y Azcapotzalco, del Distrito Federal.

2. Recolecta de las muestras

Se recolectaron un total de 96 muestras de distintos cuerpos de agua, dispositivos
y contenedores de agua potable: 35 muestras de regaderas, 24 de cisternas, 21
de tinacos, dos de pozos, una de alberca y 13 de agua embotellada, las muestras
se recolectaron en tubos de polipropileno estériles de boca ancha de 50 ml las
cuales fueron procesadas de acuerdo a Procedures for the Recovery of Legionella
from the Environment (CDC, 2005).

El agua de regadera, se tomé quitando la cabeza de la ducha, para extraer con un
hisopo una muestra de ésta, el hisopo se sumergié en 3-5 ml de la misma agua
tomada para evitar que la muestra se secara durante el transporte.

Todas las muestras de agua fueron transportadas al Laboratorio de Investigacién
en Patdgenos Emergentes de la Unidad de Investigacion Interdisciplinaria en
Ciencias de la Salud y Educacion (UIICSE) de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, UNAM.

3. Registro de los parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos fueron registrados in situ para cada una de las
muestras, la temperatura del agua (°C) fue medida con un termometro digital
Itawa, el pH y conductividad (mS/cm3) se midieron con un instrumento pH EC
98130 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI).
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4. Concentracién de bacterias por centrifugacion

Después de dos semanas de incubacion a 37 °C, los tubos con la muestra de
agua fueron centrifugados a 3000 X G durante 30 minutos. Posterior a la
centrifugacion, se eliminé el sobrenadante dejando aproximadamente 1 ml de la
muestra con el sedimento, el cual se proceso por tratamiento &cido (CDC, 2005).

5. Descontaminacion por tratamiento acido

Para el agua con altas concentraciones de bacterias, es necesario utilizar un
procedimiento selectivo para reducir el numero de bacterias que no sean del
genero Legionella antes de que éstas sean cultivadas, para lo cual el tratamiento
acido se utiliza con este fin. Las bacterias del genero Legionella son resistentes al
bajar el pH y al exponerlas brevemente a temperaturas altas, en comparacién con
otro tipo de bacterias de agua dulce.

Se agregd 1 ml de solucion acida a cada uno de los tubos que contenian el
concentrado de la centrifugacion anterior y se mezclo. Posteriormente se dejo
reposar la suspension acidificada durante 30 minutos a temperatura ambiente.

6. Cultivo de la muestra en agar especifico BCYE

Posteriormente se colocd 0.1 ml de la suspension acidificada, en placas de agar
especifico BCYE marca “Difco” para el crecimiento de bacterias del género
Legionella. A estas placas se les agreg0 L-cisteina y se incubaron los cultivos a 37
°C durante 72-96 horas.

7. Examinacion de los cultivos de Legionella spp

Los cultivos se examinaron después de 72 a 96 horas de incubacion. Posterior a
ello, se debieron reconocer colonias pequefias, de color blanco brillante o
aperlado, convexas, redondas, con alguna marca de flourescencia.

8. Identificacion molecular de Legionella pneumophila
8.1 Extraccion y purificaciéon del ADN bacteriano

Se llevo a cabo la extraccion y purificacion del ADN bacteriano de las cepas de
catdlogo: Legionella pneumophila subsp. pneumophila ATCC® 33152™ 'y
Legionella pneumophila subsp. pneumophila ATCC® 33153™, utilizando un kit
“QIAGEN” manejando el protocolo para la extraccion y purificacion de ADN de
bacterias Gram-negativas.
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Ademas se realizo la extraccion y purificacion del ADN bacteriano de los cultivos
identificados por morfologia colonial como pertenecientes al género Legionella.

8.2 PCR Y PCR anidado

Para la identificacibn de Legionella pneumophila se utiliz6 la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para buscar y amplificar regiones
especificas de esta especie utilizando diferentes secuencias de primers, la
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System9700,
PE Applied Biosystems; posteriormente se realizé una electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5 % para ser visualizado en un transiluminador de rayos UV.

Se utilizaron los iniciadores: LmipL920 (5"-GCTACAGACAAGGATAAGTTG-3") y
el LmipR1548 (5-GTTTTGTATGACTTTAATTCA-3") disefiados por Bej y
colaboradores (1990), los cuales amplifican el gen mip especifico de Legionella
pneumophila en un fragmento de 650 pb. En un volumen de reaccién de 50 ul, se
mezclaron 25 ul de GoTaq® Green Master Mix (Promega) que contiene: 3 mM
MgClz, 2X Green GoTaq®Reaction Buffer (pH 8.5), 400 uM de dNTP y 1.25 u
GoTag® DNA Polimerasa, ademas de 5 ul de cada primer, 10 pl de ADN templado
y 5 pl de agua libre de nucleasas para ajustar al volumen final.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

Desnaturalizacion | Desnaturalizacion Alineacion Extension Extensién final
inicial 35 CICLOS
94 °C -5 min 94 °C - 15 50 °C - 15 72°C-30 72°C-6
segundos segundos segundos min

Asi mismo se realiz6 la amplificacion de una region interna del gen mip mediante
un PCR anidado utilizando como primers externos: LmipL920 y LmipR1548 (Bej et
al., 1990) bajo las condiciones antes descritas.

Como primers internos: Lmip976 (5-TAAAAATCAAGGCATAGATG-3) vy
Lmipl427 (5"-AGACCTGAGGGAACATAAAT-3") utilizados por Pascual vy
colaboradores (2001), para la deteccion de un fragmento de 471 pb. En un
volumen de reaccién de 50 pl, se mezclaron 25 pl de GoTag® Green Master Mix
(Promega), 5 pl de cada primer, 4 pl del producto amplificado en el primer PCR y
11 pl de agua libre de nucleasas para ajustar al volumen final.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
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Desnaturalizacion | Desnaturalizaciéon Alineacion Extension Extension final

inicial 30 CICLOS
95 °C -5 min 95°C-30 55°C-30 72 °C -1 min 72°C-5
segundos segundos min

Para un segundo PCR anidado se utilizaron los mismos primers externos:
LmipL920 y LmipR1548 (Bej et al., 1990) utilizando las condiciones antes descritas
y como primers internos: Lmipl021 (5- CATGCAAGACGCTATGAGTG-3') vy
Lmip1392 (5- CAAGTTGATCCAGCTGGCAT-3") utilizados por Bernarder y
colaboradores (1997) los cuales originan un fragmento de 403 pb. En un volumen
de reaccion de 50 pl, se mezclaron 25 pl de GoTaq® Green Master Mix (Promega),
5 pl de cada primer, 4 pl del producto amplificado en el primer PCR y 11 pl de
agua libre de nucleasas para ajustar al volumen final.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

Desnaturalizacién Desnaturalizacién Alineacion Extensién Extensién
inicial 30 CICLOS final
95 °C -5 min 95 °C - 30 segundos 55°C-30 72 °C -1 min 72°C-5
segundos min
Finalmente se utilizaron los primers: Ipg0774 forward (5°-
TGCTAACAACCACTATCCCAAA-3) y reverse (5°-

GTTTCAATAAAAGCGTGCTCCT-3") que amplifican un fragmento de 156 pb. Y
los primers: Ipg1905 forward (5 -TTGCCTAAAACTCACCACAGAA-3) y reverse
(5"-ATGCCGCCCAAAATATACC-3") para obtener un fragmento de 529 pb (Yong
et al.,, 2010), para ambos casos se utilizaron las mismas condiciones; en un
volumen de reaccién de 50 pl, se mezclaron 25 pl de GoTag® Green Master Mix
(Promega), 5 pl de cada primer, 10 pl de ADN templado y 5 pl de agua libre de
nucleasas para ajustar al volumen final.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

Desnaturalizacion Desnaturalizacion Alineacion Extension Extension
inicial 35 CICLOS final

95 °C -4 min 95 °C —1 min 57.5°C-1 72 °C —1 min 72°C-5
min min

Todos los productos obtenidos mediante la PCR fueron analizados en geles de
agarosa al 1.5 % y visualizados en un transiluminador Cole Palmer.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Aislamiento e identificacion de Legionella spp.

Para el presente estudio se recolectaron un total de 96 muestras de distintos
cuerpos de agua, dispositivos y contenedores de agua potable de la ciudad de
México y su area metropolitana: 35 muestras de regaderas, 24 de cisternas, 21 de
tinacos, dos de pozos, una de alberca y 13 de agua embotellada, de las cuales, 51
muestras fueron positivas para crecimiento bacteriano de Legionella spp. en agar
especifico BCYE, y 45 muestras fueron negativas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Relacion del total de muestras recolectadas segln su origen, asi como el total de
aislados de Legionella spp.

Delegacion/ Muestra Origen Legionella spp.
Municipio

Naucalpan, Edo. de México T1 T -
Naucalpan, Edo. de México T2 T +
Naucalpan, Edo. de México T3 T +
Naucalpan, Edo. de México T4 T +
Ecatepec, Edo. de México CA-R R +
Ecatepec, Edo. de México Gl C +
Ecatepec, Edo. de México PI-R R -
Ecatepec, Edo. de México YH C

Ecatepec, Edo. de México YH-R R -
Tlalnepantla, Edo. de México RS-R R -
Ecatepec, Edo. de México GI-R R -
Ecatepec, Edo. de México CA C -
Ixtapaluca, Edo. de México ANG-R R +
Ixtapaluca, Edo. de México PA-R R -
Ixtapaluca, Edo. de México PAN C -
Ixtapaluca, Edo. de México EM C -
Ixtapaluca, Edo. de México EM-R R -
Ixtapaluca, Edo. de México HE-R R -
Ixtapaluca, Edo. de México MO P -
Ixtapaluca, Edo. de México PA C -
Ixtapaluca, Edo. de México PO-R R

Ixtapaluca, Edo. de México JU-R R -
Ixtapaluca, Edo. de México PAN-R R +
Naucalpan, Edo. de México RMS R +
Naucalpan, Edo. de México GMS G +
Naucalpan, Edo. de México TMS T +
Naucalpan, Edo. de México CMS C +
Naucalpan, Edo. de México CAA C -
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Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Cuautitlan Izcalli, Edo de México
Ecatepec, Edo. de México
Atizapan de Zaragoza
Atizapan de Zaragoza
Ecatepec, Edo. de México
Gustavo A Madero, D.F
Gustavo A Madero, D.F
Azcapotzalco, D.F.
Cuautitlan Izcalli, Edo. de México
Gustavo A Madero, D.F
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Naucalpan, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Coacalco de Berriozdbal, Edo. de México
Coacalco de Berriozédbal, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Gustavo A. Madero
Ecatepec, Edo. de México
Ecatepec, Edo. de México
Gustavo A. Madero
Gustavo A. Madero
Ecatepec, Edo. de México

TAA
RAA
GAA
NAN
ROB-R
TAN
TAN-R
ROB
ALD
ALD-R
KAR-R
NAN-R
LAU-R
RAG
GAl
YO-G
TRM
GAG
MAM-G
TAG
JU-G
ROT
ROOT
ROR
ROG
ROT1
RUC
ECOG
ELOT
SAR
SAR-R
FRA
0SsC
OSC-R
BET
BET-R
FRA-R
GAB-R
GAB
RRS-R
HID-R
HID
RRS-G
RRS
HID-A
30
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Naucalpan, Edo. de México ELV-R R -
Naucalpan, Edo. de México LIL-G G -
Naucalpan, Edo. de México ELVC C -
Naucalpan, Edo. de México ELVT-1 T -
Naucalpan, Edo. de México ELV-G G

Naucalpan, Edo. de México ELVT T -
Ecatepec, Edo. de México PRI-R R +
Gustavo A. Madero LAU-R2 R +
Ecatepec, Edo. de México PRI C +
Ecatepec, Edo. de México ALI-T T -
Ecatepec, Edo. de México LIL C +
Ecatepec, Edo. de México LIL-R R -
Ecatepec, Edo. de México ANG P -
Ecatepec, Edo. de México JU-T T -
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-T1 T -
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-T2 T +
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-T T -
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-C C +
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-R R +
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-G G +
Ecatepec, Edo. de México PI-C C -
Ecatepec, Edo. de México PI-T T -
Ecatepec, Edo. de México JO-T T +

* T= Tinaco; C= Cisterna; P= Pozo; A= Alberca, R= Regadera

La mayoria de las muestras se tomaron de los municipios: Ecatepec de Morelos y
Naucalpan de Juarez, con 33 y 31 muestras de agua respectivamente. De ellas,
20 muestras de agua fueron positivas para crecimiento bacteriano de Legionella
spp en agar especifico BCYE, de las pertenecientes a Naucalpan de Juérez,
mientras que de las muestras obtenidas del municipio de Ecatepec de Morelos, se
registraron 17 muestras positivas para crecimiento bacteriano de Legionella spp
(Cuadro 4).

En general, las muestras de agua recolectadas de regadera fueron las que
presentaron el mayor nimero de cultivos positivos para Legionella spp., ya que
también fue de éstas que se recolectaron el mayor nimero de muestras (Fig. 6).
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Figura 6. Aislados de Legionella spp. en agar especifico BCYE obtenidos a partir de las muestras
de agua recolectadas.

Es frecuente detectar especies de Legionella en ambientes acuaticos, por ejemplo
en embalses, rios, lagos, etc. (Sheehan et al., 2005), aunque también Legionella
ha encontrado un nicho ecolégico adecuado en torres de refrigeracién, aguas
termales, y ambientes acuaticos humanos tales como aguas residuales y sistemas
de agua potable (Pascual et al., 2001), esto es de esperarse si tomamos en
cuenta que Legionella es considerada una bacteria ambiental teniendo su nicho
natural en aguas superficiales, desde éstos reservorios naturales la bacteria pasa
a colonizar los sistemas de abastecimiento de las ciudades, y a través de la red de
distribucion hidrica, se incorpora a los sistemas de agua ya sea fria o caliente
(Garcia, 2009). Es por ello que en el presente estudio se lograron obtener aislados
de Legionella de todos los puntos muestreados (Cuadro 4), si bien no se aislo al
organismo de todas las muestras de agua como era de esperarse, ya que se
considera que ésta bacteria es omnipresente en el agua (Fliermans et al., 1981),
ello puede deberse a que Legionella alcanza concentraciones demasiado bajas
para ser detectada mediante métodos de cultivo (WHO, 2007), o debido a que el
patbgeno se encuentra expuesto a limitaciones y cambios en la disponibilidad de
nutrientes, temperatura, salinidad, oxigeno y pH, por lo que las bacterias suelen
entrar en un estado “temporalmente no cultivable” para poder adaptarse al
ambiente tan estresante y regular la diferenciacion celular para adaptarse a tales
tensiones y luego resucitar cuando las condiciones ambientales sean favorables
para su crecimiento (Ohno et al., 2003).

1.1 Parametros fisicoquimicos

Es importante conocer la forma en que Legionella interactia con su entorno
natural y con otras especies, ya que esto nos ayuda a comprender los factores
gue favorecen la supervivencia y crecimiento en los sistemas de agua artificiales,
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con este fin, se evaluaron los siguientes parametros fisicoquimicos: temperatura
del agua (°C), pH y conductividad (mS/cm?).

1.1.1 Temperatura del agua

Las temperaturas registradas en los puntos de muestreo oscilaron entre los 17 a
34 °C, con un promedio de 25 °C. Las temperaturas mas elevadas fueron las que
se registraron de las muestras de agua de regadera, mientras que las muestras
que tuvieron las temperaturas mas bajas fueron las de agua de cisterna y garrafon

(Fig. 7).

El crecimiento bacteriano se ve influenciado por diferentes condiciones de cultivo.
La temperatura es un componente esencial que regula el crecimiento de las
bacterias y su morfologia. A pesar de que las bacterias del género Legionella se
pueden encontrar en aguas que van de frio a muy caliente, su multiplicacién se
limita a temperaturas de entre 25 a 42 °C con un crecimiento 6ptimo a los 35 °C
(Fields, 2008).

La temperatura del agua es un factor crucial en la colonizacion por Legionella de
los sistemas de distribucién de agua (Yu, 2000), ya que estos organismos son
capaces sobrevivir en ambitos de temperatura amplios, que van de los 25 a los 43
°C (Huang, 2010).

En el presente estudio las temperaturas mas elevadas fueron de 27-34 °C y se
registraron en las muestras de agua de regadera (Fig. 7), siendo también en estas
muestras donde se obtuvieron el mayor niumero de aislados de Legionella spp.
(cuadro 4), debido a que los intervalos de temperatura son los Optimos para el
crecimiento de éste patdgeno, mostrando asi una relacién entre la temperatura y
el crecimiento bacteriano, lo cual concuerda con el estudio realizado por Hubra
(2009), donde los niveles mas altos de colonizacién por L. pneumophila se
registraron a temperaturas de 30-35 °C en el agua.

Por otro lado las temperaturas mas bajas registradas para este estudio, se
encontraron en las muestras de agua de cisterna (Fig. 7), siendo también en estas
donde se obtuvieron el menor nimero de aislados de Legionella (Cuadro 4), esto
pudo ser debido a que por debajo de los 20 °C el organismo va disminuyendo su
aparicion en el agua, si bien Legionella consigue estar presente, puede ser que se
encuentre en concentraciones demasiado bajas para ser detectada mediante
métodos de cultivo (WHO, 2007).
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Figura 7. Temperaturas registradas para cada una de las muestras recolectadas agrupadas segun
su origen. La temperatura mas elevada 34 °C, se registré en las muestras de agua de regadera,
mientras que la més baja 17 °C, se midi6 en el agua de cisterna y garrafon.

Es muy importante tener en cuenta la influencia de la temperatura, ya que no solo
se ha asociado con la ocurrencia de Legionella spp. en el agua, sino también con
la virulencia, Edelstein en 1987, realizé un estudio para evaluar el crecimiento y la
virulencia de Legionella pneumophila cultivandola a diferentes temperaturas, para
después infectar cerdos y macrofagos alveolares, demostrando que la misma cepa
de Legionella pneumophila varia su virulencia cuando se cultiva a diferentes
temperaturas, siendo las bacterias que crecieron a 25 °C cinco veces mas
virulentas que las cultivadas a 41 °C.

Konishi y colaboradores (2006), evaluaron el efecto de la temperatura sobre el
crecimiento bacteriano, determinando que a <43.1 °C casi todas las cepas
bacterianas de L. pneumophila se multiplican, y a 244.1 °C mas del 88.9 % de las
cepas no se multiplica, es por ello que como medida para la prevencion de
Legionella en el agua, se debe mantener la temperatura del agua por arriba de los
50 °C (6ptimamente por encima de los 55 °C) ya que se ha encontrado que el
riesgo de cultivo de Legionella disminuye con el aumento de la temperatura
(Brooks et al., 2004).

Y para el almacenamiento de agua fria se recomienda que la temperatura debe
estar por debajo de los 20 °C, ya que a estas temperaturas disminuye la aparicion

de Legionella en el agua (WHO, 2007), sin embargo, aun sigue existiendo el
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problema de determinar la temperatura adecuada para inactivar a Legionella en
los sistemas de agua caliente y fria (Hubrg, 2009).

También es importante tener un control de temperatura en los sistemas de
fontaneria, aparatos de aire acondicionado y bafios calientes (también conocido
como piscinas de spa), ya que generalmente utilizan agua en el intervalo de
temperatura que favorece el crecimiento de Legionella, ademas estos sistemas de
agua pueden producir aerosoles en grandes cantidades, aumentando la
propagacion de las bacterias (WHO, 2007).

1.1.2 pH

A cada una de las muestras también se les midio in situ el pH, los valores que se
registraron estuvieron entre 6.3-8.52. En general, los valores de pH de las
muestras se muestran como alcalinos, ya que todos los registros se encuentran
por arriba de 7, a excepcion de una muestra de agua de regadera donde se midio
el valor mas bajo que fue de 6.3, siendo un valor de pH acido (Fig. 8).
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Figura 8. Registros de pH tomados para cada una de las muestras agrupadas segUn su origen.

Las bacterias del género Legionella estan presentes en el agua tolerando un
intervalo de pH de 5.0-9.2 (Declerck, 2009), aunque también se les considerada
como acidotolerantes, ya que pueden soportar la exposicion a pH de 2.0 durante
periodos cortos, y por ello han sido aisladas a partir de fuentes ambientales que
van desde un pH de 2.7 a 8.3 (Sheehan et al., 2005).
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En este estudio se aisl6 a la bacteria en un ambito de pH de 6.3 a 8.5 (Fig. 8), lo
que significa que se encontrd dentro de la escala de pH que soporta el género
Legionella en el agua. Fliermans y colaboradores en 1981, realizaron un estudio
para identificar la distribucion ecologica de L. pneumophila, encontrando al
organismo en un intervalo de pH de 5.5 a 8.1; Ohno y colaboradores (2003),
evaluaron los factores implicados en la supervivencia del patdégeno, encontrando
que el intervalo optimo de pH fue de entre 6 y 8; mientras que Huang y
colaboradores en 2010, aislaron especies de Legionella en un ambito de pH de
6.4 a 7.8, todos encontrandose dentro de los valores de pH registrados para este
estudio.

El pH es un factor importante para la supervivencia de L. pneumophila, Katz y
Hammel (1987) demostraron que hay un descenso de células viables de L.
pneumophila después de permanecer durante un mes en agua de grifo en un pH
de 4 a 7,y aun pH de 2-3 el organismo solo puede sobrevivir en un corto plazo
(minutos) de exposicion.

1.1.3 Conductividad (mS/cm?3)

Los valores de conductividad oscilaron entre los 0.06—-1.17 mS/cm3, con un
promedio 0.48 mS/cm3, el valor minimo se registr6 en una muestra de agua de
garrafén, mientras que el valor mas alto fue de una muestra de regadera y
cisterna (Fig. 9).
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Figura 9. Conductividad (mS/cm?) registrada para cada una de las muestras tomadas agrupadas
segun su origen.
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Debido a que todas las aguas naturales tienen contacto con la atmosfera y con la
superficie terrestre, éstas siempre contienen en mayor o0 menor cantidad sales en
solucién. Los iones que contiene el agua como sales disueltas provienen de
procesos de disolucién que se llevan a cabo en cuanto el agua se pone en
contacto con diversos compuestos y sustancias, y se miden cualitativamente por
medio de la conductividad, ya que estas particulas en solucién estan cargadas
positiva 0 negativamente, y por lo tanto son capaces de conducir corriente
eléctrica. Cuanto mayor es la cantidad de particulas disueltas en un solvente,
mayor es la conductividad de una solucion. Generalmente en aguas naturales, los
iones mayormente disueltos son: calcio, magnesio, sodio, potasio, cloruros,
sulfatos, nitratos, entre otros.

En el presente estudio se aislaron a los organismos en una escala de
conductividad de 0.06-1.17 mS/cm?® (Fig. 9), mientras que Fliermans y
colaboradores (1981) aislaron a L. pneumophila de habitats acuéaticos con una
conductividad de 0.018-0.106 mS/cm?3; Ohno y colaboradores (2003) encontraron
a la bacteria en muestras de agua con valores de conductividad de 0.066-26.8 mS/
cm?; los valores de conductividad varian en funcién del grado de saturaciéon de
compuestos solubles y éstos a su vez dependeran del origen del agua asi como
del tiempo que duren en contacto con el agua. Ohno y colaboradores en 2003,
mencionan que la concentracidon de solutos en el agua es también un factor
importante en la supervivencia de L. pneumophila, sefialan ademas que algunos
minerales han sido conocidos por jugar un papel importante en el metabolismo
bacteriano.

Heller y colaboradores en 1997, evaluaron el efecto de la concentracion salina y la
temperatura sobre la supervivencia de L. pneumophila, observando que la adicion
de pequefias cantidades de NaCl (0.1-0.5 %) mejora la supervivencia del
patégeno, lo que sugiere un efecto protector del NaCl, sin embargo, también
menciona que la combinacion de altas temperaturas (30-37 °C) con
concentraciones de sal de mas del 1-2 % disminuye claramente el nimero de
células.

La funcion especifica de los iones de sodio y cloro en el metabolismo de L.
pneumophila no han sido examinados, pero es bien sabido que el sodio esta
implicado en los sistemas metabdlicos del portador y es también un importante co-
factor en enzimas.

Barbaree y colaboradores (1983) evaluaron la tolerancia de Legionella al cloruro
de sodio, demostrando que diferentes especies del género tienen un nivel de
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tolerancia distinto y que L. pneumophila era capaz de crecer en caldo de cultivo
que contenia de 1-1.5 % de NaCl.

States y colaboradores (1985) mencionan que las altas concentraciones de
metales afectan la actividad metabdlica, la supervivencia, la diversidad y la
estabilidad de las comunidades microbianas.

Los picos mas altos de conductividad se registraron en las muestras de agua de
regadera (Fig. 9), si como lo menciona Ohno, y colaboradores en 2003, la
concentracion de solutos en el agua es también un factor importante en la
supervivencia de L. pneumophila, esto podria explicar por qué en las muestras de
agua de regadera se lograron obtener el mayor nimero de aislados de Legionella
(Cuadro 4), ademas de que en estas muestras se registraron temperaturas de 27-
34°C siendo Optimas para el crecimiento del patdgeno (Fig. 2) y valores de pH
ideales lo que hace al agua de regadera un medio idéneo para la supervivencia,
multiplicacion y diseminacion de L. pneumophila, todo lo anterior cobra alin mas
relevancia debido a que el agua de regadera produce un gran numero de
aerosoles con capacidad infectante.

Schoen y Ashbolt (2011) mencionan que los aerosoles desprendidos de la ducha
han sido reconocidos como vias importantes de exposicion al patdogeno, ademas
de que las biopeliculas dentro de los sistemas de agua, pueden crear un nicho
biolégico para el crecimiento y persistencia de Legionella, para demostrarlo
crearon un modelo matematico para simular la exposicion al patdgeno, a partir de
la inhalacién de aerosoles provenientes de la ducha (Fig. 10).

Los procesos incluidos en dicho modelo son: en primer lugar, la bacteria se
multiplica dentro de la biopelicula (o sedimentos), o dentro de una poblacién de
protozoos, durante el bafio la bacteria se separa de la biopelicula (o sedimentos) y
es transportada hasta la cabeza de la ducha para después ser aerosolizada, para
por ultimo ser inhalada y depositada en la region alveolar de los pulmones.

Kuroki y colaboradores (2009), menciona que el mayor numero de casos de
legionelosis ubic6 su origen en la infeccion por aerosoles desprendidos del agua
de la ducha, siendo de vital importancia tener un control de higiene sobre los
sistemas de tuberias, para evitar posibles riesgos de infeccién.
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Figura 10. Modelo conceptual para la exposicion a Legionella por la inhalaciébn de aerosoles
desprendidos de la ducha. En primer lugar Legionella se multiplica dentro de la biopelicula. A)
Legionella se separa de la biopelicula durante la ducha. B) es transportada a la cabeza de la ducha
y C) es aerosolizada. D) el aerosol es inhalado. E) una fraccién de la dosis inhalada se deposita en
la region alveolar de los pulmones.

2. Identificacion molecular de Legionella pneumophila mediante PCR

Los aislados bacterianos de Legionella spp., fueron procesados mediante PCR
para su identificacion a nivel de especie, hallandose la presencia de Legionella
pneumophila en el 20.7 % de éstos aislados (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Relacidon de muestras positivas para Legionella spp. y las identificadas a nivel de
especie.

Delegacién/Municipio Muestra Origen Legionella Legionella pneumophila
spp.

Azcapotzalco. D. F. KAR-R R + +
Gustavo A Madero, D.F. ALD C + -
Gustavo A Madero, D.F. ALD-R R + -
Gustavo A Madero, D.F. LAU-R R + -
Gustavo A. Madero, D. F. RRS C + -
Gustavo A. Madero, D. F. LAU-R2 R + +
Atizapan de Zaragoza, Edo. de TAN-R R + -
México

Cuautitlan Izcalli, Edo. de México NAN C + -
Ecatepec, Edo. de México CA-R R + -
Ecatepec, Edo. de México Gl C + -
Ecatepec, Edo. de México ROB C + -
Ecatepec, Edo. de México YO-G G + -
Ecatepec, Edo. de México MAM-G G + -
Ecatepec, Edo. de México JU-G G + +
Ecatepec, Edo. de México SAR-R R + +
Ecatepec, Edo. de México FRA C + -
Ecatepec, Edo. de México OSC-R R + -
Ecatepec, Edo. de México FRA-R R + -
Ecatepec, Edo. de México GAB-R R + -
Ecatepec, Edo. de México GAB C + -
Ecatepec, Edo. de México HID-A A + -
Ecatepec, Edo. de México PRI-R R + -
Ecatepec, Edo. de México PRI C + -
Ecatepec, Edo. de México LIL C + +
Ecatepec, Edo. de México JO-T T + -
Ixtapaluca, Edo. de México ANG-R R + -
Ixtapaluca, Edo. de México PAN-R R + +
Naucalpan, Edo. de México T2 T + +
Naucalpan, Edo. de México T3 T + -
Naucalpan, Edo. de México T4 T + -
Naucalpan, Edo. de México RMS R + -
Naucalpan, Edo. de México GMS G + -
Naucalpan, Edo. de México TMS T + -
Naucalpan, Edo. de México CMS C + -
Naucalpan, Edo. de México TAA T + -
Naucalpan, Edo. de México GAA G + -
Naucalpan, Edo. de México RAG R + -
Naucalpan, Edo. de México GAl G + +
Naucalpan, Edo. de México TRM T + -
Naucalpan, Edo. de México GAG G + -
Naucalpan, Edo. de México TAG T + -
Naucalpan, Edo. de México ROOT T + +
Naucalpan, Edo. de México ROR R + +
Naucalpan, Edo. de México ROT1 T + +
Naucalpan, Edo. de México RUC C + -
Naucalpan, Edo. de México ECOG G + -
Naucalpan, Edo. de México ELOT T + -
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-T2 T + -
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-C C + -
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Tlalnepantla, Edo. de México LAL-R R + -
Tlalnepantla, Edo. de México LAL-G G + -

* T= Tinaco; C= Cisterna; P= Pozo; A= Alberca, R= Regadera

Se hizo la identificaciébn de la especie Legionella pneumophila, en 5 de las
muestras obtenidas del municipio de Naucalpan de Juarez, en 3 muestras de agua
del municipio de Ecatepec y en una muestra de Ixtapaluca, Gustavo A. Madero y
Azcapotzalco respectivamente (Cuadro 5).

Los ejemplares provenientes de agua de regadera, fueron los que tuvieron el
mayor porcentaje de muestras donde fue identificada la bacteria L. pneumophila
con un 9.4 %, mientras que en el de agua de cisterna solo se identifico a la
bacteria en el 1.9 % de los aislados (Fig. 11).

Figura 11. Porcentaje de muestras segun su origen, donde se identificé a Legionella pneumophila.

La identificacion de la especie L. pneumophila a partir de las muestras de agua
recolectadas, se llevd a cabo utilizando secuencias de primers que amplifican el
gen mip especifico de la especie mediante la técnica de PCR.

Ademas se utilizaron primers que amplifican secuencias distintas a la del gen mip,
pero que igualmente se emplean para la identificacion de la especie L.
pneumophila, los primers Ipg0774 amplifican un fragmento que se asocia al
serogrupo 1 de la especie y a la biosintesis del lipopolisacarido (LPS) y el Ipg1905
amplifica un fragmento que se asocia a la mejora de la replicacién intracelular de
L. pneumophila. Todas las secuencias de primers fueron inicialmente probadas en
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las cepas de catélogo: Legionella pneumophila subsp. pneumophila ATCC®
33152™ vy Legionella pneumophila subsp. pneumophila ATCC® 33153™ (Fig. 12).

Las secuencias de los primers Lmip920 y Lmip1548 (Bej et al., 1990) amplifican el
gen mip, en un fragmento de 650 pb, a partir de éste fragmento de ADN se realiz6
un PCR anidado para amplificar una region interna del gen mip, las secuencias
Lmip976 y Lmip1427 (Pascual et al., 2001) amplifican una secuencia de 471 bp,
mientras que las secuencias Lmipl1021 y Lmip1392 (Bernarder et al.,, 1997)
producen bandas de ADN en 403 pb (Fig. 12).
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Figura 12. Amplificaciéon de fragmentos de ADN de las cepas de catalogo: Legionella pneumophila
subsp. Pneumophila ATCC® 33152™ vy Legionella pneumophila subsp. Pneumophila ATCC®
33153™., Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Linea 1 y 7, marcador molecular. Linea 2,
amplicon de 156 pb (Ipg0774 - Yonget al., 2010). Linea 3, amplicon de 529 pb (Ipg1905 - Yonget
al.,, 2010). Linea 4, amplicon de 471 pb (Lmip976 y Lmip1427 - Pascual et al., 2001). Linea 5,
amplicén de 403 pb (Lmip1021 y Lmip1392 — Bernarder et al., 1997). Linea 6, amplicén de 650 pb
(Lmip920 y Lmip1548 — Bej et al., 1990).

Generalmente la deteccion de L. pneumophila en muestras clinicas y ambientales
se realiza mediante la amplificacion del gen mip o el gen 16S rRNA, sin embargo,
las recientes secuencias del genoma de Legionella han abierto otras posibilidades
para el desarrollo de nuevas dianas moleculares para su diagndstico y deteccion,
las secuencias de primers Ipg0774 amplifican un fragmento que se asocia al
serogrupo 1 de la especie y a la biosintesis del lipopolisacarido (LPS)
obteniéndose marcas de ADN en 156 pb y el Ipg1905 amplifica un fragmento de
529 pb (Fig. 12) que se asocia a la mejora de la replicacion intracelular de L.
pneumophila. Después de probar todas las secuencias de primers en las cepas de
referencia, se eligieron las secuencias de primers que aportaran mayor
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informacion para la identificacién a nivel de especie de Legionella pneumophila
(Fig. 13).
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Figura 13. Identificacion de L. penumophila a partir de las muestras de agua recolectadas.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Linea 1 y 14: marcador molecular. Linea 2 -12: aislados
bacterianos de las muestras recolectadas, con marca en 650 pb, utilizando los primersLmip920 y
Lmip1548 (Bej et al., 1990). Linea 13, control negativo.

Las secuencias primers Lmip920 y Lmip1548 produjeron bandas positivas de ADN
en fragmentos de 650 pb, en las muestras de ADN de las cepas de referencia y en
el 20.7 % de los aislados bacterianos, identificando asi a la especie L.
pneumophila.

Ademas de los pares de primers disefiados por Bej y colaboradores (1990) para la
identificacion de L. pneumophila a partir de los aislados bacterianos obtenidos de
las muestras de agua recolectadas, se utilizaron los primers Ipg0774 y lpg1905
gue amplifican secuencias distintas a la del gen mip pero que igualmente
identifican a la especie, sin embargo, no se obtuvieron marcas de ADN en ninguna
de las muestras, esto puede deberse a que los primers diseflados por Yong y
colaboradores (2010), amplifican regiones demasiado especificas del genoma de
L. pneumophila.

Por lo tanto, las secuencias de primers Lmip920 y Lmip1548 (Bej et al., 1990) son
importantes debido a que codifican la regién del gen mip, uno de los genes
mayormente utilizados para la identificacion de la especie L. pneumophila, varios
autores han reconocido la gran utilidad de ésta diana molecular para la
identificacion del patégeno.

El medio de cultivo estandar para la deteccion, aislamiento e identificacion de L.
pneumophila en muestras clinicas y ambientales, es el agar especifico BCYE,
teniendo una sensibilidad de aproximadamente el 70 % (Nintasen et al., 2007);
pero debido a que se requieren varios dias e incluso semanas de incubacion,
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aunado a que el crecimiento de Legionella puede ser inhibido o enmascarado por
el desarrollo excesivo de organismos contaminantes, éste método resulta ser
menos sensible que las herramientas moleculares (Dusserre et al., 2008).

Debido a la dificultad de cultivo de la bacteria se ha llevado al desarrollo de
pruebas moleculares rapidas para la deteccion de acidos nucleicos de Legionella,
el diagndstico molecular se basa en la deteccion de secuencias especificas para
la identificacion de la especie Legionella pneumophila, con hasta un 90 % de
sensibilidad (Yong et al., 2010).

La diferencia en la obtencién de resultados entre los métodos de cultivo y la PCR
para la identificacion de L. pneumophila, puede tener varias explicaciones, la PCR
detecta ADN viable pero no cultivable (VBNC), y el ADN de células muertas de
bacterias (Blatny et al., 2008); el estado VNBC de L. pneumophila puede deberse
al estrés que se llega a presentar en la bacteria, ya que éstas con frecuencia se
vuelven incapaces de crecer y formar colonias debido a una lesion estructural o
metabdlica, en estos casos la presencia de protozoos puede restablecer la
capacidad de cultivo del organismo (Fields, 2008).

El uso de la PCR para detectar organismos del género Legionella en el ambiente
ha indicado que hasta el 80 % de las aguas dulces son positivas mientras que solo
del 20 al 60 % son positivas por cultivo (Arnow et al., 1985).

Sin embargo, Nintasen y colaboradores (2007) mencionan que la combinacion de
una técnica de aislamiento por cultivo y un método molecular como es la PCR,
mediante la amplificacion de genes especificos como el gen mip, es fundamental
para una rutina efectiva para la identificacion de L. pneumophila, mejorando la
deteccion del patdgeno en microambientes.

Métodos para la deteccion de L. pneumophila mediante acidos nucleicos han
existido desde 1984. Kohne y colaboradores (1984) prepararon una sonda de ADN
por transcripcion inversa de rRNA del serogrupo de 1 de L. pneumophila, esta
sonda reacciona de forma especifica con los miembros de la familia
Legionellaceae.

Otro sistema para la deteccion de ADN de Legionella fue desarrollado por
Starnbach y colaboradores (1989), utilizaron cebadores especificos para la
identificacion de L. pneumophila. Posteriormente, Bej y colaboradores en 1990,
desarrollaron un sistema de PCR que contenia dos pares de oligonucledtidos
diferentes, uno dirigido al gen 5S rRNA, y el otro al gen mip; desde entonces otros
sistemas de PCR se han disefiado algunos de los cuales utilizan diferentes
cebadores para el gen mip (Maiwald et al., 1998).
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Para el presente estudio las secuencias de primers disefiadas por Bej y
colaboradores (1990), fueron las que otorgaron mayor informacion para la
identificacion del gen mip de las cepas de referencia, permitiendo ademas la
identificacion de Legionella pneumophila a partir de los aislados bacterianos.

Varios autores mencionan la importancia del uso del gen mip para la identificacion
de Legionella pneumophila en muestras clinicas y de origen ambiental. Hajia y
colaboradores (2004), sefialan que el uso de la PCR para la identificacion de
Legionella pneumophila mediante el gen mip, mostré ser una prueba rapida y
sensible; Nintasen y colaboradores (2007), identificaron a L. pneumophila
mediante PCR utilizando como diana al gen mip, determinando que en
comparacion con los métodos de cultivo la tasa de deteccion de la bacteria
mediante PCR fue relativamente alto, teniendo la prueba muy buena especificidad,
eficiencia y fidelidad de amplificacion, concluyendo que la PCR es un método que
puede permitir la identificacion rapida y eficaz de la bacteria en el agua; por otro
lado Blatny y colaboradores (2008), realizaron un estudio para la identificacién de
L. pneumophila en aerosoles desprendidos de estanques, mencionando que el
uso del gen mip es un gen diana adecuado para la identificacion de la especie.

En el presente estudio se confirma la gran utilidad de los primers disefiados por
Bej y colaboradores (1990) para hacer la identificacion de Legionella pneumophila,
encontrando a la especie en el 20.7 % de los aislados bacterianos. Los primers
utilizados para la amplificacion del gen mip, asi como para la amplificacion de
regiones internas de éste, dieron las mejores marcas de ADN, tanto para las
cepas de referencia como para los aislados bacterianos.

A pesar de que Legionella es comun en muchos sistemas de agua raramente
causan enfermedad, ya que se deben reunir situaciones especificas para
contraerla. Estudios prospectivos han encontrado que hasta el 60 % de los
edificios estan colonizados por estas bacterias, sin embargo, no se identificd
ningun caso de la enfermedad del legionario (Fields, 2008) debido a que deben
reunirse las condiciones necesarias para el desarrollo de la patologia, entre ellas
estan:

‘Que el microorganismo tenga una via de entrada a la instalacion de agua. Esto
suele producirse por aporte de aguas naturales contaminadas por la bacteria,
normalmente en pequefias cantidades.

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

‘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 atmoésfera
en forma de aerosol (dispersion de un liquido o un solido en el aire o0 en un gas).
El riesgo aumenta cuando se reduce el tamafio de las gotas en suspension,
porque las gotas quedan en suspension en el aire mas tiempo y solo gotas de
tamafio inferior a 5 mm penetran en los pulmones.

‘Que sea virulento para el hombre, ya que no todas las especies o serogrupos
estan igualmente implicados en la produccion de enfermedad.

‘Que individuos susceptibles sean expuestos a aerosoles conteniendo cantidad
suficiente de Legionella viable.

En el dmbito 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 crénica y hemopatias malignas. Enfermos con riesgo moderado
son diabéticos, pacientes con enfermedad pulmonar crénica, enfermos con
hemopatias no malignas, fumadores, ancianos (Garcia, 2009).

Debido a esto es importante realizar estudios de identificacion de L. pneumophila
en los sistemas de agua potable para prevenir posibles brotes de legionelosis. Una
forma de prevencion es el uso de monocloramina para la desinfeccion de los
abastecimientos de agua (Heffelfinger et al., 2000), ya que la monocloramina
persiste y penetra mejor en las biopeliculas que el cloro libre. En un estudio
realizado en la ciudad de Pinellas, Florida el porcentaje de edificios colonizados
por Legionella disminuyé de un 19.8 % a 6.2 % un mes después del uso de
monocloramina como desinfectante de los sistemas de agua (Fields, 2008).
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8. CONCLUSIONES

Se logro identificar bacterias del género Legionella en muestras de agua de uso
doméstico de la Ciudad de México y su area metropolitana.

Se optimiz6 una técnica molecular mediante PCR para realizar la identificacion de
la especie Legionella pneumophila a partir de cepas de referencia, utilizando como
diana el gen mip, especifico de dicha especie.

Se realiz6 la identificacion molecular mediante PCR de la especie Legionella
pneumophila a partir de muestras de agua de uso domeéstico de la Ciudad de
México y su area metropolitana. Comprobando que el gen diana utilizado para la
identificacion del organismo es adecuado por su eficiencia y especificidad.

Se determind que los ambitos en los parametros fisicoquimicos medidos en las
muestras: temperatura del agua, pH y conductividad, se encontraron dentro de los
amplios intervalos que toleran las bacterias del género Legionella en el agua.

Al identificar a la especie Legionella pneumophila en el 20.7 % de las muestras de
agua de uso domeéstico, su presencia supone un riesgo de infeccién potencial para
los usuarios del agua potable.
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