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1. INTRODUCCION

El primer brote de neumonia causada por Legionella se presentd en 1976, durante la convencién
de la legiéon americana en Filadelfia, Pensilvania en el hotel Bellevue Stratford; entre los 4.000
asistentes, se presentaron 221 casos y 34 de estos fueron mortales, en ese momento no se conocia
el agente y solo se sospechd la propagacion de la bacteria por aire (Fraser et al., 1977). Desde
entonces se han reportado 164 brotes, con 6877 casos, 358 fallecidos y 24 paises involucrados
(Legionella DB).

Dentro de los casos reportados, se resalta la Legionelosis nosocomial, siendo un tema de
preocupacion mundial, ya que en varios paises los episodios presentados se han asociado con la
atencion médica y con la presencia de la bacteria en sistemas de distribucion de agua caliente en
Instituciones hospitalarias, encontrando colonizacidon en un 90% por parte del patégeno (Barna et
al., 2015); ademas, se considera que la presencia de la bacteria en los ductos de agua es un factor
de riesgo importante para adquirir un tipo de neumonia grave, que genera una morbilidad
significativa y una tasa de mortalidad del 8 al 12% (Cargnelli et al., 2016). Estos datos plantean la
necesidad de adoptar medidas de control ambiental que prevengan la aparicién de la bacteria y
contribuyan al control de infecciones en instituciones hospitalarias; sin embargo, en Colombia
existen pocos estudios de la incidencia del patégeno en sistemas hidricos, donde es importante
relacionarlo como fuente de Enfermedad Asociada a la Atencién y al Cuidado de la Salud

Expuestas las razones anteriores, el objetivo de este trabajo es realizar una busqueda bibliografica
de la presencia de Legionella pneumophila en sistemas hidricos hospitalarios y su asociacion
con casos relacionados en la atencidn y el cuidado de la salud durante los ultimos 10 afios, para
comprender el comportamiento del microorganismo a nivel hospitalario y conocer las medidas
de contencidn realizadas que evitan las infecciones intrahospitalarias por parte del patégeno.



2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Establecer la importancia de Legionella pneumophila en sistemas hidricos hospitalarios, su
asociacién con casos relacionados en la atencidny el cuidado de la salud; asi como las medidas
de contencién realizadas para evitar el desarrollo del patégeno en estas instalaciones,
durante los afios 2010 y 2021, mediante una revision bibliografica para contribuir en el
conocimiento del control de infecciones a nivel hospitalario.

2.2 Objetivos especificos

1- Examinar la presencia de Legionella pneumophila en articulos cientificos publicados durante
los aiflos 2010y 2021, en sistemas hidricos hospitalarios.

2- Identificar en bases de datos, publicaciones relacionadas con casos de infecciones
intrahospitalarias por Legionella pneumophila.

3- Enunciar las medidas de control realizadas en entidades hospitalarias para contener la
presencia de Legionella pneumophila causante de infecciones nosocomiales
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3. Materiales y Métodos

3.1 Estrategia de Busqueda

El proceso de busqueda de informacién se realizé utilizando varias bases de datos electrdnicas y
seleccion de articulos, asi como paginas webs de organizaciones de control de enfermedades.

Dentro de las fuentes de informacion se incluyen, paginas webs de Centros para el Control y
Prevencién de Enfermedades (CDC), Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y LegionellaDB.

Se ha incluido en la revisidn publicaciones entre 2010 y 2021, referentes a brotes asociados con la
Atenciony el Cuidado de la Salud en Instituciones hospitalarias, asi como, la presencia de la bacteria
en Sistemas de Suministro de agua de Entidades hospitalarias; sin embargo, se revisaron estudios
anteriores para complementar informacion del patégeno.

Las bases de datos consultadas son:
- PubMed

- Elsevier

- ProQuest

- Ebsco

- Google académico

- Lilacs

Se utilizé el operador AND, para relacionar conceptos en inglés y espafiol. En espafiol se empled el
descriptor Decs (Descriptores de la Ciencia de la Salud) para encontrar las palabras claves de este
trabajo en espaniol.

Las palabras claves empleadas son: Legionella pneumophila, brotes de enfermedades, sistemas de
agua, Enfermedad del Legionario, patogénesis y epidemiologia.



Los descriptores obtenidos en inglés mediante el descriptor MeSH son los siguientes: Legionella
pneumophila, legionellosis, disease outbreaks, water supply, Delivery of healt care, standards
therapeutics.

e En PubMed: con la palabra clave Legionella pneumophila y estableciendo un periodo de
tiempo entre el afio 2010 y la actualidad, se obtuvieron un total de 1.725 articulos, con la
palabra legionellosis 544, con Legionella pneumophila AND Disease Outbreaks 125, con
Legionella pneumophila AND water supply 136, Legionella pneumophila AND Delivery of
healt care 7 resultados, Legionella pneumophila AND epidemiology 31 articulos, Legionella
pneumophila AND standars 33 articulos, legionella AND guideline 3 articulos.

e En Elsevier (ScienceDirect) con la palabra clave Legionella pneumophila y condicionando la
busqueda desde el afio 2010 hasta la fecha, se encontraron 2.998 resultados, con la palabra

Legionellosis se encontraron 566 articulos.

e En ProQuest: con la palabra Legionella pneumophila y restringiendo la busqueda a los
ultimos 10 afios, se encontraron 2.945 resultados, con la palabra Legionellosis durante los
ultimos 10 afios 582 resultados, con Legionella pneumophila AND Disease Outbreaks 779
articulos, con Legionella pneumophila AND water supply 479, con Legionella pneumophila

AND epidemiology 944.

e En Ebsco: con la palabra Legionella pneumophila y seleccionando la busqueda en los
ultimos 10 afios, se encontraron 2.885 articulos, con la palabra Legionellosis durante los
ultimos 10 afios se encontraron 1.930 articulos, con Legionella pneumophila AND Disease
Outbreaks 332, con Legionella pneumophila AND water supply 244, con Legionella

pneumophila AND epidemiology 463, Legionella pneumophila AND standars 199.

e EnGoogle Académico: con la palabra Legionella pneumophila y condicionando la busqueda
a los ultimos 10 afios, se encontraron 21.400 articulos, con la palabra Legionellosis 8.900
resultados, con Legionella pneumophila AND patogénesis 14.100 articulos, con Legionella
pneumophila AND pathogenesis 17.300 articulos, con Legionella pneumophila AND
epidemiologia 1.300 articulos, Legionella pneumophila AND epidemiology 12.700
referencias, con Legionella pneumophila AND therapeutics 17.800 articulos, con Legionella
pneumophila AND prevencidn 3.060 articulos, con Legionella pneumophila AND prevention

28.400 articulos, con el término Legionella pneumophila AND personal de la salud 1.540
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articulos, con Legionella pneumophila AND terapéutica 5.130 articulos, con el término
Legionella pneumophila AND water 40.900 referencias, Legionella pneumophila AND agua,
3.220 articulos, con Legionella pneumophila AND disease outbreaks 21.600 articulos, con
Legionella pneumophila AND brotes de enfermedades 1.520 articulos, con Legionella
pneumophila AND health legislation 2.200 articulos, con Legionella pneumophila AND

legislacién sanitaria 635 articulos.

e En Lilacs: con la palabra Legionella pneumophila y seleccionando la busqueda para los
ultimos 10 anos, se encontraron 31 referencias, con legionelosis 31 articulos, con
legionelosis 32 articulos, con Legionella pneumophila AND epidemiology 24 referencias,
Legionella pneumophila AND prevention 7 articulos, Legionella pneumophila AND
pathogenesis 20 articulos, con Legionella pneumophila AND water 19 articulos, Legionella
pneumophila AND therapeutics 1 articulos, Legionella pneumophila AND disease outbreaks

20 articulos, con Legionella pneumophila AND brotes de enfermedades 11 articulos.

En la tabla 1, se resumen los datos informados anteriormente:



Tabla 1. Resultados de Busqueda en bases de datos de 2010 a 2021

Bases de Datos

Término

PubMed

Elsevier

ProQuest

Ebsco

Google
académico

Lilacs

TOTAL

Legionella
pneumophila

1.725

2.998

2.945

2.885

21.400

47

32.000

Legionellosis

544

566

582

1.930

8.900

31

12.553

Legionelosis

32

32

Legionella
pneumophila AND
Disease Outbreaks

125

779

332

21.600

20

22.856

Legionella
pneumophila AND
water suppy

136

479

244

859

Legionella
pneumophila AND
Delivery health care

Legionella
pneumophila AND
epidemiology

31

944

463

12.700

24

14.162

Legionella
pneumophila AND
standars

33

199

232

Legionella
pneumophila AND
guideline

Legionella
pneumophila AND
patogenesis

14.100

20

14.120

Legionella
pneumophila AND
pathogenesis

17.300

20

17320

Legionella
pneumophila AND
epidemiologia

1.300

1.300

Legionella
pneumophila AND
therapeutics

17.800

17.801

Legionella
pneumophila AND
prevencion

3.060

3060

Legionella
pneumophila AND
prevention

28.400

28.400

Legionella
pneumophila AND
brotes de
enfermedades

1.520

11

1.531

Legionella
pneumophila AND
agua

40.900

40.900

Legionella
pneumophila AND
water

3.220

19

3.239
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3.2 Seleccion de Estudios

Para el desarrollo de este trabajo, se seleccionaron estudios en inglés y espafiol, que hayan sido
publicados en revistas médicas y cientificas de calidad contrastada y rigor cientifico.

3.3 Extraccion de Datos

De todos los articulos revisados, se seleccionaron aquellos que cumplian con los criterios de
inclusion definidos, es decir, los que aparecian con el texto completo publicados entre el afio 2010
y 2021 y que contenian informacidn sobre brotes, agua y legislacion sanitaria. Por el contrario, se
excluyeron los articulos que no estaban completos y que no concordaban con los términos
comentados anteriormente. Por medio del Diagrama de Flujo Prisma se resumen los resultados
finales. (Anexo 1)



4. RESULTADOS

4.1 Aspectos microbiolégicos de Legionella pneumophila

Legionella pneumophila (L. pneumophila), es una bacteria aerobia estricta, morfolégicamente se observa
como bacilos gram negativos, se desarrolla en un rango de temperatura comprendida entre 20°C y 42°C
(Kooij et al., 2016), pero clinicamente tiene una temperatura dptima de crecimiento de 35°C (Manske &
Hilbi, 2014), es inactiva a temperatura por debajo de 20°C y no puede sobrevivir en agua con
temperaturas superiores a 60°C (Springston & Yocavitch, 2017). Es catalasa positiva, ureasa negativa,
heterotrdfica, quimiorganotroéfica y maoviles en algunos estadios de su ciclo de vida, cuando son méviles
presentan uno o dos flagelos polares. Esta bacteria utiliza carbono y aminoacidos, como cisteina, arginina,
isoleucina, leucina, treonina, valina y metionina (Manske & Hilbi, 2014) para obtener energia, no oxidan
ni fermentan carbohidratos, requieren L-cisteina, HCL y sales de hierro para su crecimiento, (Coetzee et
al., 2012). Es importante resaltar que el hierro es esencial para el crecimiento bacteriano, debido a que
es un cofactor de enzimas del metabolismo central, siendo un nutriente esencial para L. pneumophila
(Manske & Hilbi, 2014).

L. pneumophila pertenece a la familia Legionellaceae, los estudios taxondmicos han demostrado que la
familia Legionellaceae, incluida dentro de la clase Gamma proteobacterias, se compone de cuatro
géneros: Legionella, Fluoribacter, Tatlockia y Sarcobium. El primero incluye mas de 50 especies y mds de
70 serogrupos. Actualmente se conocen mas de 60 especies y L. pneumophila comprende 16 serogrupos
diferentes. Las principales especies del género Legionella son: Legionella adelaidensis, Legionella
brunensis, Legionella bozemanii, Legionella feeleii, Legionella dumoffii, Legionella wadsworthii,
Legionella anisa, Legionella longbeachae, Legionella micdadei, Legionella pneumophila Serogrupo
1 al 16, Legionella pneumophila Subsp. Fraseri, Legionella pneumophila Subsp. Pascullei, Legionella
pneumophila Subsp. Pneumophila (nchi, n.d.).

Se reconoce a L. pneumophila como la causa mas comun de legionelosis a nivel mundial,
aproximadamente el 70% de infecciones por Legionella estan causadas por L. pneumophila serogrupo 1,
el 20-30% por otros serogrupos (principalmente el 6) y el 5-10% por otras especies de Legionella distintas
de L. pneumophila, de las cuales las mas frecuentemente implicadas en infecciones son L. micdadei (60%),
L. bozemanii (15%), L. dumoffii (10%) y L. longbeachae (5%) (N. et al., 2019). En Europa, durante los afios
2008 a 2017 se presentaron un total de 4884 casos de legionelosis, de los cuales 4738 (97%) fueron
causados por L. pneumophila, 48 casos (1%) por L. longbeachae y 17 casos (0.3%) por L. bozemanii. En
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Estados Unidos durante 2016 y 2017, hubo 382 casos de legionelosis, de los cuales 230 (60%) fueron por
L. pneumophila, 7 casos (1,8%) por L. micdadei y 139 casos (36%) de origen desconocido. Este
comportamiento es similar en Japon y en Australia donde L. pneumophila se reportéd como causante de
la enfermedad en un 98% y 46% respectivamente; mientras que en Nueva Zelanda entre 2010 y 2019 se
presentaron 1684 casos de legionelosis y en 902 casos (54%) se reporté a L. longbeachae, pasando a un
segundo lugar los casos de la enfermedad causados por L. pneumophila, 314 casos (19%) (Chambers et
al., 2021).

L. pneumophila es un microorganismo ubicuo, se encuentra naturalmente en medios acuaticos como
arroyos, rios, estanques, lagos y piscinas termales; asi mismo, esta presente en suelo humedo y lodo.
Tiene la capacidad de sobrevivir durante largos periodos en ambientes himedos, soporta un rango de pH
de 5.0 a 8.5 (Borella et al., 2005) y resiste a la cloracion, por esta razon al ingresar a los suministros de
agua artificial puede proliferar en ambientes térmicos como torres de enfriamiento de aire
acondicionado, sistemas térmicos de agua caliente, duchas, grifos, spas de hidromasajes, respiradores y
ventiladores mecanicos, entre otros (Burillo et al., 2017).

L. pneumophila permanece en el medio ambiente como bacterias planctdnicas de vida libre o
formando parte de biopeliculas monoespecies o en asociacién con otras bacterias, amebas y
ciliados, sobre superficies de los sistemas de agua en los que sobrevive y persiste al evadir los
efectos de biocidas y la accion del cloro (Abu Khweek & Amer, 2018).

4.1.1 Factores de Virulencia de L. pneumophila.

L. pneumophila posee diferentes factores de virulencia para sobrevivir en el ambiente, invadir
potenciales hospederos, incluidos los macréfagos alveolares, y replicarse dentro de ellos, a
continuacién, en la tabla 1 se presentan los principales factores, resaltando su funcién en los
diferentes procesos.






Tabla 2 Principales Factores de Virulencia L. pneumophila y su funcién

PAPEL RELACIONADO FACTOR DE GEN
VIRULENCIA INVOLUCRADO FUNCION REFERENCIAS
Vesiculas de | tol-pal Es un sistema de secrecion de la bacteria que transportan proteinas, | (Zhan & Chao-Hui Hu,
Membrana Externa adhesinas, toxinas, enzimas y LPS de la bacteria. Las vesiculas son | 2015)
reconocidas y absorbidas por las células eucariotas, al administrar | (AU -Jung et al., 2017)
factores patogenos facilitan la adherencia e invasion de Legionella. (Jager et al., 2015)
Lipopolisacarido Locus LPS Induce la secrecién de citocinas proinflamatorias de células | (Zhan & Chao-Hui Hu,
monociticas humanas. 2015) (Shevchuk et al.,
Esta conformado por la cadena especifica de antigeno O, la region | 2011) (Cianciotto, 2001).
central y el componente de lipido A. El antigeno O permite la | (Shevchuk et al., 2011).
clasificacidn de serogrupo especifico de L. pneumophila. La cadena O | (Liick & Helbig, 2013)
y el nucleo constituyen la region de polisacarido del LPS, mientras | (Kowalczyk et al., 2021)
que el lipido A representa la parte de la molécula que ancla el LPS
en la membrana externa.
La estructura quimica de LPS se diferencia de las otras bacterias gram
negativas en que su Lipido A, estd formado por dacidos grasos
ramificados y de cadena larga estructurales. Esta es la razon para la
Determinantes de la débil actividad endotdxica de la molécula asociada a la baja afinidad
Envoltura Celular por el receptor CD14 en macréfagos. El lipido A es muy hidréfobo y
presenta una cadena especifica de antigeno O, que consiste en acido
legionaminico homopolimérico.
El LPS tiene la utilidad adicional de ser empleado como componente
del antigeno urinario detectado en las pruebas de diagndstico.
Lipoproteina pplAy pplB Activar macrofagos a través de un mecanismo dependiente de | (Zhan & Chao-Hui Hu,
Asociada a TLR2 que induce la produccion de citocinas y la expresion de | 2015)
Peptidoglicano moléculas coestimuladoras y CMH I/I11.
(PAL)




Unién y Entrada de L.
pneumophila en la
célula hospedadora

plaB Promueve la replicacion de L. pneumophila en los pulmones y | (Zhan & Chao-Hui Hu,
, fosfolipasa diseminacion a bazo. Forma parte de una subfamilia de enzimas | 2015)
A/Lisofosfolipasa A lipoliticas que utiliza una triada catalitica de Ser-85, Asp-203 e His- | (Kuhle et al., 2014)
251 para la hidrdlisis eficaz de sustratos de fosfolipidos.
Mip, potenciador | mip Es una proteina de 24 KDa expuesta en la superficie, tiene actividad de | (Zhan & Chao-Hui Hu,
infectividad a propil-prolina-isomerasa. Este grupo de proteinas constituyen una | 2015)
macrofagos superfamilia de proteinas que se divide en tres clases estructurales: | (Moosavian et al., 2019)
Ciclofilinas, Parvulinas y proteinas de unidn a FK506; todos los | (Rasch et al., 2019)
miembros de esta super familia tienen la capacidad de convertir
enlaces peptidil-propilo de cis a trans o viceversa.
Mip asociada a la superficie facilita el establecimiento del ciclo de
infeccidn intracelular al unirse a través de su dominio PPlasa al
colageno IV en la matriz extracelular y, por lo tanto, contribuye a
la transmigracién de las bacterias a través de una barrera formada
por células epiteliales.
EnhC, entrada | enhC Conserva la integridad de la pared celular, favoreciendo el | (Zhan & Chao-Hui Hu,
mejorada crecimiento intracelular de L. pneumophila al regular la | 2015)
degradacion del peptidoglicano para controlar la produccién de | (M. Liu et al.,, 2012)(Y.
ligandos por receptores de reconocimientos de patrones y evadir | Liu et al., 2017)
el reconocimiento inmune innato.
Lcl, proteina similar | /pg Una adhesina que desempefiar un papel doble en el ciclo de vida | (Zhan & Chao-Hui Hu,

al coldgeno

de L. pneumophila, mediante la promocidon de condiciones en las
que las bacterias pueden agregarse y también infectar amebas,
aumentando la capacidad para replicarse y diseminarse en el
medio ambiente. Participa tanto en la produccidn de biopeliculas
como en la adherencia a las células humanas

Optimiza la invasidn y expresidn de citocinas y el reclutamiento de
mitocondrias a VCL recién conformada.

2015)
(Abdel-Nour et al., 2014)

Hsp60

Favorece la fagocitosis de L. pneumophila, esta proteina mejora la
invasion de células epiteliales y produce expresiéon de citocina
provenientes de los macroéfagos.

(zhan & Chao-Hui Hu,
2015)
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MOMP,  principal
proteina de Ia
membrana externa

ompS

Tiene funcién de porina y actla como receptor del sistema inmune
innato del complemento mejorando la fagocitosis por las células
monociticas humanas. Permite la adherencia y replicacién
intracelular, favorece la formacion de biopeliculas, hace
transferencia de genes.

(Zhan & Chao-Hui Hu,
2015)
(Shevchuk et al., 2011)

Pili tipo IV pilB-E, pilM-Q | Ayuda a la entrada de L. pneumophila en macréfagos, interviene | (Dietrich et al., 2001;
en el trafico de la vacuola de L. pneumophila Zhan & Chao-Hui Hu,
2015)
LpnE IpnE Es una proteina que contienen repeticiones de tetratricopéptido. | (Zhan & Chao-Hui Hu,
La repeticion es un motivo de ~34 residuos de aminoacidos | 2015)
asociados con interacciones proteina-proteina en eucariotas y | (Bandyopadhyay et al.,
procariotas, favoreciendo la unién de L. pneumophila a las células | 2012)
que invade
RtxA, repeticiones | rtxA Pertenece a un subconjunto de Sistema de Secrecidn T1, proteina | (Zhan & Chao-Hui Hu,
en toxina de fusién de membrana asociada con la adherencia, la formacién | 2015)
estructural de poros, la citotoxicidad y la entrada en las células huésped. | (C. L. Brown et al., 2020)
Participa en la supervivencia y el trafico intracelular.
LadC ladC Una adenilato ciclasa Adherencia a macréfagos, replicacion | (Zhan & Chao-Hui Hu,
intracelular, modificacion putativa de funciones proteicas a través | 2015)
de cAMP
Ravk dot/icm  tipo | Se ubica en el citoesqueleto de la célula hospedera y reduce la | (Y. Liu et al., 2017)
IVB abundancia de filamentos de actina en el ciclo de vida intracelular | (Zhan & Chao-Hui Hu,
Sistema de Secrecion IV de este patdgeno. 2015)
(T4SS), Se han definido (Misch, 2016)
tres clases principales de
este Sistema T4SS, que
corresponden a: TASSA, | GTPasas de la | dot/icm  tipo | Grupo de proteinas involucradas en la maduracién del fagosomay | (Mondino et al., 2020)
TASSB y T4SS asociado a | familia Rab IVB unién de proteinas Rab especificas a los organelos intracelulares.




islas gendmicas (T4SS-Gl),
de estos tres el mas
importante es el T4SSB

24 genes agrupados en dos regiones del cromosoma estéan involucrados en el Sistema Dot/lcm, este sistema
participa en la entrada y salida de bacterias a la célula hospedera, evita la apoptosis de la célula hospedera y es
indispensable para la replicacion intracelular.

Este Sistema de Secrecion T4SS estd ubicado en la superficie de la bacteria y esta compuesto por un nucleo
estructural, conformado por cinco proteinas: tres de ellas se encuentran asociadas a la membrana externa, estas
son: DotC, DotD y DotH y dos proteinas de la membrana interna, las cuales son: DotF y DotG, el complejo central
es bioquimicamente estable y su funcién es servir como conducto de transporte, que abarca las membranas
bacterianas internas y externas.

(Hubber & Roy, 2010)
(Zhan & Chao-Hui
2015)
(Arslan-Aydogdu &
Kimiran, 2018)

(Kubori & Nagai, 2019)

Hu,

Sistema de Secrecién
Tipo 1l (T2SS)

Esta implicado en la virulencia y en la adquisicidn de alimentos del microorganismo, favorece el movimiento
superficial de la bacteria, transporta y libera toxinas y proteasas. De esta manera promueve la infeccion
intracelular de las células epiteliales pulmonares, amortigua la secrecién de citocinas de los macréfagos y de
epitelios infectados.

Esta conformado por mds de 25 proteinas, entre las que se incluyen varias enzimas fosfolipasas A y C, proteasas,
una ribonucleasa (RNasa), actividades de fosfatasa acida, alcalina y una quitinasa., demostrando que este sistema

(Arslan-Aydogdu &
Kimiran, 2018; Hilbi et al.,
2010)

(Arslan-Aydogdu &
Kimiran, 2018; Hilbi et al.,
2010; Zhan & Chao-Hui
Hu, 2015)

Inhibicion de la
Acidificacién de VCL

SidK Se une alasubunidad reguladora de la ATPasa vacuolar de la célula | (Mondino et al., 2020)
hospedera, inhibiendo la hidrolisis de ATP y la traslocacién de
protones

WipB Es una fosfatasa dirigida a los lisosomas, que se localiza en | (Mondino et al., 2020)

compartimentos lisosomales positivos, interactuando con la
ATPasa vacuolar de la célula hospedera y reprimiendo su actividad.

Arfl, Sarl, Rabl Regulan los procesos de transporte vesicular y de membrana del
hospedero, reclutando vesiculas derivadas del Reticulo

Endoplasmico a la membrana de la VCL

(Mondino et al., 2020)

RalF Factor de Intercambio de nucleétidos de guanina que activa y | (Mondino et al., 2020)
recluta Arfl a la membrana de VCL
SidM (DrrA) Estimula la fusion de membranas del Reticulo Endoplasmico con la | (Mondino et al., 2020)
Interaccion con el VCL. También media la activacién de Rab1, otra proteina efectora que | (Arasaki et al., 2018)
Reticulo Endoplasmico y lleva a cabo reclutamiento de vesiculas.
formacion de VCL LseA Media fusién de membranas asociadas al Aparato de Golgi (Mondino et al., 2020)
Ceg9 Ipg0246 Trafico de Vesiculas (Hubber & Roy, 2010)
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VipA Ipg0390 Trafico de Vesiculas (Hubber & Roy, 2010)
AnkX/AnkN/LegAS8 Ipg0695 Trafico de Vesiculas (Hubber & Roy, 2010)
Intervencion de Cegl9 Ipg1121 Tréfico de Vesiculas (Hubber & Roy, 2010)
Vesiculas LegC3 Ipg1701 Trafico de Vesiculas (Hubber & Roy, 2010)
YIfB/LegC2 Ipg1884 Trafico de Vesiculas (Hubber & Roy, 2010)
SetA lpg1978 Trafico de Vesiculas (Hubber & Roy, 2010)
MavE mavE Indispensable para la biogénesis del fagosoma y la evasion | (Vaughn et al., 2021)
lisosomal
AnkB/ Ipg2144 Ubiquitinacion (Hubber & Roy, 2010)
Ubiquitinacion y vias Cag27/LegAU13
apoptoticas SidF Ipg2584 Antiapoptosis (Hubber & Roy, 2010)
LbtA ItbA Sintesis de legiobactina (Zhan & Chao-Hui Hu,
2015) (Cianciotto, 2015)
LbtB ItbB Exportacidn de sideréforo (Zhan & Chao-Hui Hu,
2015) (Cianciotto, 2015)
LbtU IbtU Utilizacidn de legiobactina (Zhan & Chao-Hui Hu,
2015) (Cianciotto, 2015)
LbtC IbtC Regulacién de la absorcion de hierro (Zzhan & Chao-Hui Hu,
Absorci6n de hierro 2015) (Cianciotto, 2015)
Cyc4d ciclo Secrecién de legiobactina (zhan & Chao-Hui Hu,
2015) (Cianciotto, 2015)
LbtA ItbA Sintesis de legiobactina (Zzhan & Chao-Hui Hu,
2015) (Cianciotto, 2015)
LbtB ItbB Exportacion de sideréforo (zhan & Chao-Hui Hu,
2015) (Cianciotto, 2015)
FeoB feoB Transportador de hierro, juega un papel importante en la | (Zhan & Chao-Hui Hu,

captacién de hierro por parte de L. pneumophila

2015)
(Fonseca & Swanson,
2014) (Cianciotto, 2015)




Recuperacion y
asimilacion de hierro del

MavN

Mediante esta Proteina Efectora altamente conservada, Ia
bacteria obtiene el hierro intracelularmente de los macréfagos.

(Christenson et al., 2019)
(Cianciotto, 2015)

ambiente Legiobactina IbtA IbtB Absorcion de hierro (Burnside et al., 2015;
Sideroforo Christenson et al., 2019)
(Cianciotto, 2015)
Enzima Reductasa Adquisicién de hierro (Christenson et al., 2019)
Férrica (Cianciotto, 2015)
Movimiento de la bacteria | Flagelos flaA Son importantes para alcanzar nuevas células hospederas mediante | (Appelt & Heuner, 2017,

desplazamiento en el medio hasta captar un nuevo hospedero.

Esta forma flagelar se presenta después que la bacteria se ha replicado
intracelular en la VCL y que la cantidad de nutrientes es minima.

Las formas flageladas son resistentes al estrés, altamente virulentas e
infecciosas, estan en pausa metabdlica y son incapaces de replicarse.
El flagelo estd conformado por un cuerpo basal, una estructura de
gancho y un filamento. Para su ensamble es necesario que las
proteinas necesarias sean exportadas fuera de la célula mediante el
Sistema de Secrecion tipo Il (T3SS), el cuerpo basal consta de una
varilla, tres anillos correspondientes a membrana/supramembrana,
Peptidoglicano y Lipopolisacarido y un complejo denominado MotAB,
que corresponde a un motor que provee de energia para la rotacion
del flagelo

Dietrich et al., 2001)

Reguldn flagelar

Regulacidn de la expresion de genes flagelares

(Appelt & Heuner, 2017)

factor sigma flagelar
FliAy FlaR

Factores reguladores a nivel Transcripcional para el gen flaA

(Dietrich et al., 2001)




4.1.2 Ciclos de vida de L. pneumophila

L. pneumophila, siendo un patégeno intracelular obligado y oportunista emplea células hospederas
como nicho replicativo en humanos y protozoarios. En los humanos se replica dentro de los
macroéfagos alveolares lo que conlleva a la neumonia (A. Best & Kwaik, 2018) y en hospederos
protozoarios emplea diferentes filos, en los que se incluyen Ciliophora (protozoos ciliados) y
Amoebozoa (amebas), de este filo se han reportado hospederos del género Acanthamoeba las
especies, Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba hatchetii, Acanthamoeba jacobsi,
Acanthamoeba lenticulata, Acanthamoeba palestinensis, Acanthamoeba polyphaga; del género
Naegleria, las especies Naegleria australiensis, Naegleria fowleri, Naegleria gruberi, Naegleria
lovaniensis, Naegleria pagei; el género Echinamoeba sp. y Vermamoeba vermiformis (Boamah et
al., 2017). Adicionalmente, existen reportes de algunos nematodos, como Caenorhabditis elegans
(Hilbi et al., 2011). En los hospederos protozoarios se réplica dentro del citosol o dentro de una
vacuola (A. Best & Kwaik, 2018), obteniendo de ellos las fuentes de nutricidn y proteccién en los
ambientes adversos (Mekkour et al., 2013).

L. pneumophila presenta un ciclo de vida bifasico que le permite adaptarse a las condiciones
ambientales para la supervivencia, la replicacién y la transmisién. Este ciclo estd compuesto por
una fase replicativa intracelular y una transmisiva extracelular (Ge et al., 2019).

La fase replicativa intracelular se presenta después que la bacteria ha perdurado en el ambiente y
ha sobrevivido a medios hostiles (Oliva et al., 2018). Para llevar a cabo la replicacién intracelular
tanto en los protistas como en los macréfagos alveolares, L. pneumophila emplea mecanismos
analogos de replicacién y es necesario que la bacteria establezca un nicho replicativo dentro de sus
hospederos para que se dé la replicacidn intracelular; esto se consigue por la formacién de una
Vacuola que Contiene Legionella (VCL), dentro de esta vacuola la regulacién genética y el
metabolismo bacteriano se regula con base en la disponibilidad de nutrientes, si existen suficientes
nutrimentos como los aminoacidos, la bacteria es capaz de proliferar y diferenciarse (A. M. Best &
Kwaik, 2020). Para que la VCL se pueda originar, es necesario que actue el Sistema de Translocacion
/ secrecién Dot/lcm tipo IV (T4SS) presente en la bacteria; este es un sistema de efectores
traslocados que se activan sobre el hospedero una vez la bacteria se encuentra intracelularmente.
Las proteinas efectoras actian modificando varias de las actividades del hospedero, permitiendo
el crecimiento bacteriano (Zhu & Luo, 2016).

Algunas de las funciones de estas proteinas efectoras estan centradas en prevenir la fusion de
lisosomas, reclutar vesiculas derivadas del reticulo endopldsmico del hospedero a la VCL, evadir la
respuesta inmune innata y modular diversos procesos del hospedero, favoreciendo la
supervivencia intracelular y la replicacion de L. pneumophila. Cabe mencionar, que varias de estas
proteinas efectoras las ha obtenido la bacteria a partir de hospederos eucariotas, a través de
transferencia horizontal de genes entre reinos; estos efectores de tipo eucariota le permiten a



Legionella manipular los procesos del hospedero para establecer su nicho replicativo (A. M. Best &
Kwaik, 2020; Copenhaver et al., 2014; Misch, 2016).

En el ciclo de vida, se considera a las amebas como un sistema de colaboracidn similar a “caballos
de troya” o “sistema de entrenamiento”, ya que frente a las condiciones hostiles se crea una
asociacién importante que permite la presencia continua de la bacteria en el medio ambiente;
entre mas tiempo permanece la bacteria dentro del protozoo aumenta la resistencia de Legionella
a las condiciones adversas, tales como fluctuaciones de temperatura, osmolaridad, pH y exposicion
a agentes oxidantes, de esta forma contribuyen a su supervivencia en el medio ambiente
(Molmeret et al., 2005).

Los protistas son fuente de energia y carbono para Legionella pneumophila, debido a que la
bacteria depende nutricionalmente de los aminodcidos del hospedero, especificamente la serina'y
la cisteina, que se emplean para generar piruvato y este a su vez como suministro para el ciclo del
acido tricarboxilico, principal via metabdlica para la produccién de energia. La glucosa se usa muy
poco a través de la glucdlisis y se metaboliza a través de la via de Entner-Doudoroff (A. Best & Kwaik,
2018).

El ciclo de replicacidn intracelular se lleva a cabo en varios pasos tal como lo muestra la figura 3.
En el primer paso la bacteria flagelada se une a la célula hospedera; existen receptores especificos
para cada célula hospedera, por ejemplo, la lectina Gal/GalNAc es especifica para Vermamoeba
vermiformis y la lectina de unién a la manosa (LMB) es especifica para Acanthamoeba castellanii,
en humanos, los receptores para monocitos corresponden al complemento; ademas los pilis
ayudan a la adhesién en los macréfagos. Seguido a la unidn con la célula hospedera, L. pneumophila
empieza a internarse en el hospedero, a través de la translocacién de efectores de proteinas en el
citosol por medio del sistema de secrecidn tipo IV Dot/lcm (T4SS). La fagocitosis de la bacteria se
realiza por los mecanismos convencionales, aunque se ha observado una forma Unica de entrada,
llamada fagocitosis en espiral (A. Best & Kwaik, 2018). Este proceso en L. pneumophila, se basa en
la polimerizacién de actina mediada por fosfatidilisonositol (PI3K); ademas las coroninas (Proteinas
de unién a actina), se relnen transitoriamente a la copa fagocitica de las células hospederas
permitiendo la fagocitosis, también en este proceso participa un efector traslocado de la bacteria
denominado (SdeA / LaiA) (Chauhan & Shames, 2021)

Seguido a esto, el patdgeno inhibe la via fagolisosémica y fabrica un espacio especializado llamado
Vacuola que Contiene Legionella (VCL) (Schunder et al., 2014), en este compartimento se lleva a
cabo la replicacidn bacteriana, esta VCL resiste a la acidificacién (Oliva et al., 2018) debido a que
bloquea la ATPasa vacuolar de la célula hospedera, se liberan dos efectores SidK y WipB (Mondino
et al., 2020). En la VCL la bacteria resiste a la falta de nutrientes, los cambios de temperatura, el
estrés oxidativo, entre otros mecanismos de defensa del hospedero (Oliva et al., 2018). La VCL se
comunica con varias vias de trafico de vesiculas, entre las que se encuentran las rutas endosdmica,
secretora y retrograda, a su vez esta formada por gran cantidad de proteina efectoras que la
bacteria secreta y que se dirigen a lipidos y proteinas del hospedero, alli juegan un papel muy
importante los lipidos de fosfoinositidol que en células eucariotas son determinantes de la
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identidad de los organelos, la dinamica de la membrana y el trafico de las vesiculas. Es asi como L.
pneumophila en la célula hospedera modula a los lipidos de fosfoinositidol para favorecerse,
mediante el reclutamiento de vesiculas decoradas de fosfoinositidol, esto se da gracias a la
produccién de efectores que interactian con lipidos de fosfoinositidol como fosfatasa, quinasas,
fosfolipasas y alteracion de las enzimas metabolizadoras de lipidos de fosfoinositidol del
hospedero, al inhibir la via fagolisosémica por reclutamiento y retencién de vesiculas marcadas con
Lipidos de Fosfoinositidol, produccidén de proteinas efectoras que interactdan con los lipidos de
fosfoinositidol (SidC), quinasas (LepB), fosfatasas (SidP) o fosfolipasas (VipD) para bloquear las
quinasas del hospedero como se observa en la figura 3. Posterior a la formaciéon y maduracién de
la VCL, esta se acopla con el Reticulo Endoplasmico, gracias a varias GTPasas como Arf, las familias
Rab, Ran y Rap que regulan la formacién de la VCL y la replicacién intracelular, asi como, otras
GTPasas implicadas en la fusion de membranas. La GTPasa Atlastin3 (Atl3 / Sey1), que esta presente
en los tubulos del reticulo endoplasmico, cataliza fusiones de reticulo endoplasmico homotipicas,
favoreciendo el remodelamiento del reticulo endoplasmico alrededor de la VCL (Swart & Hilbi,
2020), asi como, el reclutamiento de vesiculas del aparato de Golgi con la membrana
vacuolar (Isberg et al., 2009). Esta modificacion es importante para evitar la fusién con los
lisosomas (A. Best & Kwaik, 2018). En este momento también actua el Sistema de Secrecién Tipo 4
(T4SS) reclutando mitocondrias a la VCL y a través de la proteina efectora LegG1 induce la
fragmentacion mitocondrial, interrumpiendo la respiracion mitocondrial y favoreciendo la
replicacion intracelular de la bacteria (Chauhan & Shames, 2021). En este momento sucede el
tercer paso donde Legionella pneumophila empieza a replicarse rapidamente con un tiempo de
generacidn aproximadamente de una hora (Schunder et al., 2014).

El cuarto paso se presenta cuando Legionella pneumophila se ha replicado bastante y escapa al
citosol del hospedero (A. Best & Kwaik, 2018). La bacteria se replica de manera exponencial en la
célula hospedera hasta que haya condiciones suficientes de nutrientes, cuando la nutricion en el
hospedero se vuelve limitante (Schunder et al., 2014), se dispara una alarma bacteriana que induce
a una transicion de la fase replicativa intracelular a la fase transmisiva (A. Best & Kwaik, 2018). La
disminucién de aminodacidos conlleva a la sintesis y acumulacién de guanosina 3,5-bispirofosfato
(ppGpp), que lleva al inicio de la fase transmisiva, esta transicion esta regulada por los factores
sigma RpoS y FliA, la proteina activadora LetE y el sistema de dos componentes LetA / S. La
sefializacion LetA / S da como resultado la regulaciéon positiva de dos pequefios ARN no
codificantes, RsmY y RsmZ, que ayudan en el cambio de fase al reprimir el represor global CsrA. En
este momento el patdgeno sale del hospedero, tanto en macréfagos como en protozoos formando
poros en su membrana ayudado por el sistema (T4SS) y produciendo necrosis celular. Una vez ha
salido del hospedero, la bacteria se dispersa en el medio ambiente, estableciendo nuevamente la
infeccion en una nueva célula hospedera, que le proporciona un nicho intracelular protector
favorable para la replicacién (Chauhan & Shames, 2021).

La transformacién entre las fases replicativa y transmisiva estd dirigida por cambios
transcriptomicos. En la fase de replicacion, los genes encargados del metabolismo, la asimilacion
de aminodcidos, de azucares, la division celular y biosintesis de procesos se regulan positivamente,



por el contrario, durante la fase transmisiva, los genes relacionados con la entrada a la célula
hospedera, factores de virulencia, flagelos y pilis tipo IV, proteinas de entrada mejorada (Enh) y
proteinas reguladoras ciclicas-di-GMP estan reguladas positivamente (Chauhan & Shames, 2021).
Durante este estado coloniza nichos ambientales extremos como lagos de agua dulce con
temperaturas de 02C, asi mismo ambientes extremadamente acidos y fuentes de agua con
temperatura superior a 602C, también puede propagarse plancténicamente en ambientes de agua
como un microorganismo de vida libre o puede asociarse en biopeliculas; no se multiplica en estos
ambientes (Oliva et al., 2018).
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Figura 1 Ciclo de Vida Intracelular de L. pneumophila. Adaptado y tomado de (Swart & Hilbi, 2020). En la figura se
ilustra el procedimiento que lleva a cabo L. pneumophila en su ciclo de vida intracelular que consiste en los siguientes
pasos: 1. Unidn de la bacteria a la célula hospedera por medio de receptores especificos; 2. Fagocitosis de la Bacteria a

la célula hospedera; 3a. Formacién de Vacuola que Contiene Legionella (VCL), al inhibir la via fagolisosémica por
reclutamiento y retencidn de vesiculas marcadas con Lipidos de Fosfoinositidol; 3b. produccion de proteinas efectoras
que interactuan con los lipidos de fosfoinositidol (SidC), quinasas (LepB), fosfatasas (SidP) o fosfolipasas (VipD) para
bloquear las quinasas del hospedero; 3c. Remodelacién por reclutamiento del reticulo endoplasmico (RE) y vesiculas
del aparato de Golgi con la membrana vacuolar, favoreciendo la replicacién dentro de la Vacuola; 4. Paso de la bacteria
al citosol de la célula hospedera y salida de esta.
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Figura 2. Bloqueo de Lipidos de Fosfoinositidol de la célula hospedera, mediado por proteinas efectoras de L.
pneumophila. Tomado y Adapto de (Swart & Hilbi, 2020). El Sistema de Secrecién Tipo IVB (T4SSB), secreta proteinas
efectoras al citosol de la célula hospedera bloqueando las vesiculas con Lipidos de Fosfoinositidol que se encuentran

marcando la Vacuola que Contiene Legionella VCL, mediante: 1. Unidn directa de efectores a Lipidos de Fosfoinositidol

(SidC, SidM, AnkX, LidA, RidL, SetA, LtpM); 2. Actuando como Lipidos de Fosfoinositidol de fosfatasas bacterianas (SidF,

SidP), Fosfoinositidol quinasas (LepB, LegA5) o fosfolipasas (VipD, PlcC, LpdA); 3. Reclutando Fosfoinositidol fosfatasas o
quinasas eucariotas.

En este punto donde la bacteria se encuentra en la fase transmisiva extracelular y es liberada de la
ameba, permaneciendo en el ambiente, es el momento en que puede ocurrir la infeccién en
humanos. La bacteria llega al hombre por inhalacién de aerosoles contaminados con Legionella
pneumophila, pasa al pulmén, donde es fagocitada por los macrofagos en donde es capaz de
multiplicarse activamente (Oliva et al., 2018). Y alli dentro de los macréfagos alveolares se lleva a
cabo el mismo ciclo replicativo que sucede en los protozoos.

Una vez la bacteria alcanza los alvéolos pulmonares, se activan diferentes mecanismos de
respuesta inmune innata para tratar de controlar la infeccidn, esta corresponde a la primera linea
de defensa contra la bacteria en las fases iniciales de la infeccién. El Sistema Inmune Innato
reconoce a L. pneumophila a través de los Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR), estos
PRR, reconocen los Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMP), estos PAMP,



corresponden a componentes de la bacteria esenciales para su supervivencia (Park et al., 2017).
Durante la infeccién pulmonar el sistema inmune innato detecta al patégeno por los PRR como
receptores tipo Toll (TLR) en las superficies celulares, en endosomas y en oligomerizacion de unién
a nucledtidos receptores tipo NOD (NLR) y a través de sensores de acido nucleico citosélico (A. S.
Brown et al., 2017). Especificamente TLR 2 reconoce los componentes de la pared celular de L.
pneumophila y contribuye a la producciéon de mediadores proinflamatorios, tales como, TNFa y
varias citocinas (Naujoks et al., 2018) y quimiocinas; tanto, las citocinas como las quimioquinas son
proteinas solubles de sefalizacidn producidas por muchas células del sistema inmune como
neutroéfilos, monocitos, macrofagos, células B y células T, su funcién principal es actuar como
moduladores y mediadores en entornos localizados regulando respuestas inmunes, existen
diferentes familias de citocinas dentro de las cuales se encuentran las interleuquinas (IL) (Stenken
& Poschenrieder, 2015). Estas citocinas reclutan neutrdfilos y monocitos que contribuyen a que se
sintetice IL-12 e IFNY en maximas concentraciones, promoviendo el control eficaz de la infeccidn
bacteriana (Casson et al., 2017). TLR 5 reconoce la flagelina de la bacteria y TLR 9 detecta el ADN
de L. pneumophila presente en endo-fagosomas; en cuanto a los receptores tipo NLR,
particularmente, NOD 1 y NOD 2, detectan el peptidoglicano de la bacteria, activando citocinas
durante la infeccidon por L. pneumophila; otros NLR importantes, implicados en detectar al
patégeno se encuentran NAIP5, NLRC4 y NLRP3, estos NLR conforman complejos multiproteicos
llamados inflamasomas (Naujoks et al., 2018).

Los inflamasomas son un grupo de complejos proteicos que constan de una molécula sensora del
inflamasoma, la proteina adaptadora ASCy la caspasa 1, la formacién de inflamasomas resulta por
la accion de varias sustancias originadas durante infecciones, dafios tisulares o desequilibrios
metabdlicos (Latz et al.,, 2013); por ejemplo, L. pneumophila forma un inflamasoma
intracelularmente en el macréfago cuando el sistema T4SS induce a la deteccidn de flagelina de la
bacteria, esta flagelina se une a NAIP5 y se oligomeriza con NLRC4, a su vez, NLRC4 interactua
directamente con la Caspasa 1 sin reclutar ASC, hay produccion de Interleuquina 1R (IL-1R),
Interleuquina 18 (IL18) conllevando a muerte celular piroptéptica (Copenhaver et al., 2014;
Krakauer, 2019; Naujoks et al., 2018).

Los macréfagos alveolares infectados con L. pneumophila al liberar IL-1a e IL-18 activan a
macrofagos transeuntes no infectados y neutréfilos mediante el receptor de IL-1 (IL.1R), se
liberaran mads citocinas y quimiocinas proinflamatorias que desencadenan el reclutamiento
continuo de neutrdfilos (Barry et al., 2013) que produciran Especies Reactivas de Oxigeno y otras
Citocinas como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF) (Copenhaver et al., 2014). El papel que
desempefia el TNF es acidificar los lisosomas, permitiendo que se fusionen con La VCL Yy se logre la
eliminacion de la bacteria, el TNF también es producida por los monocitos reclutados (Naujoks et
al., 2018). Otro factor importante en la eliminacidn efectiva de L. pneumophila es el Interferén
Gamma ITFy, producido por macrdfagos infectados, células Natural Killer (NK) y células T. Este
factor actua sobre células monociticas activando su actividad bactericida (A. S. Brown et al.,
2017), mediante estrés oxidativo, remodelacién nutricional y xenofagia, ademas, El gen 1 de
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respuesta inmune estimulado por interferén (IRG1) restringe a la bacteria por la produccion de
acido itacénico (Chauhan & Shames, 2021).

4.1.3 Biopeliculas de L. pneumophila

Las biopeliculas corresponden a comunidades organizadas de bacterias que coexisten dentro de una

matriz extracelular de origen propio, compuesta por polisacaridos, proteinas, lipidos y ADN (Magana et

al., 2018). Las biopeliculas se pueden desarrollar tanto en interfaces sélido-agua, conocidas como
biopeliculas asociadas al sustrato, como en interfaces agua-aire, conocidas como biopeliculas flotantes.

Es importante resaltar que, a partir de biopeliculas flotantes se pueden originar aerosoles capaces de

transmitir a distancias considerables a los microorganismos presentes en la biopelicula, incluidos los

patégenos. En términos generales el proceso de formacidon de biopeliculas se da en tres pasos: 1.

Adhesidn bacteriana a un sustrato; 2. Maduracion de la Biopelicula; 3. Desprendimiento de la Biopelicula,

seguido de dispersion en el medio ambiente (Declerck, 2010); sin embargo, en L. pneumophila se tienen

en cuenta unas condiciones especificas que se mencionan a continuacidn y se muestran en la figura 4:

o L. pneumophila se replica dentro de protozoos ambientales. Sefales de Quorum Sensing (QS)
presentes en el ambiente; asi como, la presencia de otras amebas y de otras especies bacterianas,
promueve la captacion de L. pneumophila dentro de hospederos ambientales.

e La produccion y colonizacidon de biopeliculas por parte de L. pneumophila, se puede presentar
después de la replicacion dentro de los hospederos protozoarios o independientemente de esta. Asi
mismo, las sefales ambientales hacen que la bacteria cambie metabdlicamente y favorezcan la
formacion de biopeliculas.

e Se reconocen especies bacterianas que juegan un papel antagonico en la formacion de biopeliculas,
por parte de L. pneumophila, como Pseudomonas aeruginosa; en contraste, existen especies
bacterianas como Klebsiella pneumoniae, que se consideran especies permisivas que permiten
incorporar al patégeno dentro de las biopeliculas.

e L. pneumophila produce sustancias téxicas como biosurfactantes que restringen la entrada a la
biopelicula de otras especies de Legionella.

e Se establecio que los cationes divalentes favorecen la colonizacion de L. pneumophila a |a biopelicula;
sin embargo, la presencia de nanoparticulas dificultan esa colonizacidn por parte del patégeno

(Abdel-Nour et al., 2013).

El papel fundamental de estas biopeliculas, ya sea en biopeliculas ambientales o de sistemas de aguas
artificiales, es permitir que L. pneumophila persista en el medio ambiente, ya que estas biopeliculas



proporcionan refugio y nutrientes, lo que representa un nicho ecoldgico adecuado para la persistencia de
la bacteria (Berjeaud et al., 2016).
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Figura 3 Formacion de Biopeliculas por L. pneumophila. Tomado y Adaptado de (Abdel-Nour et al., 2013). En
esta figura se muestran las condiciones especificas que emplea L. pneumophila para la formacion de Biopeliculas 1. L.
pneumophila se replica dentro de protozoos ambientales. Sefiales de Quorum Sensing presentes en el ambiente; asi como, la
presencia de otras amebas y de otras especies bacterianas, promueve la captacion de L. pneumophila dentro de hospederos
ambientales. 2. La produccion y colonizacion de biopeliculas por parte de L. pneumophila, se puede presentar después de la
replicacion dentro de los hospederos protozoarios o independientemente de esta. Sefiales ambientales hacen que la bacteria
cambie metabdlicamente y favorezcan la formacion de biopeliculas. 3. Se reconocen especies bacterianas que juegan un papel
antagdnico en la formacién de biopeliculas, por parte de L. pneumophila y existen especies bacterianas que se consideran
especies permisivas y permiten incorporar al patégeno dentro de las biopeliculas. 4. Surfactantes que restringen la entrada a la
biopelicula de otras especies de Legionella. 5. Cationes divalentes favorecen la colonizacidn de L. pneumophila a la biopelicula;
nanoparticulas dificultan la colonizacién de L. pneumophila a la biopelicula.



La formacidn de estas biopeliculas estd mediada por el sistema de comunicacidn bacteriana QS (Abdel-
Nour et al., 2013), este sistema corresponde a la comunicacidn entre bacterias a través de pequefias
moléculas orgdnicas difusibles, donde coordinan su comportamiento grupal; este fendmeno se inicia
cuando se alcanza una concentracidon umbral “el Quorum” de la molécula de sefializacion y las moléculas
quimicas llamadas “autoinductores” median la deteccidn del Quorum (Hochstrasser & Hilbi, 2017). Con
respecto a lo anterior, L. pneumophila emplea el autoinductor LAI-1 (3-hydroxypentadecano-4-1),
producido y detectado por el Sistema de Detecciéon de Quorum de Legionella (Lgs); este sistema
comprende el autoinductor Sintasa LgsA, las quinasas sensoras homdlogas LgsS y el regulador de
respuesta LgsR (Abu Khweek & Amer, 2018).

Aunque L. pneumophila puede producir biopeliculas de monoespecies, es mas tipico que este
incluida en biopeliculas de multiples especies; en estas Ultimas pueden estar involucradas varias
especies de amebas, incluidas Hartmannella vermiformisy Acanthamoebae castellanii, que
desempefian un papel fundamental en el desarrollo y replicacion de la bacteria (Abdel-Nour et al.,
2013), y promoviendo en gran medida el crecimiento de L. pneumophila dentro de las biopeliculas
(Stewart et al., 2012). Asi mismo, L. pneumophila es capaz de crecer sobre restos de amebas
muertas; ademas, la bacteria puede adherirse a los protozoos en biopeliculas flotantes en ausencia
de superficies abidticas disponibles (Abdel-Nour et al., 2013). Por otra parte, en las biopeliculas de
multiples especies, la supervivencia de L. pneumophila puede verse afectada por la presencia de
otras especies bacterianas, es asi como Stewar y colaboradores en el aino 2012, demostraron que
L. pneumophila, es capaz de persistir en una biopelicula formada por Klebsiella pneumoniae,
Flavobacterium sp o Pseudomonas fluorescens (Stewart et al., 2012); en contraste, determinaron
que Pseudomonas aeruginosa al producir Lactonas Acilhomoserinas (AHL) previene la colonizacion
de L. pneumophila en biopeliculas, ya que estas enzimas estan involucradas en los circuitos de
“Quorum Sensing” (Rémy et al., 2020); asi que AHL de P. aeruginosa regulan negativamente la
produccién de la Proteina Similar al Colageno de Legionella (Lcl) que es esencial para la formacion
de biopeliculas en L. pneumophila (Abdel-Nour et al., 2013).

4.2 Pruebas Diagnosticas para Legionella pneumophila

En la actualidad para el diagndstico de Legionella sp. existen diversas técnicas que se basan en la
identificacion de antigenos bacterianos, anticuerpos o métodos moleculares. Las principales
caracteristicas de estos métodos se describen a continuacion.

4.2.1 Antigeno urinario

La evaluacion del antigeno urinario de L. pneumophila es una las pruebas empleadas con mayor
frecuencia, corresponde a una técnica independiente de cultivo y es considerada una prueba de
diagndstico de primera linea (Burillo et al., 2017). Este método se fundamenta en la deteccion de
antigeno soluble urinario, especificamente reconoce el Lipopolisacarido presente en la pared
celular de L. pneumophila serogrupo 1 (Lp1)(Jarraud et al., 2013). Esta prueba tiene un porcentaje
de sensibilidad de 56% a 99% y una especificidad mayor del 99% (Burillo et al., 2017). La prueba se
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vuelve positiva después de 48 a 72 horas de la aparicién de los sintomas y permanece positivo
después de varias semanas (Jarraud et al., 2013). Como desventaja que presenta esta técnica es la
imposibilidad de detectar otros antigenos diferentes al Lp1(Tronel & Hartemann, 2009). Como
ventaja se resalta la deteccion rapida de antigeno urinario, en pocos minutos, facilidad de realizacion;
ademas, de no requerir equipos de laboratorio automatizados (Beraud et al., 2015).

4.2.2 Diagnéstico de L. pneumophila por cultivo

Dentro de las pruebas diagndsticas para la deteccidn de L. pneumophila se encuentra el aislamiento del
microorganismo en medio de cultivo selectivo de extracto de levadura de carbon amortiguado (BCYE),
considerandose este método el estandar de oro en el diagndstico del patégeno (Mojtahedi et al., 2019).
Este método presenta una sensibilidad del 10 - 80%, sin embargo, es una prueba larga, ya que la deteccion
del microorganismo ocurre hacia los 7 dias (Tronel & Hartemann, 2009). A pesar de ser considerada la
prueba de oro, el cultivo bacteriano presenta desventajas frente a los otros métodos, como el tiempo de
incubacion para el crecimiento del patdgeno y la dificultad de recuperar el microorganismo cuando el
paciente tiene instaurada una terapia antimicrobiana (Mojtahedi et al., 2019). En cuanto a la especificidad
de la prueba, esta es de 99%. Lo positivo de este método es que tiene la capacidad de recuperar todos
los serogrupos y especies conocidos. Existen dos formulaciones de agar BCYE para aislamiento clinico;
esta el medio BCYE suplementado con polimixina B, anisomicina, vancomicina y purpura de bromocresol
y colorante azul de bromotimol, el colorante colorea las colonias de Legionella, permitiendo asi una
identificacion fenotipica facil y los antibidticos suprimen la flora acompafiante. Y la otra formulacién del
medio de cultivo esta suplementado con polimixina B, anisomicina y cefamandol (Pierre et al., 2017).

En Colombia, no es una técnica empleada de manera rutinaria debido a que el medio de cultivo no esta
disponible comercialmente, requiriendo importacién y validacidn con cepas ATCC.

4.2.3 Diagndstico de L. pneumophila por pruebas moleculares

Recientemente se han evaluado las técnicas moleculares como PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) y qPCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa en tiempo real o cuantitativa) como método
diagnostico con el fin de implementar una técnica de diagndstico molecular, que pueda detectar al
patdgeno en las fases iniciales de la enfermedad (Mojtahedi et al., 2019).

La PCR que corresponde a una técnica de amplificacién enzimatica especifica de ADN in vitro (Kralik &
Ricchi, 2017), este procedimiento se lleva a cabo en varios ciclos que comprende desnaturalizacion de
ADN, reconocimiento de cebadores y extensién. Dentro de la utilizacién de esta técnica, se desarrollé un
acontecimiento importante y significativo, que consistid en la introduccién de la PCR en tiempo real o
cuantitativa (QPCR)(Kralik & Ricchi, 2017) en los afios 1991 y 1992 (Higuchi et al., 1992). Esta técnica tiene
un principio matematico mediante un proceso exponencial en el que el nimero de moléculas de ADN
se duplica tedricamente después de cada ciclo y esta basada en el monitoreo en tiempo real de la
amplificacion del ADN que se encuentra marcado con fluorescencia, esta fluorescencia se mide después
de cadaciclo y la intensidad de la sefial fluorescente refleja la cantidad momentanea de amplicones



de ADN en la muestra en ese momento especifico. Para visualizar en tiempo real los fragmentos
de ADN amplificados se puede emplear colorantes de ADN fluorescentes no especificos y sondas
de oligonucleétidos marcadas con fluorescencia (Kralik & Ricchi, 2017)

Existen pruebas comerciales disponibles de PCR y gqPCR para muestras respiratorias, estas pruebas
comerciales presentan sensibilidades que varian del 17% al 100% y especificidades que varian del 95% al
100%. (Pierre et al., 2017). Se presenta una ventaja frente a los resultados del cultivo y los métodos
de diagndstico molecular, esto puede deberse a que los métodos de diagndstico molecular pueden
reconocer todas las bacterias, vivas o muertas, pero en el método de cultivo, solo se pueden
detectar células viables. Otra razén obedece al hecho que el cultivo necesita una amplia
concentracién de bacterias para su aislamiento; por el contrario, los métodos moleculares pueden
detectar la presencia de incluso una bacteria, con ello se contribuye a una deteccién rapida y un
tratamiento mas eficiente (Divan Khosroshahi et al., 2015)

4.2.4 Diagndstico de L. pneumophila por Antigeno Fluorescente Directo

Este método realiza deteccidn directa de la bacteria, mediante anticuerpos fluorescentes directos
(Blyth et al., 2009), emplea anticuerpos monoclonales o policlonales conjugados con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) contra L. pneumophila (Sethi et al., 2007). Presenta una sensibilidad
aproximadamente del 70% y una especificidad cercana al 99% (Pierre et al., 2017).

En la siguiente tabla se presenta resumidos los porcentajes de Sensibilidad y Especificidad
publicados en la literatura para las pruebas diagndsticas empleadas en L. pneumophila.

Tabla 3 Porcentaje de Sensibilidad y Especificidad de Métodos diagnodsticos para L. pneumophila.

Método Muestra % Sensibilidad % Especificidad Referencias
Diagnostico
Esputo 5-70% 99 %
Lavado
Broncoalveolar 30-90% 100% (Tronel &
Cultivo en medio o0 Aspirado Hartemann, 2009)
BCYE Broncoalveolar (Pierre et al.,
Biopsia de 90 - 99% 100% 2017)
Pulmon
Sangre 10 -30% 100%
Antigeno Urinario Orina 56% - 99% especificidad (Burillo et al.,
mayor del 99% 2017)
Muestra 85% -92% 94% al 99% (Pierre et al.,
PCRy gPCR Respiratoria 2017)
Orina o Suero 33% - 70% 98%
Antigeno Esputoy 25% - 70% 95% - 99% (Pierre et al.,
Fluorescente Lavado 2017)
Directo Broncoalveolar
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Biopsia 80% - 90% 99%
Pulmonar

4.3 L. pneumophila en sistemas de aguas artificiales

Los sistemas de distribucion de agua potable que incluyen lineas y dispositivos de agua caliente,
fria, calentadores de agua, duchas, grifos y filtros, se caracterizan por proveer un ambiente
himedo, calido, periédicamente estancado y con poca cantidad de desinfectante residual; las
condiciones ideales para el crecimiento de Legionella pneumophila (Wang et al., 2017).

Teniendo en cuenta que L. pneumophila coloniza los sistemas de agua artificiales generados por el
hombre, deben ser consideradas fuentes potenciales de contagio a nivel comunitario y son la
fuente mas importante para transmitir la bacteria a nivel hospitalario, causando un tipo de
neumonia nosocomial (David et al., 2017).

Adicionalmente, la capacidad de L. pneumophila para formar biopeliculas, le permite a la bacteria
sobrevivir, persistir y propagarse sobre las superficies internas de los ductos de agua, siendo de
importancia para la salud publica a nivel hospitalario, debido a que varios brotes presentados se
han asociado a la presencia de la bacteria en estos conductos, incluso después de ser sometidos a
tratamientos quimicos o fisicos (Abu Khweek & Amer, 2018). Un ejemplo de la persistencia del
patdgeno a pesar de aplicar métodos de desinfeccién quimica y térmica se presenta en un estudio
publicado en el afio 2016 en Canad3; el estudio se origina a partir de un brote nosocomial
presentado en una entidad hospitalaria. Se evidencio la presencia de la bacteria en un sistema de
agua caliente aun cuando esta contenia niveles protectores de cobre, para eliminar al patégeno se
aplicé una desinfeccion por pasteurizacion a dos sistemas de agua por separado, el sistema nimero
uno se tratd una sola vez a 702C por 30 minutos y el sistema nimero dos se traté con calor por dos
veces, cada tratamiento fue aplicado con una semana de diferencia. Se evidencio por medio de
cultivo, que la presencia de L. pneumophila se redujo significativamente en el sistema niumero uno;
sin embargo en el sistema niumero dos no se observd disminucién a pesar de mantener el lavado
semanal, reducir la longitud de las tuberias y mantener la temperatura del agua por encima de
55°C, finalmente los bajos niveles de L. pneumophila no pudieron eliminarse (Bédard, Boppe, et al.,
2016).

Para el afio 2015 en Estados Unidos, empleando los datos de Vigilancia Nacional, se encontré una
notificacién de 2.809 casos confirmados de Enfermedad del Legionario, de los cuales 85 casos (3%)
se definieron como casos definitivos asociados con la atencién médica y 468 (17%) como posibles
casos asociados con la atencién médica, el 75,88% se presentd en personas con edades superiores
a 60 anos y la exposicion ocurrid en 15 hospitales y 57 centros de cuidado de largo plazo; ademas,
la tasa de letalidad asociada con la atencién médica fue del 25% para pacientes con Enfermedad
del Legionario confirmada y del 10% para los pacientes con posible Enfermedad del Legionario.



Estas tasas demuestran la importancia de implementar Programas de Gestidn del Riesgo para
Control y Prevencién del patdgeno en instituciones hospitalarias (Soda et al., 2017).

4.3.1 Transmision comunitaria:

La enfermedad adquirida en la comunidad generalmente es esporadica y no estd asociada a brotes;
dentro de las principales fuentes de transmisidén comunitaria se incluye el agua potable residencial,
los sistemas de aguas de grandes edificios y las torres de enfriamiento, fugas de agua de los
sistemas de aire acondicionado de los vehiculos, lineas de flotacidon de unidades dentales y agua
potable de oficinas (Orkis et al., 2018), la exposicidon en spas con hidromasajes, duchas, grifos,
bafieras y piscinas (Roig et al., 2003). Se considera que la incidencia de la enfermedad es mayor en
verano y estd relacionado al uso continuo de aires acondicionados (Prussin et al., 2018). En la
revision sistematica publicada en el afio 2018, sobre los casos de Legionellosis o brotes asociados
con entornos de agua utilizados con fines recreativos, entre los que se incluyeron piscinas, spas,
aguas termales, jacuzzis y balnearios naturales; incluyo las publicaciones del 1 de enero de 1977 al
31 de mayo de 2018; se encontraron 42 eventos, de los cuales 25 correspondieron a brotesy 17 a
casos esporadicos. Durante este periodo se informaron 1079 casos, correspondiendo el 57,5% a
Fiebre de Pontiac sin registro de muertesy el 42,5% correspondieron a Enfermedad del Legionario,
con una tasa de letalidad del 6,3%; esto datos evidencian que las fuentes de agua representan una
fuente potencial en la infeccion por Legionella (Leoni et al., 2018).

Un estudio publicado en el afio 2017 en Corea del Sur describe el caso de una mujer de 58 afios
con diabetes y diagnosticada con neumonia asociada a la Comunidad. La paciente fue ingresada a
la Unidad de Cuidados Intensivos para ventilacion mecanica por deterioro de su estado de salud.
La prueba de antigeno urinario practicada arrojé un resultado positivo y las pruebas realizadas para
patégenos respiratorios dieron resultados negativos. La investigacién ambiental para determinar
la fuente de infeccién y establecer medidas preventivas, demostraron la colonizacién de L.
pneumophila serogrupo 1 en el circuito de agua caliente del edificio y en grifos de agua caliente de
la vivienda; estos hallazgos confirman que los sistemas de agua comunitaria colonizados con la
bacteria pueden ser una fuente de transmision (Ryu et al., 2017).

En Latinoamérica, se evidencié la presencia de especies de Legionella en reservorios domiciliarios
de agua potable en Chaco, Argentina. En este estudio se tomaron 46 muestras de agua de
diferentes puntos de la ciudad, por técnicas de cultivo y técnicas moleculares de PCR, se aislaron
cepas de Legionella sp. por cultivo en 16 muestras (34,9%) y técnica de PCR se identificd a L.
pneumophila en 15 muestras (Losch et al., 2019).

4.3.2 Transmision por sistemas de agua hospitalarios:

Los sistemas de agua de las instituciones hospitalarias pueden contaminarse con Legionella
pneumophila, estos sistemas incluyen grifos, duchas, torres de enfriamiento; asi mismo, puede
colonizar fuentes inusuales como burbujeadores para oxigenoterapia, incubadoras pediatricas,
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equipos dentales (Lagana et al., 2019), humidificadores, dispositivos respiratorios, nebulizadores
que se han llenado o lavado con agua de grifo (Jinna & Gaikwad, 2018a), broncoscopios en los
cuales se emplean protocolos de limpieza con agua de grifo (Mitchell et al., 1997). Otra fuente
reportada de contaminacién intrahospitalaria por L. pneumophila son los calentadores de toallas a
vapor; en varias instituciones hospitalarias estos instrumentos son empleados para secar toallas
utilizadas en la limpieza corporal de los pacientes (Higa et al., 2012). Todas estas fuentes de
contaminacién pueden generar infeccidn en los pacientes por aspiracion de agua contaminada o
inhalacién directa de aerosoles (Jinna & Gaikwad, 2018b).

Diferentes investigaciones han evidenciado la presencia de L. pneumophila en sistemas de agua
hospitalarios; en un estudio realizado en Japdn se aislé Legionella sp. de grifos y lavavajillas
conectados a griferias contaminadas, se determind que los lavavajillas contaminados eran el
reservorio potencial para la propagacién de Legionella en el centro de salud (Yoshida et al., 2018).
Otro estudio realizado en el Reino Unido demostrd que los aislamientos ambientales de L.
pneumophila provenientes de instituciones hospitalarias podian crecer en un modelo celular
empleado para investigacion biomédica, las células U937 similares a los macréfagos humanos,
produciendo un efecto citopatico significativo, lo que puede considerarse un riesgo potencial para
la adquisicion de la Enfermedad del Legionario en un hospital (Garcia-Nufiez et al., 2009).

Otro estudio realizado en Polonia demostrd que, los conductos de agua caliente hospitalarios se
encuentran colonizados con Legionella, a lo largo de siete afios y a pesar de haber sido sometidos
a desinfectantes quimicos como el diéxido de cloro y choque térmico. En este estudio, durante un
periodo de tiempo comprendido entre 2004 a 2011 se recolectaron 134 muestras ambientales de
dos hospitales, los sistemas de agua de estos hospitales se desinfectaron con diéxido de cloroy en
uno solo de ellos se aplicé choque térmico, siendo persistente la presencia de la bacteria; ademas,
este estudio afirma que no controlar la temperatura, tanto de agua fria como caliente, constituye
un factor importante en la aparicion y proliferacién de la bacteria; con relacion a lo anterior, en
estos sistemas de agua la temperatura éptima de agua caliente debe ser mayor a 55°C y la
temperatura del agua fria debe ser menor a 20°C (Pancer et al., 2013).

El riesgo de adquirir la enfermedad intrahospitalariamente aumenta si el patédgeno se encuentra
colonizando los sistemas de aguas de las unidades criticas en los centros hospitalarios, como
Unidades de Cuidados Intensivos, Unidades de Hematologia-Oncologia, Unidades de cardiologia,
hemodidlisis, neumologia. Por lo anterior, es importante realizar evaluacidon periddica de la
presencia de la bacteria en clinicas y hospitales para evitar la exposicidon del microorganismo a
pacientes y profesionales de la salud (Lagana et al., 2019). Se sugieren diferentes estrategias para
prevenir la neumonia por L. pneumophila adquirida en entidades hospitalarias, entre las que se
encuentran el monitoreo ambiental del patégeno periddicamente en suministros de agua y la
vigilancia activa de la bacteria clinicamente en pacientes con neumonia (Ditommaso et al., 2014).

En Colombia, en la ciudad de Medellin en el afilo 2011, se reportaron dos casos de neumonia
adquirida hospitalariamente causados por L. pneumophila. Se traté de dos pacientes con Leucemia



Linfoblastica en tratamiento con quimioterapia, quienes tuvieron positiva la prueba de antigeno
urinario (Betancur-jiménez et al., 2011).

4.4 Enfermedades Asociadas a L. pneumophila

Las infecciones en humanos provocadas por el género Legionella, generalmente se presentan por
la especie pneumophila; de acuerdo a un estudio en colaboracién internacional realizado de la
Enfermedad de Legionario adquirida en la comunidad, se ha evidenciado que L. pneumophila es
responsable de la mayoria de los casos 91,5%, seguido de Legionella longbeachae con un 3,9%, y
Legionella bozemanii con un 2,4%, los otros casos se debieron a Legionella micdadei, Legionella
feeleii, Legionella dumoffii, Legionella wadsworthii y Legionella anisa, las otras especies de
Legionella rara vez causan enfermedad en humano (Yu et al., 2002); otro estudio realizado en el
afio 2013, donde se evaluaron 215 pacientes con neumonia adquirida en la comunidad causadas
por especies de Legionella, se confirmd que la especie pneumophila es la principal especie causante
de enfermedad; de los 215 pacientes estudiados, 214 presentaron neumonia por L. pneumophila
serogrupo 1y tan solo un paciente presentd neumonia por L. longbeachae y el 7,4% de los casos el
origen de la neumonia se asocié a viajes (Viasus et al., 2013).

En humanos L. pneumophila coloniza principalmente los alvéolos pulmonares, luego de la
inhalacion del patégeno en forma de aerosol, estos aerosoles son producidos a partir de fuentes
de aguas contaminadas, incluidas duchas, grifos, jacuzzis, piscinas y torres de enfriamiento de aires
acondicionados, la inhalacion ocurre cuando las particulas aerolizadas ingresan al tracto
respiratorio con tamafos de aerosol inferior a 10 micras, tamafio necesario para la instalacion
alverolar (Prussin et al., 2018). Al llegar al pulmadn, L. pneumophila es fagocitada por los macréfagos
alveolares, alli se replica activamente y da origen a un cuadro clinico de neumonia muy grave
llamada enfermedad del legionario. Al ser este patdgeno un microorganismo oportunista afecta
principalmente a personas inmunodeprimidas, personas con enfermedades pulmonares crdnicas,
adultos mayores y fumadores. Aproximadamente 20 de las 58 especies conocidas de este género
son capaces de producir enfermedad en humanos, considerandose L. pneumophila serogrupo 1 el
responsable del 85% de los casos de la enfermedad (Oliva et al., 2018).

La infeccion por L. pneumophila tiene dos presentaciones clinicas; una corresponde a la
enfermedad del Legionario, un tipo de neumonia grave con falla multisistémica y la segunda
presentacion corresponde a fiebre de Pontiac, mostrando un cuadro clinico similar a la gripe
autolimitada, en otros casos, pacientes con L. pneumophila presentan cuadros completamente
asintomaticos (Fields et al., 2002). A continuacién, se presentaran los aspectos mas importantes de
la presentacidn clinica de la enfermedad.

4.4.1 Enfermedad del Legionario

La enfermedad del Legionario se presenta como una neumonia atipica, tiene un periodo de incubacion
de 2 a 14 dias y en ella se observan sintomas como dolor de cabeza, mialgia, astenia, anorexia, fiebre,
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diarrea, nduseas, vomito, dolor abdominal y tos que produce esputo purulento; por otro lado, en algunos
pacientes, también se pueden evidenciar manifestaciones no respiratorias como esplenomegalia,
pericarditis, miocarditis, endocarditis y artritis (Cunha, 2010). En pacientes inmunosuprimidos la mayor
presentacion clinica es la neumonia que puede diseminarse fuera del pulmén y generar tasas mayores de
mortalidad en estos pacientes comparado con la mortalidad evidenciada en pacientes
inmunocompetentes. Existen varios factores de riesgo para la presentacién de la enfermedad, entre los
que se incluyen, enfermedad pulmonar crdnica, tabaquismo, adulto mayor a 50 afios, tratamiento con
glucocorticoides, neoplasias hematoldgicas y pacientes en quimioterapia (Cunha et al., 2016).

Se han reportado casos inusuales de la Enfermedad de Legionario, es asi, como en el afio 2014 se
reportaron 2 casos de Legionelosis en neonatos asociados a la aspiracion de agua contaminada empleada
en hospitales para realizar formulas lacteas infantiles, al realizar el andlisis molecular de las muestras
respiratorias de los neonatos y de las muestras ambientales tomadas de los dispensadores de agua, se
obtuvieron resultados idénticos con secuencias iguales (Wei et al., 2014). Otro caso publicado en el afio
2017, donde se presenta una nifia de ocho dias de nacida, con parto a término, quien nacié bajo la
supervision de una partera en su hogar en una bafiera de hidromasaje, presenté neumonia en lébulo
superior derecho, fue necesario ingresarla a la Unidad de Cuidados Intensivos por insuficiencia
multiorganica, necesidad de intubacion, anomalias hematoldgicas e inestabilidad hemodinamica. Los
cultivos realizados a la paciente resultaron positivos para L. pneumophila serotipo 6; sin embargo, no fue
posible analizar el agua de la bafiera ya que se eliminé el agua antes de realizar andlisis microbioldgico
(Barton et al., 2017).

Por otra parte, en el afio 2015, en Houston, Texas, se analizaron 33 casos de Legionelosis presentados en
pacientes con céncer durante los afios 2002 a 2014. El patégeno se identificd a partir de broncoscopia y
una sola muestra se identifico a partir de analisis de secuenciacidn del gen RNAr 16S, en 15 muestras se
identificd L. pneumophila subespecie pneumophila, en 3 muestras L. pneumophila subespecie fraseri, en
4 muestras L. donaldsonii, en 3 muestras L. micdadei, y las siguientes especies una por muestra de L.
bozemanae, L. feeleii, L. gormanii, L. longbeachae, L. maceachernii, L. parisiensis, L. sainthelensi y L. sp
D5382. Todos los pacientes desarrollaron neumonia y tan solo uno fue asintomatico; estos resultados
evidencian que diferentes especies pueden provocar infeccidon en pacientes con cancer, sin embargo, L.
pneumophila es quien produce la enfermedad en una mayor proporcién (Han et al., 2015).

4.4.2 Fiebre de Pontiac

La Fiebre de Pontiac, es la segunda presentacion clinica de la infeccidon causada por Legionella. Este
tipo de infeccidn evidencia una sintomatologia leve y no esta asociado con neumonia (Euser et al.,
2010); se adquiere de la misma manera que la enfermedad del Legionario, por inhalacién de
aerosoles contaminados con L. pneumophila. El cuadro clinico que presenta es muy similar a una
gripe, con fiebre, mialgia, artralgia, astenia, dolor de cabeza, tos, nauseas, dolor de garganta,
dolores toracicos, vomitos y diarrea, generalmente los pacientes se recuperan de dos a cinco dias
sin tratamiento. Por tener una presentacion benigna en ocasiones puede pasar inadvertida y no
diagnosticarse; ademas, no se encuentra asociada a factores predisponentes como edad, sexo



tabaquismo. No presenta complicaciones y no se han reportado casos de mortalidad (Tossa et al.,
2006)

4.4.3 Brotes Comunitarios causados por L. pneumophila

Desde el primer brote causado por L. pneumophila presentado en el afio 1976 en Filadelfia-Estados
Unidos, durante una convencion de legionarios (Fraser et al., 1977), se han reportado varios casos
de brotes a nivel mundial. De acuerdo con datos reportados en LegionellaDB, |a primera base de
datos en linea especializada en brotes de Legionella, donde se analizan metadatos revisados por
pares de PubMed y SCOPUS, los cuales son publicados luego de ser curados (Gongalves et al., 2021),
se han presentado 164 brotes en 24 paises originados en diferentes lugares y asociados a varias
fuentes de infeccion (LegionellaDB, n.d.).

De acuerdo con una revisién de 136 brotes presentados en Estados Unidos durante los aifos 2006
a2017, 115 correspondieron a Enfermedad de Legionario, 4 a Fiebre de Pontiacy 17 se presentaron
como brotes mixtos de Enfermedad de Legionario y Fiebre de Pontiac, como fuentes relacionadas
con la aparicion de los brotes se establece a las torres de enfriamiento, piscinas y spas (Hamilton
et al., 2018). Se estima que en Estados Unidos entre 8.000 y 18.000 personas son hospitalizadas
por legionelosis y aproximadamente del 5% al 30% de los casos presentan mortalidad; ademas se
resalta que en la década del 2000 se presentd un aumento significativo en los casos de 1.110 en el
afio 2000 a 4.202 en el afio 2011; asi mismo, la incidencia aumentd de 0.39 por 100.000 habitantes
en el afio 2000 a 1.36 por 100.000 habitantes en el afio 2011 (Farnham et al., 2014).

En lo que respecta a Europa entre los afios 2011 y 2015 29 paises reportaron 30.532 casos de
enfermedad de Legionario al Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades; del
total de casos reportados el 92.3% como casos confirmados y el 7.7% como casos probables; asi
mismo, durante este periodo la tasa por edad de todos los casos aumento de 0.97 casos por
100.000 habitantes en 2011 a 1.30 casos por 100.000 habitantes en el afio 2015. Lo que representa
un aumento en promedio anual de 0.09 casos por 100.000 habitantes y aproximadamente el 70%
de los casos se adquirieron en la comunidad, el 19.9% como asociados a viajes, el 7.3% como
atencion médica y el 80% de las personas enfermas con edad de 50 afios o mayores. De la misma
manera, del total de los casos reportados se conocio el desenlace clinico de 23.164 casos, de los
cuales el 9.3% presentaron mortalidad. En cuanto al indice general de letalidad se evidencié una
disminucion de manera constante del 10.5% en 2011 al 8.1% en el afio 2015 (Beauté, 2017).
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4.4.4 Brotes causados por L. pneumophila en Instituciones Hospitalarias
asociados al Cuidado de la Salud

Se relacionan los brotes presentados a nivel hospitalario y que de acuerdo con el estudio de caso
se asociaron a la Atencién y al Cuidado de la Salud; ademas, se describe la fuente de contaminacidn
asociada al brote, asi como la especie de Legionella identificada en la tabla 3.

Se describen 12 casos presentados de 2010 a 2018, a nivel mundial, 7 de ellos se originaron en
Estados Unidos, 2 en Europa, 1 en Canada, 1 en Australia y a nivel latinoamericano un caso
reportado en Colombia.

En Colombia, en el afio 2011, en la ciudad de Medellin, se reportaron dos casos de neumonia
adquirida intrahospitalariamente por L. pneumophila serogrupo 1, en dos pacientes con Leucemia,
resultando positivo la prueba de antigeno urinario (Betancur-jiménez et al., 2011). Por otra parte,
en el afio 2017, se publicd un estudio observacional retrospectivo, donde a través de datos
registrados en el sistema de registros de salud personal (Registro Individual de Prestacion de
Servicios, RIPS), en el periodo comprendido entre 2009 y 2013, se estimaron las tasas brutas y
ajustadas de incidencia (casos/100.000 habitantes) (Patifio-Barbosa et al., 2017).






Tabla 4. Brotes Asociados a la Atencion y al Cuidado de la Salud

LUGAR FUENTE DE ACCIONES
ANO INFECCION DESCRIPCION AISLAMIENTO TOMADAS BIBLIOGRAFIA
2010 | Wisconsin, | Fuente de agua | En  un hospital ocho pacientes | Aislamiento Limpieza de | (Haupt et al., 2012)
Estados decorativa de | desarrollaron enfermedad del legionario | Clinico: Lp1 - instalaciones,
Unidos Institucion confirmada por laboratorio, seis de estos recomendacion
hospitalaria pacientes estuvieron expuestos a una | Aislamiento es para evitar
fuente de agua decorativa de pared. ambiental: Lpl tener  fuentes
decorativas en
Instituciones
hospitalarias,
2010 | Eslovenia, Sistema de | En un hogar de ancianos, se | Aislamiento No descritas en | (Skaza et al., 2012)
Liubliana suministro de | diagnosticaron 10 pacientes con | Clinico: Lpl - | la publicacién
agua Enfermedad de Legionario | serogrupos 2-14
identificdndose L. pneumophila | ST23
serogrupo 1, serogrupo 2-14; ademas se
tomaron 64 muestras ambientales | Aislamiento
resultando 51 positivas para el | ambiental: Lpl
patdgeno. ST23
2011 | Colombia, Asociado a la | Se presentaron 2 casos de neumonia por | Aislamiento No descritas en | ( (Betancur-jiménez
Medellin Atencién y al | L. pneumophila serogrupo 1, en una | Clinico: Lpl la publicacion et al., 2011)
Cuidado de la | Clinica Hemato-oncoldgica en Medellin,
Salud en pacientes con Leucemia, resultado
positivo en la prueba de antigeno
urinario.
2011 | Pensilvania, | Sistema de Agua | Se identificaron 5 casos de Enfermedad | Aislamiento Cerramiento de | (Demirjian et al.,
- Estados Hospitalario de Legionario confirmados como | Clinico: Lpl - | Instalaciones, 2015)
2012 | Unidos asociados con el Cuidado y Atencidn de | Secuencia: Sobrecalentami
la Salud y 17 definidos como casos | ST1359 ento,




probables. De los 25 puntos

Hipercloracion,

muestreados de agua potable de la | Aislamiento Instalacion  de
Institucion hospitalaria, en 23 se aislé. | ambiental: Lpl- | un goteo de
Estudios moleculares mostraron que 11 | L. anisa- | cloro
aislamientos ambientales eran idénticos | Secuencia:

a 3 aislamientos clinicos. Los niveles de | ST1359

cobre y plata de las muestras de agua

eran éptimos para evitar el crecimiento

del patégeno; sin embargo, la bacteria

fue capaz de crecer alli.

2012 | Pittsburg, Sistema de Agua | Brote en un centro asistencial de | Aislamiento No (Decker et al., 2018)
Pensilvania, | Hospitalarios veteranos asociado con la Atencién de | Clinico: L. | referenciadas en
Estados Salud, se recolectaron un total de 42 | pneumophila la publicacion.
Unidos muestras entre agua e hisopados de

grifos, resultando positivo para L. | Aislamiento
pneumophila en 22 muestras de agua y | ambiental: L.
en 12 muestras de hisopos; por otra | pneumophila 'y
parte, se aislé en 2 muestras de agua y | Legionella  no
en 2 muestras de hisopo Legionella no | pneumophila
pneumophila.

2013 | Ohio, Torre de | En un centro de atencidn de largo plazo, | Aislamiento No (Quinn et al., 2015)
Estados Enfriamiento que | se identificaron 39 casos de Enfermedad | Clinico: Lpl - | referenciadasen
Unidos utiliza un sistema | de Legionario y 6 de estos casos | Secuencia: la publicacion

automatizado de | resultaron mortales. ST222

suministro de

biocidas Aislamiento
ambiental: Lp1-
Secuencia:

ST222
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2013 | Brisbane, Sistema de Agua | Brote en Institucién Hospitalaria, donde | Aislamiento No (Graham et al., 2014)
Australia Caliente de | se identificaron dos pacientes positivos | Clinico: Lpl - | referenciadasen
Institucion por cultivo para L. pneumophila. Secuencia: ST1 la publicacion
Hospitalaria En el estudio ambiental se recuperé al
patdgeno de siete puntos del Sistema de | Aislamiento
Agua Caliente. La tipificacion molecular | ambiental: Lpl-
demostré asociacidn entre aislamientos | Secuencia: ST1
clinicos y ambientales.
2013 | Pittsburgh, | Asociado a Ila | En un centro de atencidn de veteranos, | No estudiado No (Decker et al., 2016)
- Estados Atencidn y | se presentaron 1579 casos de neumonia, referenciadas en
2015 | Unidos Cuidado de la | siendo L. pneumophila el 1% de los casos la publicacion
Salud de neumonia y el 0,46% neumonia
asociada a la Atencién en Salud
2014 | Alabama, Sistema de Agua | En una Unidad Hemato Oncoldgica en un | Aislamiento No (Francois Watkins et
Estados Potable de la | periodo de 12 semanas se identificaron | Clinico: Lpl - | referenciadasen | al., 2017)
Unidos Unidad Hemato- | 10 casos de Legionelosis; 6 fueron casos | Secuencia: ST36 | la publicacion
Oncoldgica confirmados y 4 casos probables. En el
estudio ambiental se muestraron 10 | Aislamiento
sitios diferentes de la unidad y en 9 se | ambiental: Lpl-
aislé L. pneumophila. Lp13-Secuencia:
ST36
2014 | Sherbrooke | Sistema de Agua | Se presentaron 2 casos de Legionelosis | Aislamiento No (Bédard, Lévesque,
-Canada Caliente de | asociados a la Atencién y al Cuidado de | Clinico: Lp5 - | referenciadasen | et al., 2016)
Institucion la Salud en una Institucidon Hospitalaria | Secuencia: la publicacion
Hospitalaria Universitaria de atencién terciaria. Se | ST1427
hizo busqueda de L. pneumophila en el
Sistema de Agua Caliente hospitalario; | Aislamiento
se identificd al patégeno en grifos, en | ambiental: Lp5
bafios y lavados, asi como en el | Secuencia:
intercambiador de calor para | ST1427

precalentar el agua caliente del hospital.




2014 | Michigan, Sistema de Agua | Durante el periodo de 2014 y 2015, se | Aislamiento No (Strains et al., 2019)
- Estados hospitalaria presentaron 2 brotes en el condado de | Clinico: Lpl - | referenciadasen
2015 | Unidos Genesee, se compararon secuencias de | Secuencia: ST1 la publicacion
genoma completo de 10 aislamientos
clinicos y 103 aislamientos de agua. Los | Aislamiento
aislamientos pertenecientes a 1 clado, | ambiental
que incluyeron 3 aislamientos clinicos, 3 | hospitalario: Lp6
aislamientos de muestras de aguas | Secuencia:
hospitalarias y un aislamiento de | ST2518
muestra de agua de una residencia.
2018 | Espaiia, San | Grifo de la | Paciente de 66 afios fue internado en el | Aislamiento No (Vicente et al., 2019)
Sebastidn habitacion del | hospital por pérdida progresiva de | Clinico: referenciadas en
paciente fuerza, en el mes de abril desarrollo un | Legionella sp la publicacion

cuadro clinico agudo respiratorio,
requiriendo ventilacion mecdnica. Se
realizaron pruebas para Legionella,
resultando positivo el antigeno urinario,
la PCR multiplex realizada al esputo vy al
aspirado traqueal detecto Legionella sp.
El cultivo resulto negativo. El estudio
ambiental del caso revelo la presencia de
la bacteria en el grifo de la habitacidn,
donde se alojé el paciente.

Aislamiento
ambiental
hospitalario: Lp3
Secuencia:
ST1341




4.4.5 Presencia de L. pneumophila en Sistemas Hidricos Hospitalarios

Se describen en la Tabla No. 4, tres casos de 2015 a 2019, de la presencia del patdégeno en sistemas hidricos hospitalarios a nivel mundial, dos de

ellos reportados en Polonia y otro reportado en Canada.

Tabla 5 Presencia de L. pneumophila en Instituciones hospitalarias.

un 78,57%. De acuerdo con las leyes Polacas “Sobre la
calidad de agua destinada al consumo humano”, el
numero de bacterias del género Legionella debe ser
inferior a 100 UFC en 100 mL de muestra de agua;
Teniendo en cuenta lo anterior, los hallazgos
encontrados en hospitales evidencian que en 4
Instituciones hospitalarias se encuentra la bacteria,
pero se cumple con el minimo establecido en la norma,
en 7 de ellas se hallé la bacteria con un recuento de
100-1000 UFC en 100 mL de muestra de agua y en una
Unica entidad hospitalaria se hallé en rango alto, es
decir, mayor a 1000 UFC en 100 mL de muestra de
agua, se identificd la bacteria en unidades de cuidado
intensivo y en unidades de quimioterapia. Cabe
resaltar que, de acuerdo con la normatividad vigente
en este pais, en entidades hospitalarias donde se

LUGAR FUENTE DE
ANO INFECCION DESCRIPCION SECUENCIA BIBLIOGRAFIA
2015 | Lublin, Sistema de Agua | En entidades hospitalarias se analizaron 168 muestras, | Unicamente se | (Sikora et al.,
Polonia caliente provenientes de 12 hospitales, de las cuales en 132 | realizaron 2015)
hospitalaria muestras se recuperd el patégeno correspondiendo a | cultivos.




atienden pacientes inmunosuprimidos el recuento de
UFC de la bacteria debe ser cero.

2015 | Polonia, Sistema de Agua | Durante siete afios se recolectaron 134 muestras | Secuencias (Pancer et al.,
Varsovia Caliente ambientales de dos hospitales y se evallo la presencia | detectadas en el | 2013)
Hospitalaria de la bacteria en los sistemas de agua, a pesar de | hospital A:
realizar procedimientos de desinfeccion. ST835 Sgb,
ST114 Sgé,
Este estudio, muestra la colonizacién permanente por
Legionella en las dos entidades hospitalarias a pesar de | Secuencias
aplicar desinfeccidon por didxido de cloro en ambos | detectadas en el
hospitales y en uno de ellos adicionalmente se | hospital B: ST1,
desinfecto con choque térmico. ST87, ST114,
ST992
2019 | Montreal, Sistema de Agua | Se evallo el sistema de agua caliente hospitalaria, se | ST378 (sg4/10) (Bédard et al.,
Canada Caliente tomaron muestras de manera sucesiva, de grifo, 2019)

hospitalaria

tuberia intermedia y tuberia principal de flujo
ascendente. 32 muestras resultaron positivas para el
patdgeno. Se realizé Tipificacién Basada en Secuencia
(SBT), identificando dos tipos de secuencia; la
secuencia ST378 (sg4/10), se detectd en el 91% de las
muestras y la secuencia ST154 (sgl) se detectd en el
41% de las muestras y ambos ST se identificaron de
manera simultanea en las muestras en un 34%. Todos
los ST detectados evidenciaron tolerancia comparable
a la exposicion al cobre (0,8-5 mg/L) y a la temperatura
(55°C,1h).

ST154 (sgl)




4.5 Normatividad para el control de L. pneumophila

Debido a que L. pneumophila es capaz de colonizar los Sistemas Hidricos y formar biopeliculas para
persistir en estos ambientes, a nivel mundial se han creado e implementado diferentes normativas
gue proporcionan pautas para contener el crecimiento y desarrollo del patégeno con el propdsito
de evitar brotes a nivel comunitario y hospitalario al generarse aerolizacién en estos ambientes.

A continuacién, se describen las principales regulaciones desarrolladas a nivel Internacional y
nacional, algunas son recomendaciones para seguir y otras son exigencias para la Gestion del
Riesgo del Patogeno.

4.5.1 Normatividad Internacional para el control de L. pneumophila

Existen diferentes regulaciones a nivel mundial, para el control y prevencién de L. pneumophila en
los sistemas de agua; a continuacién, se describiran las principales normatividades que se llevan a
cabo en diferentes paises para prevenir el establecimiento de la bacteria en estos sistemas con el
fin de evitar el desarrollo de brotes:

e QOrganizacién Mundial de la Salud (OMS): La OMS proporciona informacidn y orientacién
sobre la evaluacién y gestion de Legionella en siete documentos principales, los cuales
estan relacionados en la tabla 4. Estos documentos hacen una revisidn del estado actual
sobre el impacto de Legionella en la salud; ademas proporcionan una descripcidn general
de las fuentes de contagio, la ecologia de la bacteria y su identificacién en el laboratorio;
por otra parte, estos documentos proveen orientacion sobre la evaluacién de gestion del
riesgo asociados con ambientes potencialmente peligrosos; asi mismo los documentos
identifican medidas necesarias para prevenir y controlar adecuadamente el riesgo de
exposicidon a Legionella en ambientes particulares y proporciona recomendaciones acerca
de las temperaturas adecuadas en las cuales debe permanecer el agua, siendo favorable
mantener el agua fria por debajo de 252C y de ser posible por debajo de 202C. En cuanto a
la temperatura del agua caliente la OMS no brinda informacién cuantitativa; sin embargo
enfatiza en la importancia de controlar la produccién y proliferacion de aerosoles que
contengan la bacteria (Kenhove et al., 2019).

A continuacion, se describen los documentos publicados por la Organizacién Mundial de la
Salud referentes con el control y prevenciéon de Legionelosis:



Tabla 6 Principales Documentos presentados por la OMS para Informacion, Orientacion, Evaluacion y Gestion del

Riesgo sobre Legionella

Documentos OMS para
Legionella

Descripcion de la norma

Referencia

Epidemiologia, Prevencion vy
Control de la Legionelosis

Presentacion clinica de la infeccion por
Legionella, epidemiologia general, vigilancia y
reportes, Prevencién y Control.

(“Epidemiology,
Prevention and Control of
Legionellosis:
Memorandum from a
WHO Meeting.,” 1990)

“Normas de Vigilancia

Recomendadas”

Documento referente para todas las
enfermedades transmisibles y sindromes
asociados con programas de control de la

OMS.

(World Health
Organization. WHO, n.d.-
f)

“Directrices para la calidad
del agua potable”

Regulaciones del agua y la salud;
formulaciones de politicas para el desarrollo
de estandares nacionales, incluye orientacion
sobre la garantia de la seguridad microbiana

del agua

(World Health
Organization. WHO, n.d.-
c)

“Revision de la normativa

|”

sanitaria internaciona

Finalidad y alcance: prevenir la propagacion
internacional de enfermedades, controlar su
propagacion y restringir el riesgo para la Salud
Publica. Sefiala la obligacion de los estados
para instalar capacidades minimas en cuanto
a Salud Publica.

(World Health
Organization. WHO, n.d.-
e)

“Directrices para entornos

seguros de agua recreativa”

Revisidn y evaluacién de los peligros para la
salud asociados con las aguas de recreo, su
seguimiento vy Actividades
disponibles para su control a través de la
buen disefio,

evaluacién;

educacion de usuarios,

construccién, buen funcionamiento y gestion.

(World Health
Organization. WHO, n.d.-
d)

“Guia para el saneamiento de
buques”

Presenta laimportancia de aplicar medidas de
control adecuadas en buques, para controlar
los peligros que puedan surgir en los barcos,
brinda un

asi  mismo, marco para la

formulaciéon de politicas y la toma de

decisiones locales.

(World Health
Organization. WHO, n.d.-
a)

“Legionella y la prevencion de
Legionelosis”

Descripcion completa y general de las
fuentes, la ecologia y la identificacion de
laboratorio  de  Legionella. Proporciona
orientacion sobre la evaluacién y gestion de
asociados entornos

riesgos con

potencialmente peligrosos, como torres de

(World Health
Organization. WHO, n.d.-
b)
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enfriamiento, piscinas y bafios de
spa. Medidas para prevenir, o controlar
adecuadamente, el riesgo de exposicion a la
bacteria Legionella para cada ambiente en
particular.

e Unidn Europea: La unién Europea desde el aiio 1986 conformo el grupo de trabajo europeo
para las infecciones por Legionella, este grupo es coordinado y administrado por el Centro
Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades en Suecia (European Working
Group for Legionella Infections. The European Working Group for Legionella Infections,
n.d.). Todas las pautas técnicas dadas por este grupo apoyan a todos los estados miembros
de la comisiéon europea (European Working Group for Legionella Infections. Technical
Guidelines for the Investigation, Control and Prevention of Travel Associated Legionnaires’
Disease, n.d.) y proporciona medidas para instalaciones de agua fria y caliente; ademas
este grupo suministra informacién para limitar la infeccion basado en los siguientes
principios: Plan de evaluacién y gestidon de riesgos en combinacidon con mediciones
periddicas, monitoreo constante de la temperatura de los tanques de almacenamiento de
agua para evitar el crecimiento de L. pneumophila y por Ultimo evitar el estancamiento de
aguas en ciertas partes del sistema, previniendo la proliferacion de la bacteria (Kenhove et
al., 2019).

Con relacidn a lo anterior, en el dmbito internacional se destaca la norma Espafola NTP
538 “Legionelosis: medidas de prevencion y control en instalaciones de suministro de
agua”, esta norma es una guia de buenas practicas. Por otra parte, Espaia cuenta con la
norma UNE 10030 IN “Guia para la prevencion y control de la proliferacion y diseminacion
de la Legionella en instalaciones”; el objetivo de esta norma es ofrecer criterios para la
prevencion de la contaminacidn de instalaciones y equipos por Legionella pneumophila; asi
mismo para el control de su multiplicacion ambiental con el fin de limitar el riesgo de
exposicidn a este agente.

e Estados Unidos: A nivel gubernamental existen 2 centros que establecen lineamientos para
el control del patégeno, el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) y
la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM) (Kenhove et al., 2019); El CDC,
determina directrices para prevencién y reaccidén ante brotes (Centers for Disease Control
and Prevention. Guidelines for Environmental Infection Control in Health-Care Facilities,
n.d.); asi mismo, este Centro cuenta con una herramienta digital para implementar normas
en la industria llamada “Kit de herramientas: Desarrollo de un programa de gestién del
agua para reducir el crecimiento de la Legionella y la propagacion de los edificios
(Prevention, n.d.). Por otra parte, la ASTM, presenta la Guia D5952-08 “Guia Estandar para
la inspeccidn de sistemas de agua para Legionella y la investigacion de posibles brotes de
legionelosis”. Esta guia da pautas frente a: posible contaminacién con Legionella en
diferentes Sistemas de Agua e identificacién de uno o mas casos de enfermedad de



Legionarios o fiebre de Pontiac; sin embargo, esta guia no presenta recomendaciones para
limitar la multiplicaciéon de la bacteria en los Sistemas de Agua, ni sugiere métodos de
desinfeccidn a fuentes de exposicion humana, ni lineamientos para prevenir las infecciones
asociadas a la atencién en salud (International, n.d.).

En el afio 2017, los centros de Servicios de Medicare y Medicaid (CMS), publicaron una
peticién que exige que todos los hospitales certificados realicen pruebas de agua potable;
por otra parte, la Sociedad Americana de Calefaccion, Industria de Ingenieros de
Refrigeracion y Aire Acondicionado (ASHRAE), establece normas y directrices a nivel
industrial, con su directriz ASHRAE 12-2000 denominada “Minimizando el riesgo de
legionelosis asociado con la construccién de sistemas de agua”, brinda lineamientos
ambientales y operativos especificos para minimizar el riesgo de infeccidn por Legionella
en los sistemas de agua de construccion (Heating, n.d.-a)

Dentro de este contexto, la ASHRAE vy el Instituto Americano de Estandares Nacionales
(ANSI), en el afio 2015, lanzaron un estandar 188-2015 llamado “Legionelosis gestidon de
riesgos para la construccion de sistemas de agua”, este estandar proporciona requisitos
minimos de gestion del riesgo de legionelosis para el disefio, construccion, puesta en
marcha, operacidon, mantenimiento, reparacién, reemplazo y expansidon de edificios
nuevos y existentes, sus sistemas y componentes de agua; asi mismo, este estdndar
describe las condiciones ambientales que favorecen el crecimiento de la bacteria y un
sistema de gestion de riesgo para ser implementado (Heating, n.d.-b).

Asia: En el continente asiatico, se puede mencionar que en China hay un cédigo de practica
para sistemas de aire acondicionado refrigerados por agua; a su vez, existe un cédigo
denominado “Cdédigo de practicas para la prevencidn de la enfermedad del legionario”, que
se lleva a cabo especificamente en Hong Kong. La ultima edicién revisada de este cddigo
proporciona estrategias para la prevencion de la enfermedad del legionario, precauciones
para los sistemas de calor y suministro de agua fria, siendo posible adaptar a partir de este
codigo sugerencias para el disefio, operacidon, mantenimiento y manejo adecuado de
instalaciones con el fin de evitar la propagacién de L. pneumophila. Este cédigo determina
qgue el tanque de almacenamiento del sistema de agua caliente debera operar a 602C o
mas y en todas las tuberias de distribucién antes de la valvula mezcladora o salida de grifo
deben mantener la temperatura del agua a 50°C; ademds en salas de hospitales
pedidtricos, geriatricos, psiquidtricos, las salidas de agua caliente no debera ser superior a
439C (Kenhove et al., 2019). En Singapur, el Instituto de Epidemiologia Ambiental, publico
el “Cédigo de practicas para el Control de la bacteria Legionella en torres de enfriamiento”;
el propdsito de este cédigo es proporcionar pautas para la prevencion y el control con el
fin de evitar su apariciéon y minimizar el riesgo de brotes, no se mencionan niveles criticos
de concentracion de la bacteria, (Epidemiology, n.d.).

Oceania: En cuanto a este continente existen guias tanto para Nueva Zelanda como para
Australia. En Nueva Zelanda existe una guia creada por el ministerio de salud denominada:
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“Prevencion de la Legionelosis en Nueva Zelanda: pautas para el control de la bacteria
Legionella”, este lineamiento tiene como objetivo sensibilizar acerca de los peligros
asociados con Legionella, mejorar posibles fuentes de contaminaciéon con la bacteria,
mejorar su notificacion e investigaciéon de casos de Legionelosis; asi mismo, proporciona
informacidn actualizada, asesoria y orientacion para mitigar el riesgo de contaminacion en
torres de refrigeracion y Sistemas de distribucion de agua fria y caliente (Health, n.d.). En
cuanto a Australia, existen en total 25 guias, cddigos y regulaciones, descritas desde el afio
1988, actualizadas en el afio 1999 y a partir del afio 2004, un cédigo de practicas para el
control de la enfermedad del Legionario (Kenhove et al., 2019); ademds, existe una guia
para desarrollar planes de gestién de riesgos para sistemas de torres de enfriamiento,
disefiada basicamente para la industria, proporcionando bases para controlar el
crecimiento de la bacteria en torres de enfriamiento (Services, 2001)

e Africa: En el continente Africano, Unicamente Sudéafrica cuenta con “Regulaciones para
agentes biolégicos peligrosos”, en las cuales se encuentra incluida Legionella, cabe resaltar
gue esta guia es genérica y aplicable a todas las entidades bioldgicas peligrosas sin dar
pautas especificas para Legionella (Kenhove et al., 2019).

e Suramérica: En cuanto América del Sur, se cuenta con registro que, en Brasil, Legionella no
es una enfermedad de notificacidon obligatoria. La bacteria Legionella, estd incluida en la
ley Federal 6.938/81; esta ley ambiental afirma que en los casos de infeccidn por el
patdgeno, serdn responsables las partes involucradas de tomar medidas para prevenir su
proliferaciéon (Kenhove et al., 2019). En Colombia existe la Norma Técnica Colombiana GTC
257 “Guia para la Prevencion y Control de la Proliferacion y diseminacion de Legionella en
instalaciones”, esta guia se abordara mds ampliamente a continuacion.

4.5.2 Normatividad Nacional para el control de L. pneumophila en Sistemas
de agua:

En Colombia, desde el afio 2015 existe la Guia Técnica Colombiana GTC 257:2015 “Guia para la
Prevencion y Control de la Proliferacion y diseminacion de Legionella en instalaciones”; esta guia
corresponde a una adopcidon modificada de UNE 100030 IN:2005. La norma colombiana brinda
diferentes criterios y acciones necesarias que ayudaran a la prevenciéon y control de la
multiplicacidn del patdgeno, teniendo en cuenta ciertas instalaciones y equipos, contribuyendo a
que la enfermedad causada por la bacteria no se extienda de manera epidémica dentro del
territorio. La norma no determina los limites de crecimiento bacteriano para L. pneumophila; sin
embargo, dictamina y estipula medidas preventivas para diferentes sistemas de agua y tipos de
instalacion. En esta norma tampoco se determinan las acciones a seguir cuando se presenten casos
de Legionelosis, pues esto les compete a las autoridades sanitarias.

Esta norma presenta generalidades de la bacteria, penetracién de esta en los circuitos de agua, su
multiplicacidn en el agua, modo de dispersién del agua contaminada con las bacterias en el aire,



exposicién a varios individuos; ademas, presenta las instalaciones de mayor riesgo entre las que se
encuentran torres de refrigeracion, condensadores evaporativos, instalaciones de agua caliente
para uso sanitario con volumen de acumulacién mediana y grande, piscinas, tinas o baferas de
agua climatizada con agitacidon y dentro de las instalaciones de menor riesgo se encuentran,
instalaciones interiores de agua fria para consumo humano, instalaciones de agua caliente sanitaria
de bajo volumen de acumulacidén y equipos de enfriamiento.

La Guia Técnica Colombiana presenta acciones preventivas basadas en dos tipos de actuaciones;
una corresponde a las acciones encaminadas a reducir la probabilidad de multiplicaciéon de la
bacteria en la que incluye las condiciones de disefo, limpieza y desinfeccidn; y la otra estd dirigida
al control de aerosoles. Con respecto a las condiciones que debe seguir el agua caliente sanitaria
con depdsito de acumulacién de edificios, hospitales, clinicas, hoteles, residencias, balnearios,
viviendas, cuarteles, carceles y complejos turisticos; la temperatura de distribucion de esta debe
ser superior a 502C y que la temperatura de almacenamiento debe ser en todo momento igual a
509C; a parte, el sistema de calentamiento debe ser capaz de elevar la temperatura del agua hasta
702C o mas para su desinfeccion.

4.6 Estrategias para la prevencion de infeccion por L.
pneumophila en hospitales

Dentro de las medidas de control ambiental para la prevencidn de infeccién por L. pneumophila,
se destaca la estrategia de limpieza de los suministros de agua y tanques de almacenamiento; y
métodos de desinfeccidon quimicos y térmicos. Los métodos quimicos se basan en la aplicacion de
desinfectantes de iones metalicos (cobre y plata), agentes oxidantes que contienen compuestos
halégenos como cloro, yodo, bromo, didxido de cloro, cloraminas e hidantoinas halogenadas. Otros
agentes oxidantes como ozono y perdxido de hidrogeno; agentes no oxidantes como cetonas
heterociclicas, guanidinas, tiocarbamantos, aldehidos, aminas, tiocianatos, amidas y glicoles
halogenados. Es importante resaltar que son mas efectivos los agentes oxidantes que los no
oxidantes (Lim & Kim, 2002). Aunque estos métodos son muy efectivos en el control y contencion
del patégeno, también pueden llegar a presentar algunas desventajas; especificamente el didxido
de cloro, aunque es un método muy util en la eliminacién del patégeno y las biopeliculas que forma,
presenta la desventaja de corroer las tuberias de hierro fundido; mientras que los métodos de
cloraciéon continua del agua pueden provocar sabores y olores desagradables, asi como irritacion
de la piel, los ojos, y las membranas mucosas, adicionalmente el cloro es corrosivo y acorta la vida
util de las tuberias de metal (Springston & Yocavitch, 2017).

Se han desarrollado nuevas formulaciones para el control de Legionella pneumophila en las redes
de agua caliente de entidades hospitalarias, una de estas estrategias esta basada en la limpieza con
perdxido de hidrégeno y sales de plata, donde se demostré que el efecto a largo plazo de este
desinfectante ayuda a la contencidn del patégeno (Girolamini et al., 2019). Otro sistema de control
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se basa en la desinfeccién de los sistemas de agua caliente mediante la aplicacién de
monocloramina, resultando ser un desinfectante quimico confiable en la eliminacidn de la bacteria
(Coniglio et al., 2018).

Otra de las medidas empleadas, son los tratamientos a través de choque térmico manteniendo una
temperatura constante entre 55°C a 60°Cy desinfeccion con didxido de cloro, desinfectantes a base
de cloro, limpieza y reemplazo de duchas y grifos (Montagna et al., 2018). Otro método empleado
en la desinfeccion térmica del patdgeno es la pasteurizacion, basada en el sobrecalentamiento y
enjuague; en este procedimiento se eleva la temperatura del agua caliente entre 712Cy 772C, para
que en las salidas de agua se alcance una temperatura de por lo menos 652C, seguido a esto las
salidas deben enjuagarse a esta temperatura durante 10 y 30 minutos; el método de pasteurizacion
se selecciona preferiblemente sobre otros métodos por no necesitar un equipo adicional o especial
y se puede implementar rdpidamente (Whiley et al., 2017); desafortunadamente, este método
proporciona mejoras a corto plazo, dado que L. pneumophila puede recolonizar los sistemas de
agua rapidamente en semanas o meses después del tratamiento (Springston & Yocavitch, 2017).

Un método fisico empleado en el control de L. pneumophila es la filtracion en punto de uso (POU),
este método estd disefiado para tratar cantidades pequefias de agua, generalmente estan
conectados a grifos, existen diferentes sistemas de filtracién entre los que se incluyen la
ultrafiltracién, la microfiltracion, nanofiltracidon y smosis inversa, este sistema debe ser impulsado
por presién o vacid y debe ser capaz de eliminar particulas mayores a 1 micrometro (Springston &
Yocavitch, 2017). Este método es util como medida de desinfeccion secundaria en pro de disminuir
la transmisién de L. pneumophila que pueda persistir a pesar del uso de otros tratamientos fisicos
y quimicos, su vida Util es corta y la obstruccién de la membrana han limitado su uso. En un estudio
publicado en el afio 2014, se evaluaron los filtros colocados en grifos en un centro médico de cancer
del noroeste de Pensilvania, cinco lavados estaban equipados con los filtros y 5 lavados que
carecian de ellos fueron utilizados como controles, se recolecto agua caliente a través de estos
grifos durante 17 semanas en busqueda de Legionella. Durante las primeras 12 semanas no hubo
recuperacion de la bacteria y en la semana 13 hubo crecimiento de 1 UFC/mL Gnicamente en uno
de los puntos, en las siguientes semanas no se presentd desarrollo del patdgeno hasta completar
las 17 semanas, por otra parte, los grifos utilizados como controles presentaron crecimiento de la
bacteria desde la semana 5 hasta la semana 17 con recuentos de UFC en promedio de 292,4/mLy
con recuentos que van desde 1-10 UFC/mL a 1150 UFC/mL, estos resultados evidencian que los
filtros en punto de uso son efectivos en la eliminacidn de la bacteria, ya que se mostré una
disminucién estadisticamente significativa de la presencia de la bacteria en aquellos grifos que
contenian los filtros, comparados con los grifos que no tenian el filtro empleados como controles
(Baron et al., 2014); Otro estudio llevado a cabo en un Centro de Cuidados Intensivos en la ciudad
de Ontario, Canada, donde se evaluaron nuevos filtros para grifos y duchas clasificados para uso
de 62 dias, se recolectaron semanalmente muestras de agua caliente durante 12 semanas y se
buscd la presencia de Legionella, se utilizaron como controles 5 grifos y 5 duchas, los resultados
obtenidos demuestran que los grifos de control tuvieron una positividad para la bacteria
significativamente mayor que los grifos filtrados (60% vs 0%), estos estudios donde se evaluda la



efectividad de los filtros demuestran que este método es util para prevenir la Enfermedad del
Legionario en centros de atencién médica (Parkinson et al., 2020).

La Luz Ultravioleta es otro método fisico empleado en la desinfeccion de los Sistemas de Agua (Lim
& Kim, 2002), el cual ha resultado ser efectivo en el control de L. pneumophila, un estudio que
evalud la eficacia de la irradiacion ultravioleta en agua hospitalaria colonizada con el patégeno, en
este estudio se insertd un sistema de ldmpara UV en una tuberia de agua caliente, se recolectaron
muestras durante cuatro meses antes y después del tratamiento con luz UV de la unidad donde
estaba presente la lampara y de puntos distales, encontrando que la irradiacién fue efectiva
inmediatamente después de la desinfeccidn, los resultados mostraron < a 10 UFC/L, este estudio
demuestra que este método fisico es efectivo en la eliminacién del patégeno, pero debe ser
combinado con otro método de desinfeccidn para lograr eliminar totalmente el patégeno y evitar
la recolonizacidn y formacidn de biopeliculas en los sistemas de agua (Franzin et al., 2002).
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5.Conclusiones

Este trabajo incluyd la revision de 156 articulos en inglés y espafiol, publicados en las bases de
datos PubMed, Elsevier, ProQuest, Ebsco, Google académico y Lilacs, que cumplian con los criterios
de inclusidon de contener informacidon de texto completo sobre brotes, brotes asociados con la
Atencién y el Cuidado de la Salud, presencia de la bacteria en sistemas de agua hospitalaria,
normatividad sanitaria y que fueron publicados del afio 2010 al afo 2021; ademas, se incluye
informacidn de paginas webs de Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC),
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y LegionellaDB, adicionalmente, se revisaron estudios
anteriores para complementar informacion del patégeno.

De acuerdo con la revisidn realizada, L. pneumophila, es una bacteria aerobia estricta, cuyo habitat
natural corresponde a fuentes de aguas naturales, pero también puede estar presente en sistemas
de aguas artificiales como torres de enfriamiento, piscinas, jacuzzis, sistemas de agua caliente de
grandes edificios y hospitales, en estos lugares puede encontrarse libre de manera planctdnica o
asociada a biopeliculas; ademads puede soportar temperaturas entre 20°C y 42°C. Esta bacteria se
caracteriza por poseer un ciclo de vida bifasico, el cual comprende una fase replicativa que se
presenta cuando esta intracelularmente en sus células hospederas naturales, protozoos ciliados,
amebas del género Acanthamoeba y algunos nematodos y en sus células hospederas accidentales
los macréfagos alveolares en humanos. La otra fase de su ciclo de vida es la fase transmisiva, donde
la bacteria no se replica, pero permanece viable hasta que encuentre otro hospedero susceptible
de parasitar. L. pneumophila, cuenta con factores de virulencia ampliamente desarrollados que le
permiten adaptarse en cada una de las etapas de su ciclo bifasico, entre los que cabe mencionar,
flagelos, pilis, proteinas de membrana, Lipopolisacarido, Sistemas de Secrecién Tipo Il (TSS2) y Tipo
IV (TSS4).

Por otra parte, L. pneumophila, es capaz de producir enfermedad en humanos de manera
accidental, cuando esta presente en fuentes de agua tanto naturales como artificiales se aerolizay
esos aerosoles contaminados con la bacteria son inhalados por los humanos, llegando hasta el
macroéfago alveolar en los pulmones. Este patégeno, produce dos entidades clinicas, la primera
corresponde a la Enfermedad de Legionario o Legionelosis, una enfermedad pulmonar
caracterizada por un cuadro de neumonia atipica, que se presenta generalmente en pacientes con
factores de riesgo asociados como ser mayor a 50 afios, tabaquismo, sufrir de enfermedad
obstructiva crdnica, cursar con tratamientos de glucocorticoides, sufrir de algun tipo de cancery



en pacientes inmunosuprimidos la enfermedad puede avanzar fuera del pulmén. La segunda
entidad clinica corresponde a Fiebre de Pontiac, que se caracteriza por ser un cuadro similar al
estado gripal que generalmente es autolimitado.

La capacidad que posee L. pneumophila de producir enfermedad ha dado origen a varios brotes
asociados a la comunidad o relacionados con la Atencién y el Cuidado de la Salud. Los casos
denominados como brotes reportados en la comunidad tienen origen en 1.976 en Filadelfia,
Estados Unidos, durante la convencién de la Legién Americana, de alli adquiere el nombre de
Enfermedad del Legionario; desde ese momento se han reportado varios brotes a nivel mundial
estableciendo como fuente de infeccién, torres de enfriamiento, piscinas, spas, aguas de
acueductos municipales, sistemas de agua de edificaciones residenciales u hoteles. En cuanto, a los
casos concernientes con brotes presentados en la Atencidn y el Cuidado de la Salud, de acuerdo
con la revision realizada durante los Ultimos diez afios, se evidencia que en este periodo se
presentaron a nivel mundial 11 brotes en Instituciones hospitalarias asociados a la Atencidén vy al
Cuidado de la Salud, en nueve de ellos, se determiné que la fuente de la enfermedad estuvo
relacionada con el Sistema de Agua Hospitalaria, en uno de ellos la causa se debié a una torre de
enfriamiento que suministraba biocidas y en otro no se detectd la fuente, pero los pacientes de un
centro de veteranos desarrollaron la enfermedad estando alojados en la institucidon hospitalaria.

Adicional a lo anterior, se buscd en la literatura, publicaciones referentes a la presencia del
patégeno en sistemas de aguas hospitalarias, encontrando tres publicaciones, que coincidieron en
hallar L. pneumophila en el Sistema de Agua Caliente de estas edificaciones. Las publicaciones en
las bases de datos consultadas evidencian que los brotes presentados en Instituciones
hospitalarias, asi como la busqueda activa del patdgeno en Sistemas de Agua hospitalaria se centra
a nivel de Estados Unidos, Asia y Europa. En Latinoameérica, en paises diferentes a Colombia no hay
registros del patégeno a nivel hospitalario ni como un microorganismo causante de brotes.

En Colombia, de acuerdo, a la busqueda realizada en las bases de datos consultadas, se encuentra
un reporte de caso del afo 2011, en una clinica hemato-oncolégica de la Ciudad de Medellin, donde
dos pacientes con Leucemia desarrollan neumonia asociada a la Atenciéon y al Cuidado de la Salud,
resultando positivo la prueba de antigeno urinario. Por otra parte, en la consulta realizada, no se
evidencia busqueda activa del patdgeno en los sistemas de agua de Instituciones hospitalarias.

Teniendo en cuenta, que L. pneumophila, esta presente en los Sistemas de Aguas comunitarias u
hospitalarias y que este hecho puede conducir a una condicién clinica, causando enfermedad, lleva
a establecerse una Normatividad en diferentes paises para el control del patdégeno en estos
sistemas y a desarrollar medidas de control para contener la presencia de la bacteria. En cuanto a
la normatividad se destacan los documentos elaborados por la OMS, la norma espafiola NTP 538 y
la norma UNE 10030, los lineamientos para el control del patégeno del Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) y la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM).
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En Colombia, existe la Guia Técnica Colombiana GTC 257 “Guia para la Prevencion y Control de la
Proliferacion y diseminacion de Legionella en instalaciones”; esta norma brinda diferentes criterios
y acciones necesarias que ayudaran a la prevencion y control de la multiplicacién del patégeno.

En cuanto a las medidas de control para contener la presencia de la bacteria se cuentan con
métodos quimicos, fisicos y la combinacién entre estos, los métodos quimicos se basan en la
aplicacién de sustancias quimicas entre las que se incluyen iones metdlicos de cobre y plata,
agentes oxidantes a base de cloro, yodo, bromo, diéxido de cloro, peréxido de hidrégeno y
monocloramida a las lineas de distribuciéon de agua principales y auxiliares. En cuanto a los
métodos fisicos, se relacionan con la aplicacidon de pasteurizacidn, filtraciéon en punto de usoy
luz ultravioleta a estos sistemas. Por ultimo, la combinacion de estos dos métodos se basa en
realizar choque térmico, elevando la temperatura entre 55°C a 60°C y seguido a ello aplicar
Didxido de cloro.

En Colombia existe un subregistro de la presencia del patégeno, es por ello que a nivel
hospitalario es importante realizar una buisqueda activa de L. pneumophila, tanto en pacientes
con cuadros clinicos de neumonia como en Sistemas de Agua Caliente, ya que como se ha
descrito anteriormente, esta bacteria puede estar presente en los suministros de agua y ser
responsable de casos graves de neumonia nosocomial, especialmente en pacientes alojados
en Unidades de Cuidado Critico y unidades hematooncoldgicas. El estudio de la presencia de
este microorganismo en entidades clinicas deberia llevar a la toma de medidas de contencién
que ayuden a controlar el riesgo de Infecciones Intrahospitalarias.
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