FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE TECNOLOGIA MEDICA

PRINCIPALES ASPECTOS PATOGENICOS, CLINICOS Y DE DIAGNOSTICO
DEL GENERO LEGIONELLA.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO
DE LICENCIADO EN TECNOLOGIA MEDICA

AUTORA: CAMILA ESCOBAR VILLALOBOS
PROFESORA GUIA: TM Mg. PAULINA ABACA CASTILLO

TALCA-CHILE
2021



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2022

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas






Agradecimientos

“A todos los que pusieron un poco de si en mi formacion académica y personal durante
esta etapa de mi vida.
A los docentes de la escuela de Tecnologia médica, en especial a la profesora Paulina
Abaca Castillo, por su comprensién y apoyo en el desarrollo de esta memoria.

A mis amigos y comparfieros por su ayuda y paciencia en los momentos mas dificiles”

Dedicatoria

“Dedico mi memoria de pregrado a mis padres; Nahin Escobar V. y Gladys Villalobos V.,
por su amor, esfuerzo y apoyo durante cada momento de mi vida. También a mi hermana
Valentina, por estar siempre a mi lado. Ademas a mis hijos, Alvaro de dos afios y Arelis de

un mes, los dos regalos mas hermosos que me ha entregado la vida”



INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN

INTRODUCCION

OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pég.

10
10

10

METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA INFORMACION11

MARCO TEORICO

1. INTRODUCCION AL GENERO LEGIONELLA.
1.1  Taxonomia del Género Legionella.

1.2 Morfologia y caracteristicas bioquimicas.

2. PATOGENICIDAD Y MECANISMOS DE VIRULENCIA

3. ECOLOGIA Y TRANSMISION DE LEGIONELLA SPP.

3.1 Ecologia de las especies de Legionella de importancia clinica

3.2 Transmisién de Legionella spp.

12

12

12

15

22

31

31

33



3.3

4.

4.1

4.2

7.1.

Factores de riesgo en el hospedero

IMPORTANCIA CLINICA EN HUMANOS

Enfermedad del legionario

Fiebre de Pontiac

DIAGNOSTICO CLINICO

SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

EPIDEMIOLOGIA

Epidemiologia en Chile

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS

CONCLUSIONES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

36

38

39

39

45

56

59

60

62

67

68



INDICE DE TABLAS

Tabla N°1: Taxonomia del género Legionella
Tabla N°2: Especies y serogrupos de Legionella spp. asociadas a enfermedad

Tabla N°3: Diferencias entre las caracteristicas bioquimicas de L. pneumophilay L.

longbeachae.
Tabla N°4: Medios de cultivo para Legionella spp.

Tabla N°5: Cuadro comparativo entre las dos entidades clinicas que ocasiona

Legionella spp.

Tabla N°6: Manifestaciones clinicas, de laboratorio y radioldgicas de la neumonia

por Legionella spp.
Tabla N°7: Principales caracteristicas de la legionelosis.

Tabla N°8: Muestras respiratorias y citoldgicas de donde se puede obtener
Legionella spp.

Tabla N° 9: Comparacién de las principales técnicas diagndsticas.

Tabla N° 10: Principales tratamientos para minimizar la supervivencia y

multiplicacion de Legionella spp.

20

40

42

43



INDICE DE FIGURAS

Fig. N°1: Tincidn de Gram de Legionella pneumophila.
Fig. N°2: BCYE-Agar sin L-Cisteina para Legionella.

Fig. N°3: Esquema del mecanismo infeccioso de Legionella spp., en un macréfago

alveolar.

Fig. N°4: Esquema de los principales mecanismos de virulencia de Legionella
spp.

Fig. N°5: Esquema representativo de la formacion de un biofilm por L.
pneumophila.

Fig. N°6: Transmisién de Legionella spp.
Fig. N°7: Factores de riesgo del hospedero.

Fig. N° 8: Esquema resumen de las muestras y pruebas utilizadas en el diagnostico
de Legionella.

17

18

24

25

29

34

36

48



RESUMEN

La familia Legionellaceae a la fecha presenta mas de 60 especies, distribuidas de
forma ubicua en ambientes tanto naturales como artificiales. Legionella spp. son
microorganismos cuyos ciclos vitales son realmente sorprendentes, pudiendo desarrollarse
extracelularmente o como parasitos intracelulares de amebas y otros protozoos acuaticos.
Cuando crecen extracelularmente forman comunidades organizadas de células agregadas,
denominadas biofilms, que pueden presentar diferentes estructuras e incluso integrar otros
microorganismos, como protozoos y algas. Desde ahi mediante sus diversos mecanismos
virulentos pueden transmitirse al ser humano y causar principalmente dos cuadros clinicos
diferentes, siendo el agente etioldgico principal L. Pneumophila serogrupo 1. A pesar de la
mejora en los métodos de diagnostico, aln existe un bajo conocimiento clinico de este
facinante microorganismo, dado a que la pesquiza de laboratorio se basa la identificacion de
la especie y serogrupo mas prevalente. A nivel mundial contintan ocurriendo brotes de la
enfermedad del legionario, lo que hace necesario crear un protocolo de vigilancia de la
legionelosis, en conjunto con pautas de tratamiento, y un enfoque profiléctico para reducir la
incidencia de esta enfermedad prevenible. El objetivo de esta revision bibliogréafica es
actualizar la informacion con respecto a los aspectos principales del género Legionella,
destacando aspectos de su patogenicidad y virulencia, en conjunto con las principales
manifestaciones clinicas y las pruebas dignésticas mas utilizadas en la deteccion de esta
bacteria. Se sugiere que a futuro se mejoren las pruebas diagndsticas, utilizando pruebas
rapidas, especificas y sensibles para las especies patdgenas para el ser humano con el fin de
tratar la infeccion de forma oportuna. Ademas, controlar y prevenir la contaminacion de
sistemas de aguas, aires acondicionados, entre otros sistemas artificiales, con el fin de evitar

la trasmision de la bacteria.

Palabras claves: Legionella spp., Legionella pneumophila, enfermedad del Legionario,

legionelosis, fiebre de Pontiac.



INTRODUCCION

A pesar de que han pasado varias décadas desde el devastador brote de neumonia
registrado en 1976 en la American Legion Convention en Filadelfia, todavia existe un bajo
nivel de conciencia clinica con respecto al patdgeno causante de la enfermedad. Ese brote

fue el hallazgo que permitio conocer y llevar a la deteccion de Legionella pneumophila.

El género Legionella se establecio en 1979, tres afios despues del primer brote registrado y
se ha informado de que diferentes cepas de este género como; Legionella pneumophila,
Legionella longbeachae y Legionella feeleii, causan enfermedades respiratorias humanas a
las que se les ha denominado legionelosis, siendo el término colectivo para los sindromes
clinicos causados por miembros del género Legionella, que pueden presentarse como fiebre
de Pontiac o enfermedad del legionario, dos entidades clinicas distintas. Las manifestaciones
de la infeccion van desde la gripe leve hasta una neumonia grave que también afecta a otros
sistemas del organismo. La sintomatologia incluye: fiebre, tos no productiva, dolor de
cabeza, mialgias, escalofrios, disnea, diarrea y delirio, que empeora y progresa hasta una
neumonia con insuficiencia respiratoria, que conlleva en algunos casos a la necesidad de

asistencia respiratoria mecanica.

Legionella spp. no se considera como un patdgeno transmisible de persona a persona, mas
bien, la infeccion se produce principalmente a través de la inhalacién de aerosoles
contaminados con la bacteria y otras fuentes, como desde la tierra de hojas. Ademas, la
invasion y replicacion intracelular de Legionella pneumophila dentro de los protozoos en el

medio ambiente, también juega un papel fundamental en la transmision de la legionelosis.

L. pneumophila causa aproximadamente el 90% de todos los casos notificados de
legionelosis y exhibe una amplia gama de hospedadores protozoarios que abarcan maltiples
filos, desde Amoebozoa (amebas) a Percolozoa (excava) a Ciliophora (protozoos ciliados),
aunque es el agua el principal reservorio de legionelas y las bacterias se encuentran
ditribuidas mundialmente en diferentes ambientes de agua dulce. Legionella spp. puede

sobrevivir en un amplio intervalo de condiciones fisico-quimicas, como por ejemplo a un



rango amplio de temperaturas de entre 25° y 42° C, con una temperatura Optima de
crecimiento de 35 °C (1), lo que le otorga resistencia en diferentes climas. Esta resistencia
en el ambiente se ha acrecentado por su capacidad de formar biofilms, lo que le he permitido
colonizar los sistemas de abastecimiento de agua de las ciudades, sistemas de aire
acondicionado, o permanecer en ambientes nosocomiales. Dicha situacion se ha convertido
en una inquietud importante para el personal y profesionales de la salud publica y en las
personas involucradas en el mantenimiento de los sistemas de agua, y labores asociadas con

la nebulizacion.

Es probable que la cifra de casos por la especie L. pneumophila pueda estar elevada, debido
a que la mayoria de las pruebas de diagndstico son especificas para esta especie, mas que a
las otras especies del género. Cabe destacar que las mejoras en las pruebas de diagnostico,
como el analisis de antigenos en orina (especifico para L. pneumophila serogrupo 1), han
provocado inadvertidamente una disminucion en el uso de cultivos microbiolégicos, pruebas
seroldgica, entre otras, lo que ha ocasionado una vigilancia incompleta de la legionelosis,

por ausencia en la deteccidn de otras especies del género.

Con relacion al tratamiento, historicamente se ha utilizado la eritromicina como tratamiento
de eleccidn, sin embargo, con el paso de los afios se ha cuestionado su indicacion por la
aparicion de tratamientos nuevos y con menos efectos secundarios asociados. Es de vital
importancia un diagndstico oportuno de la infeccidn por legionelas, con el fin de iniciar un
tratamiento lo méas precozmente posible, esto debido a que el retraso en la administracion se

relaciona con un peor prondstico.

Por otro lado, la prevencién es fundamental para evitar la legionelosis, aunque debido a la
ubicuidad del microorganismo hace muy dificil su control, especialmente en la comunidad,
donde las potenciales fuentes de infeccién son muy diversas. En el ambiente hospitalario se
aconsejan medidas de desinfeccion complementarias, para evitar diseminacién y brotes

nosocomiales de neumonia, infeccion que puede terminar con un descenlace fatal.

El objetivo de esta revisidn es abarcar las principales caracteristicas en diversos ambitos del
género Legionella, como por ejemplo; taxonomia, importancia clinica, diagndstico y

tratamientos asociado a las enfermedades que ocasiona en los seres humanos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1.1.

Realizar una revision bibliogréafica actualizada respecto a los principales aspectos
patogeénicos, clinicos y de diagndstico del género Legionella.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Conocer las principales caracteristicas del género, entre ellas la taxonomia,

morfologia y caracteristicas bioguimicas de Legionella spp.

Describir los principales mecanismos de patogenicidad y virulencia que expresan las
especies de importancia clinica de este género.

Analizar las principales rutas de transmision y ecologia de las bacterias del género
Legionella.
Identificar la importancia clinica del género Legionella y los principales métodos

diagndsticos para el aislamiento e identificacion de las especies patdgenas en el ser

humano.

Revisar los tratamientos que se usan con mayor frecuencia en clinica, en conjunto
con la resistencia y sensibilidad a antibiéticos, ademéas de medidas profilacticas para

evitar la infeccion.
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METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION

DE LA INFORMACION

En ésta revision bibliogréafica se realiz6 una busqueda e investigacion acerca de los
aspectos mas relevantes del género Legionella. Por esta razon, se consulté en diferentes bases
de datos como: Scopus, Scielo, PubMed, Web of Science, etc., con el préposito de encotrar
informacion fehaciente y actual con respecto al tema en andlisis. En dichas bldsquedas se uso6

palabras claves como: Legionella, Legionelosis, Legionella pneumophila, Fiebre de Pontiac,
etc.
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MARCO TEORICO

1. INTRODUCCION AL GENERO LEGIONELLA.

1.1.Taxonomia del Género Legionella.

La familia Legionellaceae esta formada por un solo género; Legionella (ver tabla N°1),
que en estudios recientes donde se utilizan analisis de ARNr 16S confirman a la familia
Legionellaceae como un Gnico subgrupo monofilético (no muestran divisiones discretas y si
la familia se dividiera, se crearian muchos géneros con solo una o dos especies) dentro de la

subdivision gamma-2 de las Proteobacterias (2).

Los genomas de la subespecie L. pneumophila spp. Philadelphia (L. pneumophila
Philadelphia, un aislado del primer brote de la enfermedad informado en 1976) constan de
3,4 a 3,5 mega pares de bases (mbp) con una composicion de 38% de nucleétidos Gy C en
promedio. Del complemento total de genes, aproximadamente el 60% tiene similitudes
detectables con genes de otras especies completamente secuenciadas (3).

Tabla N°1: Taxonomia del género Legionella. Fuente: Elaboracion propia Escobar, C.
(2021).

Dominio ‘ Bacteria

Linaje Gamma Proteobacteria
Orden Legionellales
Familia Legionellaceae
Género Legionella

El género Legionella posee mas de 60 especies hasta el momento, entre las cuales se conocen

mas de 20 especies patdgenas de Legionella las que difieren en su capacidad para infectar a

12



los huéspedes y causar enfermedades de graves a leves en los seres humanos (4). En la tabla
N° 2 se muestran las especies asociadas a enfermedad en orden cronolégico segln la fecha
de aislamiento e identificacion, y con la cantidad de serogrupos asociados a cada cepa.

Filogenéticamente, la especie mas cercana a la familia Legionellaceae es Coxiella burnettii ,
el agente etioldgico de la fiebre Q. Estos organismos tienen estilos de vida intracelulares

similares y pueden utilizar genes comunes para infectar a su huésped (2).

La especie caracteristica del género es Legionella pneumophila, correspondiente a la primera
bacteria del género en describirse que es también hoy en dia la especie responsable de casi el
95% de los casos de enfermedad del legionario diagnosticados a nivel mundial (5). El
serogrupo de esta cepa mas asociado a infeccion a sido el serogrupo 1, aungue existen otros
serogrupos del género que ocasionan cuadros clinicos severos, que por lo general ocurren en

pacientes inmunodeprimidos.

Las especies mas aisladas del género ademas de Legionella pneumophila, en pacientes

durante el 2014 en Europa son (6):

¢ Legionella longbeachae (2%)

¢ Legionella micdadei (1%)

¢+ Legionella bozemanii (< 1%)

¢+ Legionella macaechernii (< 1%)

¢ Legionella sainthelensi (< 1%)

¢+ Otras especies de Legionella (< 1%)

¢+ Especies no identificadas (1%) (7).

Existen algunas legionelas que no crecen en los medios convencionales para el crecimiento
de Legionella y pueden cocultivarse y aislarse con sus hospederos protozoarios, a aquellas

se le ha denominado patdgenos amebianos similares a Legionella (LLAP) (2).

Las especies de la familia forman un taxdn fenotipico coherente, que se identifica facilmente
por los requisitos de crecimiento in vitro y los componentes de la pared celular. El anélisis
filogenético de las secuencias del gen ARNr 16S también apoya esta opinion. La clasificacion

a nivel de género ha sido controvertida; la mayoria de los investigadores que apoyan un solo

13



género, Legionella, pero otros han propuesto la division en tres géneros: Legionella,

Tatlockia y Fluoribacter (8).

Tabla N°2: Especies y serogrupos de Legionella asociadas a enfermedad. Fuente: adaptado
de Fields BS, Benson RF, Besser RE (2002) y Garrity y Lilburn (2008)

Especies N° de serogrupos N° serogrupos Afo de

asociado a deteccion

enfermedad

1. L. pneumophila 15 15 1979
2. L. bozemanii 2 2 1980
3. L. dumoffii 1 1 1980
4. L. gormanii 1 1 1980
5. L. micdadei 1 1 1980
6. L. longbeachae 2 2 1982
7. L. jordanis 1 1 1982
8. L. wadsworthii 1 1 1983
9. L. oakridgensis 1 1 1983
10. L. feeleii 2 2 1984
11. L. sainthelensi 2 2 1984
12.. L. maceachernii 1 1 1985
13. L. hackeliae 2 2 1985
14. L. erythra 2 1t 1985
15. L. parisiensis 1 1 1985
16. L. anisa 1 1 1985
17. L.birminghamensis 1 1 1988
18. L. cincinnatiensis 1 1 1989
19. L. tucsonensis 1 1 1990
20. L. lansingensis 1 1 1994
21. Legionella busanensis - - 2003
22.Legionella drancourtii - - 2004
23.Legionella dresdenensis - - 2010
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24. Legionella cardiaca - - 2012

25. Legionella massiliensis - - 2012
26. Legionella saoudiensis - ; 2016
27. Legionella thermalis - - 2016

L El serogrupo 2 de L. erythra se ha asociado con enfermedades humanas.

Se ha utilizado una amplia gama de técnicas inmunoldgicas, bioquimicas y moleculares para
tipificar a las especies del genero y sin duda han tenido un valor considerable para dilucidar
la epidemiologia de la legionelosis. Se han preparado antisueros producidos en conejos contra
todas las especies y serogrupos de Legionella y se han utilizado en el laboratorio de los
Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) para identificar la mayoria

de las cepas de Legionella en una prueba de aglutinacion en portaobjetos (2).

1.2.Morfologia y caracteristicas bioquimicas.

Las legionelas son bacilos moéviles Gram negativo delgados y pleomorfos y su longitud oscila
entre 0,3 a0,9 um de ancho y desde 1,5a 15 um de largo. Son catalasa positivo, con flagelos
polares o laterales (9), (excepto L. oakridgensis), y en ellas se ha demostrado la presencia de
fimbrias y de una estructura polisacarida acidica extracelular (10). Los microorganismos
aparecen generalmente como cocobacilos cortos en los tejidos, aunque son muy pleomorfos

en los medios artificiales.

La mayoria de las cepas del género licuan la gelatina. La reaccion de oxidasa es variable
(generalmente positiva), mientras que las reacciones de reduccion de nitratos, ureasa y
utilizacion de carbohidratos son negativas (2). Existen estudios que demuestran que la

bacteria puede crecer en perfectas condiciones con presencia de CO: (capnofilia).

La tabla N°3, resume las caracteristicas bioquimicas de mayor relevancia en las dos especies

mayormente aisladas.
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Tabla N°3: Diferencias entre las caracteristicas bioguimicas de L. pneumophila y L.

longbeachae. Fuente: Adaptado de Brenner, D. (1985)

_‘ Legionella pneumophila Leglonella longbeachae

Crecimiento en agar sangre
Crecimiento en agar BCYE + +

NO3 - NO2 - -
Ureasa - -

Acido a partir de glucosa - -

Licuefaccion de gelatina + +
Hidrolisis del hipurato + +
Movilidad + +
Oxidasa + 0 +/- +
R-lactamasa + +/-

Autofluorescencia - -

Debido a que se tifien debilmente con la tincién de Gram (ver figura N° 1), se utiliza la tincion
de material citologico con nitrato de plata para favorecer la visualizacién microscopica (por
ej., tincion plata de Dieterle y Warthin-Starry) (11). La mejor manera de demostrar
Legionella spp. es mediante tincion con anticuerpos inmunofluorescentes monoclonales o
policlonales. Legionella micdadei es débilmente resistente a los acidos mediante tincion de
Ziehl-Nielsen (12).

Desde el punto de vista metabélico es poco sacarolitica. Los aminoacidos son su principal
fuente de energia, siendo fastidiosa para su aislamento in vitro ya que requieren hierro y

cisteina (13).

Una de las caracteristicas de este microorganismo, es que es una bacteria capaz de sobrevivir
en un amplio intervalo de condiciones fisico-quimicas, multiplicandose entre 20 °C y 45 °C,
destruyéndose a 70 °C, siendo su temperatura optima de crecimiento de 35 °C a 37 °C (2).

Las legionelas producen un compuesto extracelular soluble en agua que presenta una
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fluorescencia de color amarillo verdoso al exponerse a la luz ultravioleta; varias especies
exhiben autofluorescencia roja, blanca o azul intracelular. La busqueda del pigmento amarillo
verdoso y marron difusible favorece la identificacion de L. pneumophila (14).

o

_'{-4 ;‘3_‘ = 5

R &:30’,.

S wet
-(\.

T—~

Fig. N° 1: Tincién de Gram de Legionella pneumophila. Crece en agar tamponado con
extracto de levadura de carbén. Obsérvense las formas pleomorfas caracteristicas de esta
bacteria. Fuente: Tomado de: Patrick R. Murray, Ken S. Rosenthal, Michael A. Pfaller
(2006).

En general, las caracteristicas fenotipicas son de utilidad limitada para diferenciar especies.
En el laboratorio de microbiologia clinica, la prueba directa de anticuerpos fluorescentes
(DFA) de los aislamientos permite una rapida identificacion de las especies. El anélisis del
ARNIr 168, el contenido de ubiquinona o los perfiles de acidos grasos de la pared celular son
métodos fiables de especiacion, pero éstos generalmente no estan disponibles para los

laboratorios clinicos (15).

Esta bacteria es un bacilo aerobio estricto que se puede cultivar, pero no en los medios de
cultivo clasicos de un laboratorio como Agar Sangre y McConkey, sino, que se debe recurrir
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a otros medios de recuperacion considerando que es una bacteria exigente desde el punto de

vista nutritivo.

A fines de la década de 1970, Feeley y Gorman prepararon un nuevo medio de agar, cisteina
FG agar-hierro, con clorhidrato de L-cisteina y pirofosfato férrico soluble, mientras que
Feeley et al. modificd el medio reemplazando el hidrolizado de acido de caseina con extracto
de levadura y agregando carbén activado como eliminador de radicales y peréxidos y el
medio de agar con extracto de levadura de carbon (CYE) resultante mejoré el crecimiento de
Legionella spp. Posteriormente, Pasculle et al. suplementado el medio CYE con tampén de
acido N- (2-acetamido) -2-aminoetanosulfonico (ACES), obteniendo de esta manera agar
tamponado con extracto de levadura de carbdn vegetal (BCYE, ver figura N°2) que, en
condiciones aerObicas, permiti6 una mejor recuperacion de Legionella y Edelstein
aumentaron atun mas la sensibilidad de este medio al agregar a-cetoglutarato (es decir, agar
BCYE a) (16).

Fig. N° 2: BCYE-Agar sin L-Cisteina para Legionella. Agar de confirmacion de
Legionella, BCYEa y BCYEa sin cisteina, se utilizan para la confirmacion de colonias

previamente aisladas en agar GVPC. Fuente: Tomado de BIOSER, Barcelona (2021)

18



En este medio BYCE, el que corresponde al medio primario (Buffered charcoal yeast extract,
suplementado con a-cetoglutarato) pueden identificarse, porque crecen lentamente en un
periodo de 3 a 7 dias en el medio (11). Las colonias de Legionella son lisas con un borde
entero, tienen un aspecto granular, como “polvo de vidrio” y a veces presentan un brillo azul-
verdoso o rosapurpura, con un aspecto cristalino caracteristico. Aunque se pueden identificar
las colonias individuales cuando éstas tienen un tamafio que lo permite, es preferible
recuperar del cultivo primario las colonias sospechosas de ser Legionella spp., mediante
subcultivo en BCYEa y BCYEua sin cisteina. Ello permite disponer de crecimiento suficiente
para realizar los ensayos necesarios para su identificacion y evita el riesgo de perder las
colonias sospechosas por contaminacion de los cultivos primarios durante la incubacion
prolongada. Ademas permite su conservacion para realizar estudios posteriores (16, 17). El
medio para Legionella BCYE-Agar sin L-Cisteina, tiene un periodo de validez de 26

semanas, en una temperatura de almacenamiento de 6-12° C, con un pH de 6.9 + 0.2.

Mas recientemente, la nueva edicién de 1SO 11731 ha propuesto el uso de tres tipos diferentes
de medios selectivos para detectar especies de Legionella: agar GVPC o0 MWY para muestras
de agua con una alta concentracion de microbiota de fondo y agar BCYEa + AB para

muestras con una baja concentracion de microorganismos interferentes (18).

Se han desarrollado numerosos medios selectivos basados en diferentes agentes inhibidores
para limitar el desarrollo de microbiota interferente que puede reducir o inhibir la
recuperacion de estas bacterias, dado a la presencia de microbiota bacteriana contaminante
en muestras de agua frecuentemente reduce la recuperacion de Legionella spp. Entre ellos se
destacan el agar GVPC (Agar glicina vancomicina polimixina y cicloheximida), un medio

BCYEa suplementado con glicina, vancomicina, polimixina B y cicloheximida (16).

El agar GVPC la incubacion sugerida para las placas es de 36°C con CO; al 2,5% durante 10
dias. Las placas se comprueban generalmente los dias 2, 3, 5 y luego al final del periodo de

incubacion (17).

Otro medio de gran utilidad es el medio modificado Wadowsky - Yee ( MWY ), otro medio
BCYEa que contiene, a diferencia del medio GVPC, glicina, de polimixina, vancomicina,

anisomicina y los colorantes azul bromotimol y violeta bromocresol, que tifien las colonias
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y ayuda en la identificacion de los organismos (16). La tabla N° 4 muestra los componentes

de los tres medios més ampliamente utilizados.

La adicion de colorantes facilita la diferenciacion entre los miembros de la familia
Legionellaceae. En este medio, Legionella pneumophila crece como colonias relativamente
planas de color verde palido, mientras que Tatlockia micdadei (gen. Nov., Comb. Nov.,
Agente de neumonia de Pittsburgh) produce colonias de color gris azulado. Fluoribacter spp.
(nov. gen., organismos atipicos similares a Legionella) desarrolla colonias relucientes que

eran de un verde mas brillante que las de L. pneumophila (19).

Segun la literatura, estos tipos de medios son muy dificiles de preparar, almacenar y probar,
ya que las diferencias menores en el pH, el contenido de cationes y la composicion del agar
pueden influir en gran medida en las tasas de crecimiento, la eficiencia de la siembra en placa
y la formacion de colonias. La deteccion es ahora, més que nunca, esencial para lograr un
grado satisfactorio de comparabilidad entre los resultados de las pruebas de agua de

diferentes laboratorios (20).

Tabla N°4: Medios de cultivo para Legionella spp. Fuente: Adaptado de Procedimientos en
Microbiologia Clinica: Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica (2005).

Agar BCYEo (Buffered | BMPA (BCYEo | MWY (Wadowsky — Yee)

charcoal yeast extract, suplementado con

suplementado con @- | polimixina

cetoglutarato) B, cefamandol

anisomicina)

Composicidn por litro: Este medio es idéntico al Glicina 0.3%

-ACES buffer 10 g BCYEa excepto que se le Polimixina B 50 Ul/ml
-KOH 2,8 ¢ adiciona un suplemento de Vancomicina lug/ml
-Carbdn activo 2 g tres antibidticos, polimixina Anisomicina 80ug/ml

-Extracto de levadural0 g B (80IU/ml), cefamandol Azul de bromotimol
-Agar 14 g (4ug/ml) 'y anisomicina Violeta de bromocresol

-a-Cetoglutarato 1 g (80ug/ml)
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-L-Cisteina HCI1 0,4 g en 10
mL

-Pirofosfato férrico 0,25 ¢
en 10 mL

-Agua destilada Hasta 1 litro

En cuanto a las condiciones de incubacion, una vez secos los inoculos a temperatura
ambiente, se extenderan por toda la placa con ayuda de un asa bacteriol6gica. Todas las
placas inoculadas serdn incubadas a 36°C, en aerobiosis y en condiciones de humedad,
durante 12-15 dias. Para conseguir las condiciones de humedad se puede colocar en la base
del incubador un recipiente con agua destilada conteniendo una pequefia cantidad de sulfato
de cobre (renovar esta solucion 1 6 2 veces por semana). La incubacion en una atmdsfera de
2,5-5% de dioxido de carbono (CO02) puede ser beneficioso para el crecimiento de algunas

especies de Legionella (17).

En cuanto al cultivo de L. longbeachae, se destaca que no crece en Agar Sangre, sélo en
Agar BCYE, con carbon activado (detoxificante del medio), L-cisteina (extracto de
levadura). También se pueden aislar desde el medio BCYE Modificado (a-cetoglutarato,

antibidticos y antifangicos), donde crece a partir de las 48 hrs. de incubacién, a 37 °C (21).

Con relacion a la identificacion de las colonias, se seleccionan al menos tres colonias
caracteristicas de la bacteria por cada muestra inoculada y subcultivar paralelamente en
BCYEa y BCYEa sin cisteina. Incubar a 36°C durante al menos 2 dias. Se consideran
Legionella spp. aquellas colonias con crecimiento en BCYEa y sin crecimiento en BCYEa
sin cisteina (o ausencia de crecimiento en agar sangre). Legionella oakridgensis es la Unica
especie que no requiere cisteina en el aislamiento primario, aunque si lo requiere en sucesivos
subcultivos. En general, una colonia de Legionella spp. en subcultivo crece en BCYEa a las
48 horas de incubacion a 36°C, aunque algunas especies pueden requerir una incubacién mas
prolongada y la presencia de CO2 (2,5- 5%). A las 48-72 horas el crecimiento aparecera

confluyente en algunas zonas y con pequefias colonias aisladas en otras (16, 17).
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2. PATOGENICIDAD Y MECANISMOS DE VIRULENCIA

La patogenia de la infeccién en humanos vulnerables inicia a través de las redes de agua,
donde el microorganismo accede a equipos tales como torres de refrigeracion, sistemas
centralizados de agua caliente, equipos de aerosol-terapia y sistemas de agua climatizada
entre otros. A partir de estas instalaciones y entre otras, Legionella spp. puede infectar al
hombre por inhalacion de microaerosoles contaminados con la bacteria o microaspiracion de
agua contaminada con el microorganismo. Este microorganismo crece en los pulmones, pero
no se disemina con facilidad debido a que es incapaz de soportar temperaturas altas (por
encima de 35 °C) (13). Entonces, los microorganismos flagelados atraviesan la capa mucosa
del epitelio respiratorio inferior (11), colonizan los macrofagos alveolares (union de
superficie mediante fimbrias especificas) que las fagocitan, e inician una multiplicacion
activa, dada por su alta capacidad de sobrevida intracelular, en base a la inhibicién de la
formacion del fago-lisosoma y por la generacion de distintas enzimas mediante la activacion
de genes de virulencia. El ciclo de replicacion comienza con la unién del complemento a
una proteina porina de la membrana externa y el depdsito del componente de complemento
C3b en la superficie bacteriana. Esto permite que la bacteria se una a los receptores CR3 del
complemento de los fagocitos mononucleares, después de lo cual los microorganismos entran
en los mismos mediante un proceso de endocitosis (13). La caracteristica principal de la
patogenia de las legionelas es su capacidad para multiplicarse intracelularmente (2). Asi
como las bacterias del género pueden colonizar protozoos, también pueden desarrollar su
ciclo de vida residiendo dentro de un fagosoma unico que no se fusiona con los lisosomas ni
se vuelve muy &cido, dentro de los macr6fagos alveolares y monocitos. Los fagosomas
tradicionalmente maduran en vacuolas digestivas a traves de la via endocitica. Esto implica
una interaccién progresiva con la red endosémica, que conduce a la acidificacion de la
vacuola y a la degradacion de la mayoria de los microbios (22). Se sabe que la modulacion
de los marcadores de la célula huésped es importante para la biogénesis de la vacuola

replicativa. La morfologia especificamente alterada de este compartimento es similar en
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células de protozoos y mamiferos y requiere el sistema de secrecion bacteriano Dot / lcm
tipo IV (3).

El método de captacion de las bacterias se ha descrito como fagocitosis en espiral tanto en
macrofagos como en amebas de vida libre. Los microorganismos proliferan en su vacuola
intracelular y producen enzimas proteoliticas, fosfatasas, lipasas y nucleasas, que matan la
célula anfitriona cuando se lisa la vacuola (13). Este modo de entrada limita el estallido
oxidativo del fagocito y se ha propuesto que Legionella inhibe la generacion de superdxido

mediante la modulacion descendente de los isotipos de la proteina quinasa C a y B (23).

Si bien algunas caracteristicas son exclusivas de las interacciones entre L. pneumophila y
células huésped especificas, los mecanismos primarios de infeccion parecen ser l1os mismos
que en los protozoos. En todos los modelos, tras la internalizacion por parte de la célula
huésped, la vacuola bacteriana se asocia transitoriamente con las mitocondrias y luego
adquiere caracteristicas del reticulo endoplasmico (RE) (24). Los fagosomas tempranos (5
min. después de la infeccion) carecen de moléculas de clase I y clase 11 del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC), fosfatasas alcalinas y otras proteinas de membrana. En la
fase de registro medio de Legionella se replica por fisiobn binaria con un tiempo de
duplicacion de aproximadamente 2 horas. Esto da como resultado una célula huésped que
esta llena de bacterias. Durante la fase de replicacion tardia, el fagosoma de Legionella se
fusiona con los lisosomas sin consecuencias perjudiciales para las bacterias intracelulares
(25). Despues de la explotacion del hospedador, Legionella entra en la fase de crecimiento
post-exponencial en la que se expresan los rasgos de motilidad y virulencia que promueven

la transmision a un nuevo hospedador.

La respuesta a la infeccion por parte del hospedador es una respuesta de tipo celular, mediada
por linfocitos T helper (CD4+) (11). Los mecanismos de defensa del hospedador se inician
con la accion de la barrera mucociliar, con la accion de los cilios y células epiteliales.
Posteriormente se activa la respuesta inflamatoria, la produccion de anticuerpos humorales y
la respuesta inmunitaria celular. Asi la produccidn de citocinas activa a los macrofagos con

el fin de potenciar la muerte bacteriana (26).
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Etapas del mecanismo de infeccién:

a) Adhesion del microorganismo a los receptores de superficie de las células fagociticas
b) Endocitosis

¢) Vacuolizacion, escape del ataque bactericida

d) Formacion de la vacuola replicativa

e) Multiplicacion intracelular

f) Liberacion de bacterias y muerte de la célula huésped.

L pheuranhila

ﬂEhrs

—< {00}

>@

Infeccmn alas células
Feticulo endoplasmico MAs CEFCanas.

MAACROFAGO

Proteina
efectoras

MOclieo

Complejo
de Golgi

Fig. N°3: Esquema del mecanismo infeccioso de Legionella spp., en un macrofago
alveolar. Se observa la fagocitosis de la bacteria y las etapas que ocurren hasta la liberacion

de los microorganismos. Fuente: Elaboracion propia Escobar, C. (2021).

La etapa final del ciclo infeccioso es la muerte de la célula huésped y la liberacion de la
bacteria. L. pneumophila mata a su célula huésped por apoptosis o0 necrosis mediada por una

actividad formadora de poros o0 ambas. En los macréfagos y las células epiteliales alveolares,
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L. pneumophila induce la apoptosis durante las primeras etapas de la infeccion. Esta muerte
celular programada, que estd mediada por la activacion de la caspasa-3, se caracteriza por la
condensacion de la cromatina en el limite nuclear y la escision del ADN intercromosémico
(27, 28). En la fase post-exponencial de crecimiento, causa necrosis de la célula huésped,
inducida por una actividad formadora de poros. Por el contrario, la muerte de las células de
ameba del huésped no se ha asociado con la apoptosis en estudios que utilizan Acanthamoeba
castellani y Acanthamoeba polyphaga. Estos estudios sugieren que se utiliza un mecanismo

diferente para matar y eliminar las células huésped de mamiferos y protozoos.

Los factores que causan la lesidn tisular pulmonar son las citocinas y otros productos
reactivos producidos por los PMN vy linfocitos T, mientras que el complemento y los
elementos celulares correspondientes a la respuesta del htesped provocan la aparicién de

infiltrados parcheados y difusos en la radiografia de torax (11).

A lo largo del tiempo evolutivo, la interaccion protozoos- Legionella puede haber generado
un conjunto de rasgos de virulencia que preadaptaron este patdgeno para la infeccion
humana. Los factores de virulencia del género Legionella no estan claramente definidos.
Aunque muchas especies pueden colonizar los sistemas de distribucion de agua, solo algunas

pocas son capaces de producir infecciones (23, 26).

Factores de

iSistemasdeii Toxi H Cipsu H Flog i@

Fig. N° 4: Esquema de los principales mecanismos de virulencia de Legionella spp. Fuente:

Elaboracion propia Escobar, C. (2021).

Al igual que otras bacterias intracelulares como Coxiella spp. y Chlamydia spp., L.
pneumophila alternan entre ciclos bifésicos transmisivos (virulentos) y replicativos (no
virulentos) para asegurar la supervivencia bacteriana en ambientes ricos o privados de

nutrientes y la transferencia entre diferentes nichos (29).
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L. pneumophila posee muchos de los determinantes bacterianos tradicionales que son
importantes para la patogenicidad en otras bacterias, incluidos lipopolisacaridos (LPS),
flagelos, pili, un sistema de secrecion de tipo 1l (T2SS) y proteinas de la membrana externa.
Sin embargo, la capacidad de manipular los procesos de la célula huésped desde dentro de
una vacuola intracelular requiere un arsenal Unico. Esto incluye un numero excepcional y
una amplia variedad de sistemas de secrecion para el suministro rapido y eficaz de moléculas
efectoras en la célula huésped fagocitica, lo que subraya la importancia de la secrecion de
proteinas para este patogeno. Entre ellos, el sistema de secrecion de tipo IV (T4SS) que
transloca alrededor de 200 proteinas efectoras, incluyendo muchas proteinas con similitud
eucariota, en la célula huésped, en las que actian sobre diversas vias de la célula huésped
(20). Esto también es valido para L. longbeachae (30).

Con relacion a las proteinas efectoras, las proteinas SidJ, RalF, VipA, VipF, SidC, YIfA'y
LepB que contribuyen al trafico o reclutamiento y retencion de vesiculas a las vacuolas de L.
pneumophila se conservan en L. longbeachae , pero VipD, SidM / DrrA 'y LidA que también
interfieren con estos eventos estan ausentes en el genoma de L. longbeachae; sin embargo,
VipD y SidM / DrrA tampoco estan presentes en todos los genomas de L. pneumophila

secuenciados.

El factor de virulencia de Legionella Mip (potenciador de la infectividad de los macréfagos)
es una toxina que contribuye a la diseminacion bacteriana dentro del tejido pulmonar
infectado y al bazo. La proteina Mip, que pertenece a la familia de enzimas de proteinas de
uniéon a FK506 (FKBP), se une especificamente al coldgeno IV y a células epitaliales
pulmonares. Es la responsable de la supervivencia intracelular de este microorganismo, y

ademas posee un rol importante para la adherencia e invasion de nuevas células huesped (31).

En el genoma de L. longbeachae se han identificado dos grupos de genes que codifican
proteinas que se preve que estén involucradas en la produccion de lipopolisacarido (LPS) y /
o capsula. El hallazgo de que L. longbeachae podria estar encapsulado fue corroborado por
analisis de microscopia electronica que muestra una estructura en forma de capsula rodea a
la bacteria (30).

Legionellaceae son habitantes ubicuos de ambientes acuaticos. Algunas Legionellaceae son

moviles y su movilidad es importante para moverse en los habitats. La motilidad se puede
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considerar como un factor de virulencia potencial, como ya se ha demostrado en varios
patdégenos humanos. Los genes del sistema flagelar, genes reguladores y estructurales, estan
estructurados en niveles jerarquicos descritos como regulén flagelar. Su expresion esta
modulada por diversos factores ambientales. Para L. pneumophila se demostré que la
expresion de genes del reguldn flagelar estd modulada por la temperatura y la fase de
crecimiento reales. Especialmente, se sabe que las especies de Legionella que presentan
flagelos expresan genes durante la fase transmisiva del crecimiento que estan involucrados
en la expresion de rasgos de virulencia. Se ha demostrado que el factor sigma-28 alternativo
es parte del vinculo entre la expresion de virulencia y la motilidad. Recientemente, se ha
descrito que Legionella micdadei y Legionella fallonii contienen un segundo sistema flagelar
parcial putativo (32). A diferencia de L. pneumophila, L. longbeachae no codifica flagelos,
lo que proporciona una posible explicacion de las diferencias en la susceptibilidad a la

infeccion entre los dos patogenos (30).

La motilidad en las especies de Legionella capaces de infectar a humanos, puede ser crucial
para la diseminacion dentro de los pulmones de los pacientes, ya que se detectaron formas
flageladas de L. pneumophila en espacios alveolares (33). Recientemente, se publico que las
cepas de L. feelei que causan la enfermedad del legionario estan flageladas, mientras que las
cepas de L. feelei que causan la fiebre de Pontiac no estan flageladas (34). La mayoria de las
especies de Legionella estan flageladas pero no todas las patdgenas tienen un reguldn

flagelar completo.

En relacion con habitats acuaticos favorables y posibles huéspedes protozoarios,
especialmente la motilidad impulsada por los flagelos de algunas Legionella spp. es una
caracteristica importante necesaria para moverse, para encontrar nuevos huéspedes y para

formar quizés incluso biopeliculas (35).

Con relacidn a la formacion de biopeliculas, éstas han tomado mayor relevancia en el Gltimo
periodo, permitiendo a las legionelas, adherirse a la pared interior de las tuberias, desde donde
pueden ingresar al agua y contaminarla (36). Esto se puede lograr formando una matriz
extracelular (MEC) gque se compone principalmente de agua, exopolisacaridos, proteinas,
lipidos, ADN y ARN, y compuestos inorganicos, donde los patrones de la colonias siguen

patrones arquitecturales dinamicos y complejos basados en la estratificacion (37). En el
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estrato superior de las colonias se identifica una subpoblacion de células bacilares que
probablemente producen gran cantidad de matriz extracelular. Este fendmeno es
especialmente intenso en las colonias de L. bozemanii, en las que el estrato superficial
recuerda una cubierta protectora, similar a la capa cornea de un epitelio estratificado,
posibilitando, probablemente, el desarrollo de microambientes concretos en el interior de la
colonia (37, 38). La importancia de este mecanismo patogénico radica en que las poblaciones
bacterianas dentro de una biopelicula, a diferencia de sus contrapartes planctonicas, son muy
resistentes a la erradicacion, ya sea en la naturaleza o en dispositivos médicos y dentales
desde donde sirven como fuentes de brotes de la enfermedad del legionario, y es desde ese

nicho donde la bacteria es recalcitrante a la mayoria de los agentes antibacterianos (39).

Las sefiales ambientales también pueden influir en los cambios en el metabolismo de las
células de L. pneumophila que favorecen la produccién y colonizacion de biopeliculas, que
pueden ocurrir después de la replicacion dentro de los protozoos o independientemente de la
infeccion por protozoos. Otras especies microbianas como P. aeruginosa pueden inhibir la
colonizacion de L. pneumophila. La presencia de otros microorganismos como K.
pneumoniae alivia el efecto inhibidor de P. aeruginosa y permite incorporar L. pneumophila
dentro de las biopeliculas. L. pneumophila produce un surfactante, que es toxico para otras
especies de Legionella y por lo tanto, puede prevenir la incorporacion de estas bacterias
dentro de las biopeliculas. Los parametros fisicoquimicos, como los cationes divalentes
pueden favorecer la colonizacion del biofilm de L. pneumophila mientras que otros factores
como la presencia de nanoparticulas y cobre pueden dificultar la colonizacion de L.
pneumophila (40).

Estudios recientes demuestran que los aislados de L. pneumophila de los serogrupos 1, 10 y
12 que se obtuvieron de biopeliculas fueron mas citotoxicos para las amebas que los brotes
de referencia y las cepas epidémicas mundiales, ademas, los datos iniciales sugieren que
Legionella pneumophila derivada de biopeliculas evade la respuesta inmune innata en los

macrofagos (38, 41).
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Fig. N° 5: Esquema representativo de la formacion de un biofilm por L. pneumophila.
La presencia de microorganismos como K. pneumoniae (permisiva) alivia el efecto inhibidor
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de P. aeruginosa (antagonista) y permite incorporar a L. pneumophila dentro de las
biopeliculas. L. pneumophila produce un surfactante, que es tdxico para otras especies de
Legionella. Los pardmetros fisicoquimicos como los cationes divalentes pueden favorecer la
colonizacion del biofilm de L. pneumophila mientras que otros factores como la presencia de
nanoparticulas y cobre pueden dificultar la colonizacion de L. pneumophila. Fuente:

Elaboracion propia Escobar, C. (2021).

La capacidad de L. pneumophila para crecer dentro de biopeliculas producidas por Klebsiella
pneumoniae 0 Pseudomonas aeruginosa en ambientes acuaticos o humedos planted el

estudio de su persistencia libre de hospedadores (42).

Debido al estilo de vida intracelular de L. pneumophila dentro de los protozoos, es dificil
determinar si la resistencia de L. pneumophila en las biopeliculas ambientales se debe a la
estructura de la biopelicula, su asociacion con amebas 0 ambas. Sin embargo, es evidente que
la L. pneumophila ambiental que se encuentra en las biopeliculas es extremadamente

resistente al tratamiento con biocida.

30



3. ECOLOGIA Y TRANSMISION DE LEGIONELLA.

3.1. Ecologia de las especies de Legionella de importancia clinica

Con relacion a su distribucion, el agua es el principal reservorio de Legionella spp. y las
bacterias se encuentran en ambientes de agua dulce en todo el mundo, ya que son bacterias
ubicuas, y se encuentran naturalmente en lagos, rios, arroyos y aguas termales (43, 44). Se
han detectado legionelas en hasta un 40% de los ambientes de agua dulce por cultivo y hasta
en un 80% de los sitios de agua dulce por PCR. Una Unica excepcion a esta observacion es
Legionella longbeachae, un aislado frecuente de la tierra para macetas. Esta especie es la
principal causa de legionelosis en Australia y se presenta en jardineros y personas expuestas
a tierra comercial para macetas. Los primeros casos estadounidenses de infeccion por L.

longbeachae asociada con tierra para macetas se notificaron en 2000 (8).

Por otro lado, debido a las bajas concentraciones de nutrientes en sus habitats acuaticos,
Legionella spp. se ha adaptado a vivir en biopeliculas, donde pueden obtener los aminoacidos
y las fuentes d e carbono que necesitan para sobrevivir, replicarse y protegerse de los cambios
de temperatura y el tratamiento con biocidas (9). Esta capacidad de formar biofilm le ha
permitido considerarse como un microorganismo critico, pudiendo aislarse en ambientes
diversos como rios, arroyos, lagos y también en sistemas acuaticos confeccionados por el
hombre, a los que se les asocia la mayoria de los cuadros clinicos por esta bacteria, debido a
que en los sistemas acuaticos artificiales la temperatura del agua es mas alta que la
temperatura de los ecosistemas silvestres. Entre estos sistemas artificiales acuaticos se
destacan; piscinas, tanques y tuberias de agua, torres de enfriamiento y sistemas de aire
acondicionado de edificios de viviendas, oficinas y en centros hospitalarios (45, 46). Durante
los Gltimos afos, Legionella spp. se ha aislado de cabezales de ducha, grifos, sistemas de
agua caliente de hoteles, hospitales y hogares (10), lo que implica que la contaminacién de
sistemas de agua caliente sigue siendo un desafio ambiental y un desafio persistente para la

salud publica.
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Se ha descubierto que varios entornos creados por el hombre, en particular los sistemas de
aire acondicionado y los sistemas de distribucion de agua, actian como depositos y
amplificadores del microorganismo que producen y dispersan aerosoles. Forman una parte
fundamental de una via eficaz de transmision y son una fuente frecuente de exposicion
humana. Otras oportunidades de exposicion humana a Legionella spp. han identificado a
partir de tierra, compost y mezcla para macetas. Aunque esta ruta de transmision no se
comprende completamente, es probable que involucre particulas de polvo en aerosol que

contienen la bacteria (47).

Legionella spp. se ha detectado en piscinas, fuentes de agua, unidades dentales,
humidificadores, sistemas de distribucion de agua potable domésticos, torres de
refrigeracion, sistemas de agua caliente de hospitales y hoteles, asociado a los microbios
residentes como Cianobacterias y Flavobacterium spp. contribuyen al crecimiento de L.
pneumophila. Curiosamente, otras bacterias como Pseudomonas spp. y Staphylococcus
warneri parecen tener un efecto antagonico sobre la proliferacion de Legionella spp. (15).
Por lo tanto, se justifica analizar la interaccion microbiana entre L. pneumophila y la
microbiota residente en el agua y en la biopelicula para comprender completamente su ciclo

de vida y proponer mejores estrategias para controlar su crecimiento.

Diversos estudios demostraron que las principales fuentes de legionelas, son los sistemas de
distribucion de agua potable en grandes edificios como hospitales y hoteles (11), lo que
significa un alto riesgo para los pacientes; en especial para aquellos con enfermedades graves,
siendo una causa importante de neumonia adquirida en el hospital (12). La presencia de
Legionella spp. es un grave riesgo para la salud del personal hospitalario y los pacientes, pero

la magnitud del problema a menudo no se reconoce.

En las biopeliculas, Legionella spp. son parte de comunidades microbianas complejas donde
estan sujetas a la depredacién por protozoos (9). Se sabe que la bacteria parasita algunos
protozoos, incluidas las amebas. Es més dificil matar la bacteria cuando estd asociada con
amebas y ain mas dificil cuando esta asociada con quistes de amebas (13). Se han encotrado
amebas portadoras del microorganismo en torres de enfriamiento de un sistema de aire

acondicionado, donde se demostr6 que la exposicién de una especie de protozoos a un
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desinfectante conducia a su resistencia a otros desinfectantes lo que puede causar un mas

dificil control de Legionella spp (14).

Hasta ahora se conocen cinco géneros de amebas (Acanthamoeba, Naegleria, Hartmannella,
Vahlkampfia y Echinamoeba) y un género de protozoo (Tetrahymena) capaces de soportar el
crecimiento intracelular de L. pneumophila. Otras especies de legionela muestran un nimero
inferior de huéspedes. Los sistemas de distribucion de agua sanitaria frecuentemente se hallan
colonizados por Hartmannella vermiformis. Las biocapas incorporan algas y
microorganismos (flavobacterias y cianobacterias) que se adhieren a las paredes de las

conducciones y depositos de agua (16).

3.2. Transmision de Legionella spp.

El conocimiento con respecto al nicho ecoldgico de la bacteria proporciona una informacion
de gran utilidad para entender la transmision de la bacteria. Aunque Legionella spp. es una
bacteria ampliamente distribuida en ambientes acuaticos, su presencia en un sistema de agua
no es suficiente para implicar a una cepa como agente causal de infeccion. La aparicion de
la enfermedad depende de una serie de requisitos encadenados que se ven favorecidos por

una serie de factores:
Ambientales:

Temperatura: con un rango entre 25 y 45 °C, Mayor entre 35y 37 °C.
pH
Depositos bioldgicos (biofilm): Protozoos, algas, bacterias.

Estancamiento del agua: Existencia de zonas muertas, baja velocidad de circulacion.

o B w0 D

Calidad del agua: limpieza, presencia de nutrientes, deposito de sélidos en
suspension, conductividad, turbidez, etc.

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

7. Biocidas.
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Aunque el modo de transmision no se conoce siempre, la evidencia del rol de la inhalacién o
aspiracion de agua aerosolizada (menores de 5 um) (10) que contienen Legionella, es el
principal causante. La permanencia de los aerosoles en el aire es corta, ya que presentan una
escasa resistencia a la desecacion y a los efectos de la radiacion ultravioleta. Los aerosoles
no alcanzan grandes distancias —unos 200 m- pero se han descrito distancias de hasta 3 Km

e incluso 28 Km.

A pesar de que en la poblacion en general la exposicion estd principalmente ligada a la
estancia en hoteles, hospitales y spas, en los trabajadores, se ha asociado a sistemas de agua
caliente, sistemas de torre de refrigeracion usados en aires acondicionados, refrigeradores

industriales utilizados en la lubricacion de la maquinaria, la limpieza de las turbinas de los

[ TRANSMISION DE LEGIONELLA 1

a. Tiempo de exposicion
b. Distancia

c. Tamafio gota

d. Carga bacteriana

Fig. N°6: Transmision de Legionella spp. Se observan las etapas que deben pasar desde que
Legionella spp. se encuentra en el reservorio, hasta el diagndstico. Punto central la
transmision y los factores que la determinan. Fuente: Elaboracion propia Escobar, C. (2021).
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condensadores con aire comprimido y suministro de agua municipal, aunque también se

consideran factores de riesgo la exposicion a excavaciones y construcciones (48).

Por otro lado, algunos brotes de legionelosis se han asociado con la construccion, y
originalmente se creia que la bacteria podria sobrevivir y transmitirse a los humanos a través
del suelo. Sin embargo, L. pneumophila no sobrevive en ambientes secos, y estos brotes son
mas probablemente el resultado de una descalcificacion masiva de los sistemas de plomeria
debido a cambios en la presion del agua durante la construccion (2). Por otro lado, se creia
que a pesar de la posible gravedad de los casos individuales de enfermedad, la bacteria no
se transmitia de persona a persona (49), ni al beber agua, ni ingerir alimentos, pero
recientemente se informo el primer caso de una probable transmision de persona a persona
de L. pneumophila durante un gran brote en Portugal en 2015 (50), por lo que se define que
la transmision de persona a persona puede ocurrir en casos raros. No hay casos documentados
de transmision zoondtica a pesar de que se han detectado anticuerpos de Legionella spp. en
el suero de los animales (6).

Finalmente podemos decir que la legionelosis es una enfermedad oportunista, dado que
excepcionalmente se presenta en personas sanas en las que puede producir infecciones
asintomaticas. Para que se produzca infeccion en el hombre se tienen que dar una serie de

requisitos:

- Que el microorganismo tenga una via de entrada a la instalacion.

- Que se multiplique en el agua hasta conseguir un nimero de microorganismos
suficientes como para que sea un riesgo para personas susceptibles.

- Que se disperse en el aire en forma de aerosol a partir del sistema.

- Que sea virulento para el hombre.

- Que individuos susceptibles sean expuestos a aerosoles con la cantidad suficiente de

Legionella viable.

Estas bacterias son eliminadas del tracto respiratorio mediante el mecanismo mucociliar, de
manera que cualquier proceso que altere este mecanismo (por €j., consumo de cigarrillos)

incrementa el riesgo de infeccion (11).
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3.3. Factores de riesgo en el hospedero

Los principales factores de riesgo de padecer la enfermedad (en casos en que la salud esté
comprometida, la susceptibilidad del huésped aumenta), se ilustran en la figura N° 7, donde
se presentan factores de riesgo alto y moderado de infectarse con Legionella spp.

FACTORES DE RIESGC EN EL HOSPEDERO

lterapia antirrechazo en enfermos transplantados, en especial con glucocorticoides
2 principalmente de rifidn, corazén, higado y pulmén
3 padecer de alguna patologia de base como: neoplasias, diabetes, quimioterapia, insuficiencia renal terminal.

4 EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Fig. N°7: Factores de riesgo del hospedero. Se observan los principales factores de riesgo
alto y riesgo moderado. Fuente: Elaboracion propia Escobar, C. (2021).

Concluyendo, las especies de Legionella se multiplican intracelularmente en muchos tipos
de protozoos, y esta relacion es fundamental para la ecologia del organismo tanto en el medio
acuatico como en el suelo. Si bien proporcionan un nicho para la replicacion de Legionella,
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las amebas también protegen a Legionella de las duras condiciones ambientales. Esta relacion
aumenta la resistencia de L.pneumophila a biocidas, antibioticos, acido y estrés osmético y
térmico. Ademas, algunas especies de amebas expulsan vesiculas resistentes a los biocidas
que contienen un gran numero de bacterias L. pneumophila, que pueden actuar como agentes

transportadores por el aire para la transmision de la bacteria (24).
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4. IMPORTANCIA CLINICA EN HUMANOS

La legionelosis es una de las infecciones atipicas no zoondticas mas importantes que afectan
a los seres humanos. La neumonia es la manifestacion clinica predominante de la infeccion
por Legionella spp en humanos (51). L. pneumophila es mas patdgena para los humanos que
otras especies de Legionella. Por tanto, el impacto de L. pneumophila en la salud publica se
refleja en el mayor enfoque de la investigacion sobre este organismo. Legionella bozemanae,
L. micdadei y L. longbeachae son los siguientes agentes etioldgicos mas comunes de la
enfermedad del legionario y juntos representan aproximadamente del 2 al 7% de las

infecciones por Legionella spp. en todo el mundo (24).

La neumonia por Legionella pneumophila se asocia con una alta morbilidad, como lo
demuestra la alta proporcién de pacientes que requieren ingreso en la unidad de cuidados
intensivos (UCI). Sin embargo, la mortalidad por Legionella spp ha disminuido
significativamente al darse cuenta de que la terapia temprana y dirigida que cubre a este

patégeno, mejora el notablemente el resultado (52).

L. pneumophila es considerada responsable del 1 al 15% de los casos de neumonias
adquiridas en la comunidad, del 5 al 10% de neumonias del adulto y del 1% en menores de
15 afios (2). Entre los 20.000-30.000 casos de enfermedad del legionario notificados

anualmente, aproximadamente el 25% son adquiridos en el hospital (53).

La legionelosis es una enfermedad aguda que presenta dos cuadros bien diferenciados tanto
clinica como epidemioldgicamente: la enfermedad del legionario y la fiebre de Pontiac,
aunque Legionella también puede causar otro tipo de enfermedades como heridas raras y

otras infecciones pero muy poco frecuentes (54).

La neumonia causada por cualquier especie de Legionella se denomina enfermedad del
legionario. El brote en Pontiac, Michigan, conocido como “fiebre de Pontiac", tuvo una
enfermedad febril aguda pero no tuvo neumonia como en el brote de Filadelfia (12).
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4.1.Enfermedad del legionario.

Consiste en un sindrome de neumonia de espectro clinico variable, que puede cursar
desde formas leves hasta enfermedad grave con insuficiencia respiratoria y fracaso
multiorganico. Los pacientes con mayor predisposicion a la enfermedad son los tratados con
inmunosupresores o que han recibido trasplante de 6rgano solido, aunque la mayoria de casos
ocurren en individuos de edad avanzada, fumadores o con broncopatia crénica. El periodo de

incubacion es de 2 a 10 dias; en general, suele ser de 5 a 6 dias (10).

La presentacion clinica se manifiesta como una neumonia con fiebre, gran ataque del estado
general, cefalea, estado toxémico, escalofrios, tos, y sindrome de condensacién pulmonar.
Ademas del dafio pulmonar pueden verse comprometidos el aparato digestivo, el higado, el
riidn y el SNC. La mortalidad es muy alta si el paciente no es diagnosticado y no recibe

tratamiento (55).

4.2 Fiebre de Pontiac.

Es un proceso epidémico de caracter leve parecido a una gripe, con fiebre,
artromialgias y afectacién general. Presenta ademas cefalea, escalofrios, rinorrea y tos (55).
Tiene un curso autolimitado: los enfermos se recuperan espontaneamente sin tratamiento en
2-5 dias, por lo que se asemeja mucho a un cuadro viral. Afecta a personas jévenes sanas. No
tiene focalidad, es de corta duracion y no tiene afectacion pulmonar (56). Su incidencia
conocida es muy baja, siendo mucho menos frecuente que la enfermedad del legionario. Los
brotes se han descrito en trabajadores de oficinas e industrias y en usuarios de bafios y jacuzzi.
Posiblemente existen formas esporadicas, aunque la falta de una prueba diagnoéstica
especifica dificulta su reconocimiento. El periodo de incubacion es de 5 a 66 horas; en
general, de 24 a 48 horas (10).

Se han producido brotes de legionelosis en los que algunos pacientes desarrollan la

enfermedad del legionario y otros la fiebre de Pontiac (2).
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La presentacion esporadica es rara; se desconoce si esto es una realidad u obedece a que es

una enfermedad infradiagnosticada (56).

Se han descrito brotes de fiebre de Pontiac tras la exposicion a torres de refrigeracion, aire
acondicionado, bafieras hidroneumaéticas y fuentes decorativas contaminados con bacterias
del género Legionella. La puerta de entrada es la via respiratoria, a través de aerosoles
contaminados (56). La tabla N° 5 nos muestra la comparacion entre las principales

enfermedades causadas por la bacteria.

Tabla N°5: Cuadro comparativo entre las dos entidades clinicas que genera Legionella spp.

Fuente: Elaboracién propia. Escobar, C. (2021)

Enfermedad de los Fiebre de Pontiac

Cuadro clinico

Tasa de letalidad

Sintomas y signos

legionarios

Cuadro de neumonia aguda y

grave. Enf. multisistémica

Variable dependiendo de la
susceptibilidad (15-30%); en
pacientes hospitalarios puede
alcanzar el 40-80%

- A menudo inespecificos

- Astenia

- Tos seca no productiva (=
75%)

- Fiebre alta (=70% de los
casos) y escalofrios.

- Dificultad para respirar
(disnea) (=50%), dolor
toracico

- Manifestaciones del sistema
nervioso central (confusion,
delirios) (=45%)

Cuadro no neumonico
semejante a gripe, Enf. tipo
catarral

Nula (<1%)

- Enfermedad parecida
a la gripe (de gripe
moderada a grave)

- Pérdida de fuerza
(astenia), cansancio o
fatiga

- Fiebre (=85% de los
casos) y escalofrios

- Dolor de cabeza
(=90% de los casos)

- Tos seca (=45% de

los casos)
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- Bradicardia relativa (<40%) - Dolor muscular

- Dolor muscular (mialgias) (mialgias) (=95% de

(=40%) los casos)
- Dolor de cabeza (=30%) - Dolor articular
- Diarrea (25-50%) (artralgia)

- Nauseas, vomitos (10-30%) - Diarrea (=20% de los

- Expectoraciones con trazas casos)

de sangra (hemoptisis) - Néauseas, vomitos
(=20%) (=10% de los casos)
- Fallo renal - Dificultad respiratotio

- Hiponatremia (sodio sérico<  (disnea)

131 mmol/L) - Manifestaciones del
- Niveles de lactato sistema nervioso
deshidrogenasa> 700 central, tales como
unidades/ml confusion (20% de
- Fallo de respuesta a los casos)

antibioticos betalactamicos o

aminoglucosidos

Recuperacion Recuperacion lenta (semanas) Recuperacion de 2 a 5 dias
Tratamiento Tratamiento de eleccion: Solo requiere tratamiento
Macrolifos: Eritromicina sintomético

Se puede recurrir a quinolonas
y como Ultima instancia

tetraciclinas.

La enfermedad de los legionarios es una enfermedad grave considerando que los pacientes
presentan alguna condicion base. Se indica que la mortalidad de la enfermedad incluso con
tratamiento antimicrobiano llega a un 15%, y que sin el tratamiento es mayor (13). Presenta

en forma inicial una sintomatologia inespecifica, lo cual dificulta diagnéstico, y aunque
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ningln patron de radiografia de térax puede separar esta infeccién de otros tipos de

neumonia, los infiltrados alveolares son mas comunes en la enfermedad del legionario (2).

La mayoria de los pacientes experimentaran disnea. La alteracion del estado mental suele ser
prominente; el 60% de los pacientes experimentard una depresion en su nivel de conciencia
que va desde letargo hasta embotamiento. Sin embargo, la infeccion por Legionella no se
presenta con un sindrome clinico distintivo; no se puede diferenciar de forma fiable de la
neumonia debida a otros patdgenos bacterianos sobre la base de los signos y sintomas (57).

La tabla N° 6 presenta los signos, sintomas y valores de laboratorio expresados en porcentaje.

La neumonia debida a especies de Legionella no neumophila se asemeja a la debida a L.
pneumophila clinica y radiograficamente. Mas del 90% de los pacientes experimentan fiebre
y la temperatura maxima supera los 39,4 ° C (103 ° F) en aproximadamente el 50% de los
pacientes. Aunque la mayoria de los pacientes producen algo de esputo, su produccién suele

ser escasa (15).

Tabla N°6: Manifestaciones clinicas, de laboratorio y radiolégicas de la neumonia por

Legionella. Fuente: Elaboracion propia. Escobar, C. (2021)

Tos
Expectoracion
Disnea

Dolor torécico
Hemoptisis
Cefaleas
Confusion
Nauseas y vomitos
Diarrea

Dolor abdominal

Leucocitosis y neutrofilia
GOT y/o GPT elevadas
CK elevada

70-80%
40%-50%
40%-60%
30%-40%
30%-50%
20%-35%
20%-35%
20%-35%
25%-30%
5%-10%

50%-75%
30%-50%
10%-15%
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Hiponatremia 15%-55%

Infiltrado Unico y unilateral 70%-80%
Infiltrados multiples 20%-30%
Infiltrados bilaterales 15%-25%
Derrame pleural 15%-25%
Cavitacion 4%-8%

*CK: creatinquinasa

Se presenta en forma de casos esporadicos y de brotes epidémicos. Es habitual diferenciar el
entorno comunitario del hospitalario en que se presentan estas dos formas. En la comunidad,
gran parte de los casos son esporadicos sin relacion con brotes conocidos. Algunos brotes
son de aparicion puntual o explosiva, mientras que otros tienen una evolucién de meses o
afios (10). Las principales caracteristicas de la legionelosis, incluyendo la diseminacion a

otros 6rganos se muestran en la tabla N° 7.

Con relacion a las manifestaciones extrapulmonares, se han descrito algunas formas
extrapulmonares sin afectar simultdneamente a los pulmones. Entre ellas destaca: sinusitis,
pericarditis, pielonefritis, pancreatitis, endocarditis e infeccion de heridas quirdrgicas. Se
cree que la puerta de entrada para estas infecciones sigue siendo respiratoria y que el método
de difusion a otros 6rganos sea por via hematdgena, aungue la infeccion de heridas
quirdrgicas se relaciona con agua contaminada donde la inoculacion de la cepa es directa
(26).

Tabla N°7: Principales caracteristicas de la legionelosis. Fuente: Elaboracion propia.
Escobar, C. (2021)

Enf. Del Casi Epidémico, Lento Largo (dias) Todas,
legionario siempre esporédico, especialmente
nasocomial,
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comunitario. L.

pneumophila,
y L. micdadei

Fiebre de Nunca Epidémico y Répido Corto L.

Pontiac comunitario (horas) pneumophila,
L. micdadei, L
leelei

Diseminacion Rara vez Raro, Raro L.

esporéadico, pneumophila,
nasocomial. L. dumollil

Aunque hay notificaciones de la enfermedad durante todo el afio, la mayor parte de los casos
esporadicos y brotes comunitarios se produce a finales del verano y el otofio, debido
presumiblemente a que el microorganismo prolifera mejor en los reservorios acuaticos
durante los meses de calor. En los hospitales, los casos y brotes, que fundamentalmente se
asocian a los circuitos de distribucion de agua sanitaria caliente, se pueden producir durante
todo el afio (10).
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5. DIAGNOSTICO CLINICO

Es necesario hacer la diferencia entre el diagnostico de la fiebre de Pontiac, y la legionelosis,
dos cuadros clinicos diferentes. La sospecha diagnostica de la fiebre de Pontiac debe surgir
ante cuadros febriles autolimitados de presentacion epidémica. El diagndstico es siempre
retrospectivo y por tanto su utilidad queda restringida para estudios epidemioldgicos,
careciendo de valor para el clinico que trata al paciente en la fase aguda. Se basa en la
presencia de un cuadro clinico compatible y en la demostracidn de seroconversién o aumento
de 4 veces del titulo de anticuerpos en el suero de convalecencia respecto al de fase aguda
tomadas con 4 a 8 semanas de diferencia (58). Un titulo Gnico igual o mayor de 1/256 se
considera un diagndstico de presuncion de infeccion reciente. La existencia de varios
serotipos de Legionella sin que exista reaccién cruzada entre ellos y el hecho de que en la
practica asistencial, habitualmente, s6lo se determinen los anticuerpos frente a Legionella
pneumophila serogrupo 1, condiciona que algunos casos pasen desapercibidos (59). El
microorganismo causal no se ha aislado nunca en los propios pacientes. Esto puede deberse
a que dada la naturaleza benigna del cuadro es dificil justificar los procedimientos invasivos
necesarios para obtener muestras apropiadas para cultivo en ausencia de tos productiva.
También se ha sugerido que la fiebre de Pontiac podria estar causada por legionelas no
viables y que la patogenia dependeria de hipersensibilidad a antigenos bacterianos mas que

a una verdadera infeccién.

El conocimiento del agente responsable del brote epidémico surge del aislamiento del
microorganismo a partir de la fuente de contagio. Se han descrito brotes causados por
diversos serogrupos de L. pneumophila, L. micdadei, L. feelei y L. anisa . La determinacién
del antigeno de Legionella spp. en orina, podria ser util para hacer un diagnostico en la fase
aguda de la enfermedad, aunque este solo estd disponible para el serogrupo 1 de L.

pneumophila (56).

Se desconoce porqué la infeccidn por las especies del género Legionella produce en unos
casos neumonia y en otros fiebre de Pontiac. Se han implicado diversos factores como el

diferente tamarnio del inéculo, diferentes modos de transmision, el estado inmunitario del
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huésped vy la virulencia de la cepa. Se ha demostrado que en un mismo brote epidémico

pueden presentarse simultdneamente ambas formas clinicas de la enfermedad (56).

Por otro lado, la neumonia grave por la bacteria plantea un desafio diagnostico y requiere
una intervencion temprana, lo que se relaciona en parte con la falta de herramientas de
diagndstico facilmente accesibles para ayudar a la identificacion temprana de la infeccion
por legionelosis (60). Se realizan varios examenes para el diagnéstico de neumonia por
Legionella spp. para obtener el diagnostico mas preciso, que incluyen; pruebas de antigeno
urinario, cultivos de muestras respiratorias, pruebas de deteccidn de acido nucleico y pruebas
de anticuerpos séricos. Aunque el cultivo de la especie Legionella a partir de una muestra
respiratoria es el estdndar de oro de diagnostico (61).

En ocasiones los resultados de laboratorio no distinguen la neumonia por este
microorganismo de la debida a otras bacterias. La mayoria de los pacientes presentard
leucocitosis con predominio de leucocitos polimorfonucleares; en pacientes que reciben
agentes inmunosupresores 0 quimioterapéuticos citotoxicos, la leucocitosis puede no
desarrollarse. Son frecuentes las elevaciones leves de los niveles de transaminasas y fosfatasa
alcalina. La hiponatremia se produce en aproximadamente un tercio de los pacientes (15).

En relacién al aislamiento de la bacteria en cultivo, este es el método de referencia y
proporciona un diagndstico de confirmacion de la infeccidn causada por Legionella spp. Este
método no es muy sensible (10-80%) (62) y tiene como inconveniente el tiempo que tarda en
crecer el microorganismo, de 3 a 10-12 dias ( la mayoria de las colonias de Legionella spp.
se detectan en 7 dias) y que ademas, muestra muchas diferencias en los rasultados obtenidos
entre laboratorios (62, 63). Un informe de cultivo negativo, s6lo se emite después de 10 dias

de incubacion y revision periodica (14).

Para el aislamiento se pueden tomar distintas muestras, considerando que se trata de un
cuadro de neumonia, aunque generalmente la bacteria se recupera de muestras que sean mas

invasivas.
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Tabla N°8: Muestras respiratorias y citologicas de donde se puede obtener Legionella
spp. Fuente: Adaptado de Ausina, V., Catalan V., Cercenado, E., Pelaz, C. (2005)

'Esputo  expectorado y Muestras  del  tracto Tejido pulmonar obtenido
muestras del tracto respiratorio inferior no por biopsia o
respiratorio inferior contaminadas, como las necropsia, 0 tejido de otros
contaminadas con obtenidas con cepillo organos.

microbiota  del  tracto telescopado y por aspiracion Otras  muestras  menos

respiratorio superior, como pulmonar trasparietal. frecuentes, como liquido
aspirados, lavados 0 pleural,
cepillados bronquiales liquido cefalorraquideo

(LCR) o sangre.

Los lavados broncoalveolares y liquido pleurales son utilizados, aunque se recomienda la

centrifugacion previa al cultivo, debido a la posible poca cantidad de indculo bacteriano (26).

Las muestras menos convencionales incluyen las de sitios extrapulmonares, como tejidos

blandos, liquidos articulares y sangre (2).

En relacién con los medios para aislamiento de las legionelas, se realiza mediante la
visualizacion de crecimiento en extracto de levadura de carbon tamponado (BCYE), en
conjunto con la observacion de la morfologia colonial apropiada y un requerimiento del
aminoéacido I- cisteina (excepto L. oakridgensis y L. spiritensis ). El medio utilizado para el
cultivo de legionelas se ha mejorado varias veces, lo que finalmente ha dado como resultado
el medio utilizado actualmente, agar tamponado con extracto de levadura de carbén vegetal
(BCYE) enriquecido con a-cetoglutarato con y sin agentes selectivos afiadidos (2). EI medio
selectivo para Legionella esta suplementado con antibiéticos, BMPA (BCYEa suplementado
con polimixina, cefamandol y anisomicina) (64). Es el unico método disponible que permite
detectar cualquier especie y serogrupo de Legionella. El cultivo permite la realizacion de
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*DFA: test directo de anticuerpos fluorescentes, *IFA: test indirecto de anticuerpos
fluorescentes, *ELISA/EIA: enzimoinmunoanalisis de adsorcién, *PCR: prueba de reaccion

en cadena de polimerasa, *ICT: test inmunocromatograficos.

Fig. N° 8: Esquema resumen de las muestras y pruebas utilizadas en el diagnostico de

Legionella. Fuente: Elaboracién propia. Escobar, C. (2021)

estudios posteriores, como las investigaciones epidemiologicas dirigidas a detectar las

fuentes de infeccion causantes de los casos (13).
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Para el primer aislamiento las placas deben incubarse a 35-37°C, en condiciones de aerobiosis
y humedad, y aunque el crecimiento de la bacteria generalmente empieza a ser visible a partir
del 3er dia de incubacidn, los cultivos se deben mantener en estas condiciones 10- 12 dias
antes de considerarlos negativos. Pequefias cantidades de CO2 (2,5-5%) pueden favorecer el
crecimiento de algunas especies (63). Cuando se procesan muestras contaminadas (esputo)
se recomiendan tratamientos de descontaminacion, ya que ayudan a eliminar la microbiota
acompariante y favorecen el reconocimiento de las colonias de Legionella spp. Los
tratamientos utilizados son de 2 tipos, calor (50°C 30 min) y tratamiento acido (pH de 2,2

durante 5 min).

Como la mayoria de las cepas de Legionella empleadas en el control de los medios de cultivo
se adaptan rapidamente a los medios tras sucesivos subcultivos, se recomienda la utilizacion

de un tejido infectado con la bacteria para comprobar el crecimiento (65).

Para el caso de muestras ambientales los métodos empleados son por filtracion en membrana
a partir de muestra de agua recogida desde los circuitos terminales de duchas, grifos, etc. Y

luego se cultivan en los medios selectivos para Legionella (26).

En cuanto a las pruebas de identificacion, estas se basan en primera instancia en un estudio
microscopico (con tincion de Gram para descartar S. pneumoniae) Yy el estudio de
anticuerpos mediante inmunofluorescencia directa (11). Esto acompafado de estudios de
imagen (radiografia de térax) y de la anamnesis del paciente con antecedentes de exposicion.
La anamnesis recoge muchas veces el antecedente de un viaje y/o estancia en un hotel o en

un hospital.

Con relacion a los test de diagnostico rapido (TDR) para la legionelosis, el primero en
utilizarse fue la inmunofluorescencia directa (IFD) sobre muestras respiratorias utilizando
anticuerpos especificos de serogrupo marcados con fluoresceina. La IFD, que puede
considerarse una TDR ya que se realiza en aproximadamente una hora, presenta una
sensibilidad relativamente baja (60%) por lo que fue desplazada por los test de deteccion del
antigeno de Legionella en orina (66, 67). Actualmente el 97% de los diagnosticos clinicos se
obtienen mediante una prueba de antigeno en orina. Estas pruebas utilizan anticuerpos
monoclonales que reconocen especificamente la mayoria de los antigenos de

lipopolisacaridos del serogrupo 1 de L. pneumophila; sin embargo, no detectan la enfermedad
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causada por otros serogrupos de L. pneumophila u otras especies de Legionella. L.
pneumophila serogrupo 1 causa del 50 al 80% de la enfermedad del legionario; por lo que
hasta un 20-50% de los casos de enfermedad del legionario permanecen sin diagnosticar si
el antigeno urinario se utiliza como Unica prueba para el diagnéstico (53). Otros serogrupos
de L. pneumophila y otras especies también son importantes en la enfermedad, especialmente
los serogrupos 4 y 6, y las especies L. micdadei y L. longbeachae . Aproximadamente el 8%
de los pacientes con enfermedad del legionario no excretan antigeno en la orina (68). La
sensibilidad y la especificidad oscilan entre el 69 y el 100% y entre el 99 y el 100%,
respectivamente (69, 70). El antigeno de Legionella en orina puede detectarse desde pocos
dias desde el inicio de los sintomas hasta meses después de estar resuelta la infeccion, aunque
en la mayoria de los casos se negativiza entre un mes y dos meses desde la aparicion de la
enfermedad (66). Los resultados de la prueba pueden estar disponibles minutos después del
procesamiento. A pesar de sus debilidades, la prueba de antigeno en orina ha revolucionado
el diagnostico de la enfermedad del legionario dada la facilidad de su realizacion y la rapidez
de la prueba.

Ultimamente la prueba de antigeno en orina esta disponible en varios proveedores en dos
formatos principales: un inmunoensayo enzimatico (EIA) basado en placa de 96 pocillos, o
un ELISA, y una prueba inmunocromatogréfica rapida (ICT), en una tarjeta o en tiras,
formato, similar a una prueba de embarazo casera (también conocida como prueba de flujo
lateral) (58). En los test de deteccion del antigeno urinario de Legionella, la concentracion
del antigeno mediante filtrado aumenta su sensibilidad. Por otro lado, hervir la orina puede
aumentar la especificidad ya que reduce las interacciones no especificas. Sin embargo estas
mejoras en las técnicas rapidas incrementan el tiempo y la carga de trabajo hasta la obtencion
del resultado. Los resultados de los test ICT para la deteccion del antigeno urinario de L.
pneumophila serogrupo O1 se obtienen en minutos sin necesidad de personal especializado
ni para la toma de muestra ni para su realizacion. Recientemente ha aparecido un test ICT
fluorescente que aporta mayor sensibilidad a la hora de deteccion, eliminando ademas el

posible sesgo atribuible a la lectura visual del resultado (71).
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Concretamente se sugiere no realizar la prueba de orina para detectar el antigeno de
Legionella en adultos con NAC (recomendacion condicional, evidencia de baja calidad),

excepto:

1. en los casos en que lo indiquen factores epidemiolégicos, como la asociacién con un brote

de Legionella o un viaje reciente (recomendacion condicional, evidencia de baja calidad); o
2. en adultos con NAC grave (recomendacion condicional, evidencia de baja calidad).

Es recomendable realizar pruebas de antigeno urinario de Legionella en conjunto con la
recoleccion de secreciones de las vias respiratorias inferiores para cultivo de Legionella en
medios selectivos o pruebas de amplificacion de acido nucleico de Legionella en adultos con
NAC grave (72).

Por otra parte, el ELISA es el método de deteccion de anticuerpos mas utilizado, sobretodo
por su utilidad en el diagnostico precoz de la enfermedad. No obstante, las sensibilidades
informadas de los ensayos seroldgicos varian del 41% al 94% (62). En la mayoria de los
casos, se detecta un aumento de cuatro veces en el titulo de anticuerpos en tres a cuatro
semanas. Por lo tanto, las pruebas seroldgicas para la infeccion por Legionella son una
valiosa herramienta epidemioldgica, pero tienen poco impacto para el diagnostico de
legionelosis en la etapa temprana de la enfermedad, lo que requiere pruebas adicionales. Las
pruebas seroldgicas de anticuerpos 1gG e IgM contra Legionella fueron una herramienta de
diagnostico fundamental en la investigacion original del brote de Filadelfia (2). La serologia
sigue siendo relevante para la confirmacién de legionelosis cuando el agente infeccioso no
se puede aislar, y proporciona datos de apoyo cuando se corrobora con pruebas adicionales
como DFA u otros ensayos inmunohistoquimicos. La serologia también puede ser valiosa
para investigaciones epidemiolOgicas retrospectivas, para identificar patrones de

enfermedad, posibles brotes en curso y seroprevalencia general.

La serologia y la inmunofluorescencia tienen papeles historicos, pero tienen un rol limitado

en el diagndstico clinico contemporaneo (54).

Con relacion a las pruebas moleculares, en la ultima década, los avances en la tecnologia de
reaccion en cadena de la polimerasa permitieron el desarrollo de ensayos que detectan acidos

nucleicos de Legionella en muestras clinicas y ambientales.
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Se han desarrollado protocolos de amplificacion isotérmica, PCR convencional y PCR en
tiempo real (simple y multiple) para deteccion de Legionella y caracterizacién, permitiendo
esta Gltima la cuantificacion de la diana y el recuento bacteriano. Estos métodos basados en
PCR se han aplicado con éxito a la deteccion e identificacion de especies y serogrupos de
Legionella, en muestras clinicas (esputo, orina, suero) y ambientales. Las técnicas de PCR
han proporcionado una mayor sensibilidad y han permitido un proceso de deteccion més
rapido. Sin embargo, se han informado resultados falsos positivos y todavia existe cierta
dificultad para distinguir entre resultados verdaderamente falsos positivos o el fracaso del
método de referencia (cultivo). La sensibilidad de la prueba varia del 83% al 100%, pero se

han informado especificidades inferiores al 99% (62, 73).

La tasa de deteccion de ADN de Legionella en muestras de agua mediante PCR cualitativa
suele ser alta, > 90% de las muestras positivas. Sin embargo, la PCR convencional revela
solo la presencia o ausencia de los acidos nucleicos. Ademas, los resultados pueden verse
afectados por los inhibidores de la PCR que estan presentes de forma ubicua en las muestras
de agua ambiental (74). Por el contrario, la PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) da el
numero de unidades de genoma (GU) por litro, pero todavia se necesita una equivalencia con
el niamero de UFC. Por lo general, el nimero de GU es mayor que el namero de UFC,
probablemente relacionado con la presencia de células en estado viable pero no cultivable
(VBNC )(75) . Pero, la naturaleza de la diana qPCR sigue siendo un tema de debate (76):
gPCR detecta ADN de células cultivables, de células VBNC, de células muertas, pero no

ADN libre de células muertas.

Hasta la fecha, solo unos pocos estudios han comparado la qPCR y el cultivo para la
deteccidn y cuantificacion de L. pneumophila en muestras de agua natural, agua de hospital

0 agua de torre de enfriamiento(63):

1. El alto valor predictivo negativo de la PCR (80-100%). Un resultado de PCR negativo es
un buen predictor de un resultado de cultivo negativo. Por lo tanto, para L. Pneumophila, los
resultados de PCR negativos son bastante utiles como indicadores de riesgo (77, 78).

2. La correlacion entre cultivo y PCR es aceptable para muestras de agua caliente (r2 ~ 0 -
7), pero no existe correlacion en el caso de muestras de agua de torre de enfriamiento

(resultados de cultivo negativos, resultados de PCR positivos altos. Para las muestras de agua
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de refrigeracion, los resultados de la PCR son valiosos para un seguimiento puntual y
permiten sospechar la presencia de VBNC L. pneumophila en el caso del tratamiento con
biocidas (78)

3. Los resultados de la PCR son mas altos que los resultados del cultivo. Este es

principalmente el caso de Legionella spp. ensayos y para aires acondicionados.

Un resultado de laboratorio positivo de prueba de antigeno en orina de Legionella, cultivo
bacteriano y/o serologia emparejada (es decir, ensayo de anticuerpos fluorescentes indirectos
[IFA] o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas [ELISA]) para Legionella pneumophila
serogrupo 1, define un caso clinico. Ademas, la deteccién de antigeno de Legionella o
bacterias completas en secreciones respiratorias, tejidos o fluidos mediante DFA, deteccion
de seroconversion (aumento de titulo de 4 veces 0 mas) a serogrupos no serogrupo 1, de
especies de Legionella no pneumophila, o multiples especies que utilizan antigenos
combinados, y/o la deteccion del &cido nucleico de Legionella, respalda un caso sospechoso
0 probable en los Estados Unidos (12, 79).

En cuanto a la tincion con anticuerpos inmunofluorescentes monoclonales o policlonales,
para demostrar la presencia de Legionella en las secreciones respiratorias, se prefiere la
tincién con anticuerpos monoclonales a la tincion con anticuerpos policlonales. Con los
anticuerpos policlonales, pueden producirse falsos positivos (es decir, reacciones cruzadas
con Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Bordetella pertussis,
Staphylococcus aureus, Bacteroides fragilis y Bacillus sp). Las reacciones cruzadas con un
anticuerpo monoclonal son poco frecuentes, pero pueden ocurrir con las especies de S.
aureus o Bacillus spp. (12). El ensayo de fluorescencia directa monoclonal (DFA) que tifie
las secreciones respiratorias/pulmon es diagnostico, pero la positividad de DFA disminuye
rapidamente con la terapia anti- Legionella. La antigenuria de Legionella solo detecta los
serogrupos 1 a 6 de L. pneumophila. La seroconversion ocurre en menos del 50% de los
pacientes dentro de las 2 semanas posteriores al inicio de la enfermedad del legionario (80-
82).

Tabla N° 9: Comparacion de las principales técnicas diagndsticas. Fuente: Elaboracion
propia Escobar, C. (2021).
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Por ultimo, el ensayo de genotipificacion de L. pneumophila para las investigaciones
epidemioldgicas mediante la tipificacion basada en secuencias (SBT), el estdndar de oro
actual, desarrollado como una variante de la tipificacion de secuencias multilocus (83). La
SBT se realiza tradicionalmente en ADN extraido de cultivos aislados; sin embargo, varios
estudios han demostrado cierto exito cuando la SBT estdndar o anidada se realizo
directamente sobre los &cidos nucleicos extraidos de los tejidos o liquidos del paciente (84,
85).

Aunque sensibles y especificos, los métodos moleculares son costosos y requieren
laboratorios especializados y personal bien capacitado. Ademas, las técnicas moleculares se
ven afectadas por su incapacidad para cuantificar el riesgo real para los humanos, ya que no
permiten discriminar entre bacterias vivas y muertas, y esto conduce a una falta de
correlacion entre las unidades gendmicas y las cargas bacterianas [expresadas en unidades
formadoras de colonias (UFC)]. Por lo tanto, el enfoque basado en cultivo se considera un
método de referencia en la vigilancia ambiental de Legionella (86), aln asi existe la necesidad
de apoyar la técnica de cultivo con métodos rapidos y rentables para mejorar el diagndstico
y la adopcion del tratamiento antibiotico adecuado.
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En afos recientes, la espectrometria de masas por ionizacion-tiempo de vuelo con desorcion
laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS) ha surgido como una técnica innovadora, rapida
y econdémica para la identificacion microbiana a nivel de especie mediante el analisis de
patrones de proteinas ribosomicas. Esta técnica ha mejorado la practica rutinaria de los
laboratorios de microbiologia clinica, reemplazando la mayoria de las técnicas bioquimicas

0 moleculares tradicionales (87).

Aunque el uso de EM MALDI-TOF esta muy extendido en todo el mundo, se han publicado
pocos datos sobre su aplicacion para la identificacion de Legionella spp. en muestras clinicas
y ambientales(86, 88-91).
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6. SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Se describié que los antibidticos activos de la pared celular eran ineficaces contra el
organismo causante de la enfermedad dado a que la enfermedad del legionario era causada
por un patogeno intracelular en macréfagos alveolares. Se descubridé que el organismo
responsable de la enfermedad del legionario es susceptible in vivo a los macrélidos y
tetraciclinas (92, 93). Sin embargo, la tetraciclina fue méas eficaz contra Legionella spp. que
los macrolidos. La tetraciclina para el tratamiento de la enfermedad del legionario ha sido
reemplazada gradualmente por doxiciclina. Ha habido informes de fallas de eritromicina en
la enfermedad del legionario. Aunque la eritromicina, como otros macroélidos, se concentra a
concentraciones suprasuerales en los macrofagos alveolares, los fracasos del tratamiento no

son infrecuentes, incluso con eritromicina parenteral (93, 94).

Antes de las quinolonas, la doxiciclina era el pilar de la terapia anti- Legionella y sigue siendo
muy eficaz contra Legionella pneumophila, asi como contra otras especies del género que
causan la enfermedad del legionario. La rifampicina tiene actividad in vitro contra Legionella
spp. Yy se ha utilizado en combinacion con tetraciclina sin ventajas clinicas demostrables en
comparacion con la monoterapia con doxiciclina. Cuando se usa doxiciclina para cualquier
infeccion sistémica grave (p. Ej., Enfermedad del legionario), lo ideal es administrarla con
un régimen de carga (no una dosis de carga). Debido a que la doxiciclina es altamente soluble
en lipidos y tiene una vida media prolongada (t 1/2= 21-24 horas), se necesitan de 4 a 5 dias
con dosis IV / PO para alcanzar concentraciones en estado estacionario. Por lo tanto, la
terapia con doxiciclina debe instituirse usando una dosis de 200 mg (IV / PO) cada 12 horas
durante 72 horas, seguida de 100 mg (IV / PO) cada 12 horas durante el resto de la terapia.
El uso de un régimen de carga proporciona concentraciones terapéuticas rapidas de
doxiciclina en suero y pulmon. Al igual que las fluoroquinolonas, la doxiciclina tiene una
excelente biodisponibilidad y puede administrarse con igual eficacia por via IV o VO (93,
95).

La tigeciclina es activa contra los patdégenos tipicos de la neumonia adquierida en comunidad

y la enfermedad del legionario. La tigeciclina se concentra bien en el tejido pulmonar y los
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macrofagos alveolares y es (til para tratar la enfermedad del legionario en pacientes

intolerantes a las fluoroquinolonas (93, 96).

Aunque la rifampicina se concentra en macréfagos alveolares, no debe usarse como
monoterapia. La terapia combinada con rifampicina mas eritromicina o doxiciclina no es mas
eficaz que la monoterapia con eritromicina o doxiciclina. Existen pocos estudios sobre la
eficacia de la eritromicina mas rifampicina para basar cualquier beneficio potencial de la
rifampina en comparacion con la actividad de la eritromicina o la terapia de combinacion de

eritromicina / rifampicina (97).

Después de la doxiciclina, el siguiente avance terapéutico mas importante en la terapia de la
enfermedad del legionario fue la introduccion de las fluoroguinolonas. Todas las quinolonas
son muy activas in vitro e in vivo contra todas las especies de Legionella. Aunque la
doxiciclina es muy activa contra los patégenos tipicos de NAC comunes (es decir, S.
pneumoniae, H. influenzae y M. catarrhalis ), las “quinolonas respiratorias” tienen una
actividad atn mayor contra estos patogenos, Al igual que la doxiciclina, las quinolonas son
eficaces contra los patdgenos CAP tipicos y atipicos (p. Ej., Legionella sp). Las “quinolonas
respiratorias”, como los macroélidos y la doxiciclina, penetran bien en los macréfagos
alveolares y se concentran intracelularmente a concentraciones suprasuerales. Las
“quinolonas respiratorias” proporcionan una monoterapia 6ptima para 1la NAC causada por
patdgenos tipicos o atipicos. En pacientes que son intolerantes a las quinolonas, la doxiciclina
sigue siendo un agente muy eficaz para todas las especies de Legionella que causan la
enfermedad del legionario. Las “quinolonas respiratorias” tienen una excelente
biodisponibilidad (es decir, mas del 90% de absorcion) y son ideales para la terapia de cambio
de VO o IV a VO para la NAC. Debido a su excelente absorcion, incluso en pacientes
gravemente enfermos, las “quinolonas respiratorias” se pueden utilizar para tratar la

enfermedad del legionario por completo por via oral (98-101).

Las pruebas de susceptibilidad in vitro de Legionella deben usarse en un modelo intracelular
(por ejemplo, macréfago alveolar) que toma en cuenta el pH y las concentraciones

intracelulares de los antimicrobianos que se estan probando (92).
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De particular interés, un macrolido de proxima generacion (el primer fluorocetélido), la
solitromicina, se encuentra actualmente en ensayos clinicos de fase Ill y, al menos in vitro ,

parece ser muy activo contra Lpl (102).

La levofloxacina puede producir una respuesta clinica mas rapida que los macrélidos mas

antiguos, lo que permite una estancia hospitalaria mas corta (82).

Un estudio reciente informd de un Unico aislado clinico que presentaba resistencia a
azitromicina y ciprofloxacina fuera del rango de tipo salvaje (103, 104). Un estudio de
seguimiento que detalla la base molecular de esta resistencia no pudo determinar si las

mutaciones (en el gen gyrA ) surgieron antes o después de la administracion del antibidtico
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7. EPIDEMIOLOGIA

La incidencia de la enfermedad varia entre paises, areas geograficas y estaciones del afio, 0
en funcion de la vigilancia epidemioldgica debido a las diferencias en el seguimiento y la
notificacion de los casos que, en ocasiones, se deben a deficiencias de los sistemas de
vigilancia. A pesar de que la enfermedad tiene presencia mundial, en las zonas
industrializadas es mas comun: en Estados Unidos, Australia y Europa llega a tasas de 10 a

15 casos por cada millon de habitantes por afio (105).

Los estudios epidemioldgicos indican que Legionella spp. es un patégeno oportunista. Posee
una distribucion mundial, y la enfermedad puede acontecer en forma de brotes y casos

aislados o esporadicos (23).

Se han descrito casos de la enfermedad del legionario en Africa, América del Norte y del
Sur, Australia, Europa y Japén por lo que puede decirse que se distribuye por todo el mundo.
Ahora bien, los edificios que cuentan con un circuito complejo de suministro de agua y los
sistemas de acondicionamiento de aire se hallan mas extendidos en los paises desarrollados,
es en ellos donde la enfermedad presenta una mayor incidencia y constituye un notable
problema de salud publica (20).

En Europa, en los Gltimos afios se han producido grandes brotes epidémicos en Paises Bajos,
Bélgica, y singularmente en Espafia. En Estados Unidos la incidencia de legionelosis es muy
variable, siendo mas elevada en algunos estados del nordeste (106).

En Estados Unidos, cada afio son hospitalizados entre 8000 y 18000 personas debido a la
legionelosis, y de ellos el 23% tiene un origen nosocomial (11) . Esta puede estar provocada
por distintas especies y serogrupos de Legionella, aunque el 90 % de los brotes se produce
por Legionella pneumophila serogrupo 1, causante del brote de 1976 (Legionella

pneumophila serotipo 1, Philadelphia 1) (107).

En 2014, el brote de Legionela spp. en Portugal registro una mortalidad que supera la
registrada en los brotes de Japon y Reino Unido. Segun el dltimo balance de la Direccion

General de la Salud (DGS) de Portugal, 302 personas estaban enfermas con legionelosis y el
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numero de muertos fue de 9. De igual modo, en Espafia, en Octubre de 2014, segln la
Agencia de Salud Publica de Catalufia (ASPCAT), en un brote de legionelosis en Sabadell,
el nimero de muertos fue de 10. Y mas recientemente (2015), en la ciudad del Nueva York,
Estados Unidos, especificamente en El Bronx, una de las zonas mas grandes de esa ciudad,
se registrd un brote que ha dejado 12 victimas mortales y 128 infectados, segun el
Departamento de Salud de Nueva York (108).

El estudio de la legionelosis sigue en desarrollo, ya que nuevas especies de Legionella han
sido descubiertas con el paso del tiempo; sin desestimar que todavia queda mucho por
avanzar en lo relativo a la investigacion sobre el comportamiento del agente, conocimiento

desde la atencion primaria de la salud, vigilancia y prevencion de la enfermedad

7.1.Epidemiologia en Chile

La enfermedad de los legionarios es una causa de neumonia adquirida en la comunidad

(NAC) reconocida en todo el mundo. En Latinoamérica su incidencia es desconocida.

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es un problema frecuente en nuestro pais y

es una importante causa de morbimortalidad (109).

Encontramos que en Santiago, L. pneumophila ocup6 el segundo lugar después de S.
pneumoniae como agente etioldgico de NAC grave. La hiponatremia grave al ingreso parece

ser un indicador de la etiologia de L. pneumophila en la NAC grave (110).

En la dltima década se ha mencionado a la Legionella spp. como un importante agente de la
NAC que requiere el ingreso a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), por ello, la mayoria
de las normativas, incluida la nacional, recomiendan su cobertura. Si bien se han comunicado
casos sospechosos de NAC por Legionella pneumophila en Chile, dichos estudios se han
basado en evidencia seroldgica cuya especificidad no supera el 80%. Actualmente existe la
posibilidad de comprobar el diagndstico de NAC por Legionella pneumophila serogrupo 1 a

través de la determinacidn de antigeno urinario, cuya especificidad es cercana al 100% (109).
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Con relacion a la situacidn actual a nivel pais en respuesta a la pandemia por la enfermedad
por coronavirus (COVID-19) que se inicio el 31 de diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan
en China, los gobiernos de los paises; entre ellos Chile, donde la confirmacion del primer
caso de COVID- 19 ocurri6 el 3 de marzo de 2020 (111), se impuso cuarentena nacional y
con ello el cierre temporal de tiendas y negocios no esenciales, asi como la prohibicion de
eventos recreativos. Si bien estas medidas no farmacéuticas ayudaron a contener la
propagacion del COVID-19, los edificios desocupados o infrautilizados durante el bloqueo
prolongado presentaron un mayor riesgo, al estancar el agua en los dispositivos o sistemas
de tuberias, generando condiciones en las que las bacterias dafiinas, incluidas Legionella spp.
puede proliferar, situacién que ocurrid en Italia ante un caso asociado a estas caracteristicas
(112)

La aparicion de COVID-19 se refleja con sintomas inespecificos como fiebre, tos y disnea;
lo que implica la necesidad de un diagndstico diferencial preciso de otras causas de neumonia
extrahospitalaria, como Legionella spp. Ademas, la neumonia por Legionella spp. puede
conducir a una serie de hallazgos radioldgicos, que incluyen opacidades en vidrio deslustrado

0 una apariencia de arbol en yema en la TC, que son compatibles con COVID — 19 (113).

Es evidente la importancia de monitorear los sistemas de agua y aire acondicionado al reabrir
entornos de trabajo de riesgo, por lo tanto la reapertura debe realizarse teniendo en cuenta la
total seguridad tanto de los trabajadores como de los usuarios finales, y los posibles riesgos
de crecimiento de Legionella spp. deben evaluarse de antemano, con la descontaminacion de
los sistemas de agua.
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8. TRATAMIENTO Y PROFILAXIS

La enfermedad del legionario a menudo progresa en 2 a 3 dias a pesar de la terapia
antimicrobiana contra Legionella spp. Este progreso puede estar relacionado con la ubicacion
intracelular de Legionella en el macrofago alveolar. Si el diagndstico sindrémico clinico
sugiere enfermedad del legionario basandose preferiblemente en un indice de diagndstico
ponderado, los médicos no deben agregar otra terapia antimicrobiana ni considerar
diagnosticos alternativos. A medida que el paciente comienza a mejorar, generalmente
después de 3 a 5 dias, una disminucion de la temperatura se acompafia de la desaparicion de
la bradicardia relativa. La mayoria de las anomalias clinicas y de laboratorio se resuelven
rdpidamente, pero la fiebre y la confusién mental pueden persistir durante 2 a 3 dias. La
radiografia de torax puede mostrar infiltrados durante semanas después de la mejoria clinica
(12).

La duracion de la terapia para la enfermedad del legionario fue inicialmente de 2 a 4 semanas.
La recaida fue comdn con el tratamiento con eritromicina y, por esta razon, se prolongo la
duracion del tratamiento para prevenir la recaida. Actualmente, la duracion del tratamiento
con doxiciclina o quinolonas respiratorias suele ser de 2 semanas. Los huéspedes normales
con buena funcién cardiopulmonar y legionelosis leve a moderada pueden tratarse con ciclos
de tratamiento mas cortos, pero aquellos con enfermedad grave, alteracién de la CMI o
funcién cardiopulmonar gravemente limitada pueden requerir ciclos de tratamiento mas
largos. Con la terapia adecuadamente dosificada de Legionella con doxiciclina o quinolonas

respiratorias, las recaidas son raras (93, 101, 114, 115)

Como ya se conoce, Legionella es susceptible in vitro a diversos antibiéticos. Sin embargo
la experiencia clinica acumulada con el uso de eritromicina convierte a este antibiotico en el
adecuado para el tratamiento de esta enfermedad . Se aconsejan dosis de 500 mg a 1 g cada
seis horas durante 14-21 dias (116). La rifampicina se ha utilizado asociada a la eritromicina
en aquellos casos de evolucion mas grave. Los nuevos macrolidos, especialmente
azitromicina y claritromicina poseen in vitro mayor actividad frente a Legionella que la

eritromicina y probablemente pueden sustituir a esta ultima cuando se quieren una mejor
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tolerancia y comodidad posoldgica. Por ultimo se tendra en cuenta el ofloxacino en casos de
neumonia grave. Eritromicina ha sido la terapia de eleccion. Sin embargo, fallas de
tratamiento y evidencias experimentales han llevado a evaluar otros antimicrobianos, como

azitromicina y quinolonas; levofloxacina y ciprofloxacina han sido utilizadas con éxito (21).

La legionelosis es una enfermedad erradicable. La investigacion epidemiol6gica en busca del
origen ambiental de la infeccidn se hace indispensable en situaciones de brotes epidémicos o
situaciones endémicas en instituciones. La confrontacion de la Legionella ambiental y clinica
a través de andlisis de ADN cromosomico estableceran el nexo definitivo entre foco

ambiental y casos clinicos.

Aln cuando lo ideal seria reconstruir el sistema de distribucion de aguas en los edificios
afectados, casi siempre debemos contentarnos con medidas de hipercalentamiento e
hipercloracién de las aguas, que consiguen al menos limitar la magnitud del problema. Los
efectos secundarios derivados de la utilizacion de estos Gltimos aconseja la busqueda de
nuevos métodos de esterilizacion de las aguas. En este sentido los sistemas de ionizacion de

las mismas han demostrado un gran eficacia y una menor incidencia de efectos adversos

El desarrollo de la enfermedad depende principalmente de la intensidad de la exposicion a
los aerosoles y la de la susceptibilidad de las personas expuestas. Para reducir o eliminar el
riesgo de adquirir la enfermedad o potenciar un brote de la misma, es necesario minimizar
las concentraciones de Legionella spp. en los sistemas acuaticos y prevenir la transmision de
la bacteria a sujetos susceptibles. La cuestion mas importante para prevenirla es el
mantenimiento adecuado de los sistemas de agua, ademas de controlar e investigar los casos
de neumonia nosocomial, para poder saber en qué situaciones se produce la transmision (117,
118).

Legionella spp. puede ser resistente a los tratamientos de agua convencionales como son
algunos desinfectantes, biocidas, iones de cobre, etc. Ademas, la reproduccion de esta
bacteria en el agua potable depende del mantenimiento del sistema, de si son o0 no huéspedes
de amebas de vida libre, ya que dentro de ellas pueden proliferar y resistir la desinfeccién

térmica y quimica (118, 119).
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La prevencion de la formacion de biopeliculas aparece como una de las estrategias para
reducir la contaminacién del sistema de agua, aires acondicionados, artefactos e insumos
médicos, etc. El tratamiento de los sistemas de agua con biocidas puede hacer que L.
pneumophila entre en el estado VBNC, lo que hace que la evaluacion precisa de los niveles
de contaminacion con L. pneumophila sea engorrosa ya que requiere el co-cultivo de L.
pneumophila con ameba para levantar el estado de VBNC (120). Los biocidas mas comunes
que se utilizan para controlar los patdgenos transmitidos por el agua son generalmente los
derivados del cloro, y los derivados del cloro son mas eficaces que los rayos UV para

desinfectar L. pneumophila.

Recientemente, se ha sugerido que las nanoparticulas son herramientas poderosas para
prevenir la formacion de biopeliculas de L. pneumophila , ya que las nanoparticulas son
capaces de interrumpir las interacciones de L. pneumophila- amebas y la estructura de la
biopelicula (121).

Tabla N° 10: Principales tratamientos para minimizar la supervivencia y multiplicacion de

Legionella spp. Fuente: Elaboracion propia Escobar, C. (2021).

Control de la temperatura Aumento de la temperatura 70°C-80°C
asegurando que esta agua circulard en el
sistema durante dos o tres dias
consecutivos, ademas, garantizar que la
temperatura en los puntos mas alejados no
fuera menor de 60°C

Dioxido de cloro Desinfectar con este producto es altamente
eficiente y no es costoso, aungue no erradica
a Legionella spp. completamente del
sistema. Es efectivo para controlar el sabor
y el color del agua. Su Unica desventaja es
que puede provocar corrosion en tuberias de

hierro.
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Cloracion

El cloro libre se utiliza principalmente a
concentraciones bajas (0,2 mg/L) para el
mantenimiento de los sistemas de agua,
siempre teniendo una concentracion de este
continua. Sin embargo, también se puede
usar a dosis altas en situaciones de
emergencia, cuando existe un brote, que es

lo que se conoce como la hipercloracion.

La

agregar

Cloraminacion  (monocloroamina)
monocloroamina se foma al

amoniaco al agua que contiene cloro |

La monocloroamina se foma al agregar
amoniaco al agua que contiene cloro libre
residual. En comparacion con la cloracion,
este tratamiento es mas estable y eficaz. La
desventaja de utilizar este tratamiento es
que puede provocar el crecimiento de
mycobacterias, ademas, puede atacar a

componentes de caucho y pléastico.

lonizacion cobreplata

Las camaras de ionizacion se han utilizado
con éxito para controlar el crecimiento de
Legionella spp. Esta ionizacion no se ve
afectada por las altas temperaturas, sin
embargo, si se ve afectada por la presencia
de iones cloruro y por la presencia de
productos quimicos anticorrosivos
(fosfatos), ademés también se ha notificado
resistencia por parte de estas bacterias a los

iones cobre-plata

Radiacion de luz ultravioleta (UV)

Estos sistemas esterilizan y matan a la
bacteria, es bastante eficaz y no tiene
efectos adversos en el agua o en el sistema
de tuberias. La desventaja es que no es
eficaz con la eliminacién del biofilm.
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Ozonizacion

La ozonizacién como tratamiento es mas
efectivo que los anteriormente nombrados,
sin embargo, es muy dificil mantener
niveles residuales significativos en todo el

sistema, ademas puede dafiar las tuberias.
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CONCLUSIONES

Las manifestaciones clinicas que tienen como agentes causales a las especies del
género Legionella, siguen teniendo como agente etioldgico principal a L.

Pneumophila serogrupo 1.

Los mecanismos patogénicos y virulentos, que se conforman por un arsenal Unico,
juegan un rol fundamental en la infeccion de tipo intracelular por Legionella. Entre
ellos se destaca la capacidad de formar biofilm, el cual a tenido gran relevancia en
la transmision del patdgeno desde sitios como; sistemas de aire a acondicionado,

insumos médicos en centro intrahospitalarios, hoteles, etc.

El diagnostico para confirmar la infeccion por Legionella se realiza con mas de una
técnica, aunque el estandar de oro sigue siendo el cultivo microbioldgico, debido a

gue permite aislar a mas de una especie y serogrupo.

La doxiciclina sigue siendo muy eficaz contra Legionella pneumophila, asi como
contra otras especies del género que causan la enfermedad del legionario. Por otro
lado, actualmente las quinolonas han tomado bastante relevancia en el tratamiento,

ya que son muy activas in vitro e in vivo contra todas las especies de Legionella.
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