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Nota técnica

Implementacioén de técnica de cultivo para la investigacion de
Legionella pneumophila en depésitos domiciliarios de agua potable en
Resistencia, Chaco.
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RESUMEN

Legionella pneumophila es una bacteria ambiental capaz de sobrevivir en un amplio intervalo
de condiciones fisico-quimicas y de colonizar los sistemas de distribucion y almacenamiento del
agua potable. Es el principal patégeno trasmitido por el agua que produce el 90% de los casos
de legionelosis. El objetivo del trabajo fue realizar la puesta a punto de la técnica por cultivo
para la vigilancia de L. pneumophila en depésitos domiciliarios de agua potable acorde con la
normativa internacional. En las muestras de agua analizadas no se obtuvo desarrollo de L.
pneumophila; la cepa utilizada como control positivo, permitié constatar la aptitud de los
medios utilizados para la deteccién de este patégeno en las muestras de agua. La vigilancia de
este microorganismo en el agua de consumo humano representa el primer paso en pos de
abordar el control de su diseminacidn hacia huéspedes susceptibles.

El género legionella pertenece a la familia legionellaceae, conformada por 54 especies de las
cuales 25 estan relacionadas a enfermedad humana. ' Son bacterias heterdtrofas que se
encuentran en una gran variedad de ambientes acuaticos y pueden proliferar a temperaturas
superiores a 252C. Legionella pneumophila fue relacionada por primera vez a cuadros de
neumonia en 1976. L. pneumophila es una bacteria ambiental capaz de sobrevivir en un amplio
intervalo de condiciones fisico-quimicas, multiplicAandose entre 202C y 452C y destruyéndose a
702C. Su temperatura 6ptima de crecimiento es entre 35-372C. Este microorganismo se
encuentra presente en suelos y ambientes acuaticos naturales, ademas puede sobrevivir como
parasito intracelular de amebas y ciliados o en ambientes con bajas condiciones de nutrientes
2-3

A partir del ambiente, L. pneumophila puede pasar a colonizar los sistemas de abastecimiento
de aguas de las ciudades vy, a través de la red de distribucién, incorporarse a los sistemas de
almacenamiento del agua potable o bien otros sistemas que requieren agua para su
funcionamiento como las torres de refrigeracidon. En estas instalaciones, bien por estar mal
disefiadas, sin mantenimiento o con un mantenimiento inadecuado, se favorece el
estancamiento del agua y el acimulo de sustancias que permiten la multiplicacion de la
bacteria. De esta manera lodos y materia orgdnica pueden acabar construyendo una biocapa
gue permite la incorporacion de los microorganismos. -4

La presencia de esta biocapa junto a una temperatura adecuada, propicia la multiplicacién de
Legionella hasta concentraciones infectantes para el ser humano. Si en la instalacidén existe un
mecanismo productor de aerosoles, la bacteria puede dispersarse al aire. Las gotas de agua
gue contienen la bacteria pueden permanecer suspendidas en el aire. La via de infeccién mas
frecuente es la inhalacién de aerosoles que contiene bacterias. 22
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L. pneumophila es el principal patdégeno trasmitido por el agua que produce el 90% de los casos
de legionelosis que afecta particularmente a personas con el sistema inmune debilitado y de la
cual se reconocen dos formas clinicas diferenciadas: la infeccién pulmonar o “Enfermedad del
legionario” y la forma no neumodnica conocida como “Fiebre de Pontiac”. >4

Las infecciones por este microorganismo son un importante problema de salud publica en
Europa, registrandose un aumento de casos en los uUltimos afios y dando origen a importantes
brotes de legionelosis, tanto en la comunidad como brotes asociados a hospitales y hoteles. &7
Se desconoce la incidencia de legionelosis en Latinoamérica y son pocos los trabajos e
informacién existente en nuestro pais, situacién posiblemente atribuible a la presentacion en
forma de casos esporadicos y no de brotes, reportandose una incidencia de aproximadamente
el 2% de todas las neumonias. ®*°

Si bien el agua destinada al consumo humano debe cumplir con los requisitos de aptitud
microbioldgica, el analisis de Escherichia coli (uno de los indicadores establecidos por el Cédigo
Alimentario Argentino) o bien de coliformes termotolerantes no son indicadores adecuados de
la presencia o ausencia de este microorganismo. Su deteccidon tampoco estd considerada en los
pardmetros de calidad de agua ambiente de la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la
Argentina. De alli a que la vigilancia de este patégeno sea necesaria para prevenir y controlar la
legionelosis, para lo cual se requiere implementar normativa internacional. El método de
cultivo es la técnica de referencia para la deteccién y cuantificacién de células viables de este
microorganismo a partir de muestras ambientales. 1-2-10

El objetivo del presente trabajo fue realizar la puesta a punto de la técnica por cultivo para la
vigilancia de L. pneumophila en depdsitos domiciliarios de agua potable acorde con la
normativa internacional.

La deteccién de Legionella en las muestras de agua se realizd por cultivo segun lo establecido
en la norma ISO 11731:1998. Se analizd el agua procedente de los depdsitos domiciliarios de
cinco viviendas de la ciudad de Resistencia. En cada vivienda se selecciond el grifo conectado
directamente al tanque de almacenamiento que no hubiera sido utilizado por 12-24 hs previas
al muestreo. En cada punto se tomd un litro de agua en recipiente estéril. Las muestras se
concentraron por filtracién, usando membranas de 0,45 um. Posteriormente, las membranas
se transfirieron a 10 ml de buffer Ringer 1/40 y se agitaron por vortex. Alicuotas de 0,5 ml se
sembraron en placas de agar BCYE (Oxoid), agar de carbén tamponado y extracto de levadura,
suplementadas con cisteina y antibidticos (suplementos SR0110 y  SR0152 Oxoid).
Paralelamente, otra alicuota de 0,5 ml se sometié a tratamiento térmico (502C durante 30
minutos) y se sembrd en el mismo medio. Se utilizé como control positivo una muestra de agua
inoculada con la cepa ATCC® 33152™ de L. pneumophila. Las placas se incubaron durante 7
dias. En aquellos casos en los que se evidencié desarrollo bacteriano se seleccionaron colonias
caracteristicas que fueron subcultivadas en agar BCYE con y sin cisteina. Simultaneamente al
procedimiento previamente descripto, se tomd otra muestra de 250 ml para realizar el
recuento de bacterias mesdfilas y la investigacion de Pseudomonas aeruginosa en 100 ml por
filtracién de membrana. **

En las muestras de agua analizadas de las viviendas no se obtuvo desarrollo de Legionella
pneumophila. Tampoco se detectd la presencia de Pseudomonas aeruginosa y el recuento
bacterias meséfilas fue menor de 500 ufc/ml.
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En tanto que la cepa utilizada como control positivo desarrollé en agar BCYE con cisteina y no
en la que carecia de este compuesto lo que permitié constatar la aptitud de los medios
utilizados para la deteccidn de este patégeno en las muestras de agua.

L. pneumophila es agente causal de infecciones respiratorias, sin embargo el diagndstico de
legionelosis es dificultoso dado que los signos y sintomas no son especificos. Se desconoce la
prevalencia de L. pneumophila como agente etiolégico de infecciones respiratorias en nuestro
pais.

A diferencia de otros microorganismos, la transmisién de L. pneumophila es aérea y la via de
ingreso al organismo humano es por el sistema respiratorio mediante la inhalacion de
aerosoles generados por sistemas de agua contaminados con el patégeno. Tampoco existen
datos sobre la presencia/ausencia de este microorganismo en los sistemas de distribucion y
almacenamiento de agua potable.

La implementacidon de una técnica de cultivo para la vigilancia de este patdgeno en el agua de
consumo humano representa el primer paso en pos de revertir esta situacion y abordar el
control de su diseminacidn hacia huéspedes susceptibles. Ademas, permitird alertar a los
profesionales infectélogos de la presencia de este microorganismo en el dmbito doméstico
como asi también sobre la necesidad de mantener la integridad e higiene de los tanques de
almacenamiento de agua.

Agradecimientos:
“Investigacion financiada por el Programa de Becas Carrillo-Ofiativia, Comisién Nacional Salud
Investiga, Ministerio de Salud de la Nacién”

Conflicto de intereses: “Los autores no declaran conflictos de intereses”

Bibliografia

1. Buse HY, Schoen ME, Ashbolt NJ. Legionellae in engineered systems and use of quantitative microbial risk
assessment to predict exposure. Water Res. 2012;46(4):921-33.

2. World Health Organizarion. Guidelines for Drinking-water Quality. 2008. p.32-35, 191-240.

3. Serrano-Suarez A, Dellundé J, Salvadd H, Cervero-Aragd S, Méndez J, Canals O, et al. Microbial and

physicochemical parameters associated with Legionella contamination in hot water recirculation systems.
Environ Sci Pollut Res. 2013;20(8):5534-44.

4, Ausina V, Vicente C, Cercenado E, Antolin CP. Diagndstico microbioldgico y control de Legionelosis.
Cercenado Emilia CR, editor. Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica;
2005. Report No.: 20.

5. Lau HY, Ashbolt NJ. The role of biofilms and protozoa in Legionella pathogenesis: Implications for drinking
water. J Appl Microbiol. 2009;107(2):368-78.
6. Bonetta S, Bonetta S, Ferretti E, Balocco F, Carraro E. Evaluation of Legionella pneumophila contamination

in Italian hotel water systems by quantitative real-time PCR and culture methods. J Appl Microbiol.
2010;108(5):1576-83.

7. Delgado-Viscogliosi P, Solignac L, Delattre JM. Viability PCR, a culture-independent method for rapid and
selective quantification of viable Legionella pneumophila cells in environmental water samples. Appl
Environ Microbiol. 2009;75(11):3502-12.

8. Lopardo G, Sturba E, Martinez M, Roel J, Gamba A, Biondi H, et al. Deteccion de infeccién aguda por
Legionella pneumophila en pacientes con neumonia adquirida en la comunidad en la ciudad de Buenos
Aires. Med (Buenos Aires). 2002;62:145-8.



Revista de la

Facultad de Medicina

de la Universidad Nacional del Nordeste

Lésch, Liliana S. y Col. Rev. Fac. Med. UNNE XXXVI: 1, 48-51, 2016

9. Luna C, Brea Folco J, Aruj P, Rebora K, Balsebre C, Absi R, et al. Neumonia por Legionella pneumophila.
Experiencia en un hospital universitario de Buenos Aires. Med (Buenos Aires). 2004;64:97-102.

10. Administracion Nacional de Medicamentos A y TM. Capitulo XlIl. Buenos Aires; 2007. (Online):
http://www.anmat.gov.ar/alimentos/codigoa/CAPITULO_XIl.pdf

11. International Organization for Standardization. Water quality detection and enumeration of Legionella.

I1SO 11731:1998. 1998.

Datos de autor

Caratula
Implementacién de técnica de cultivo para la investigacion de Legionella pneumophila en
depdsitos domiciliarios de agua potable en Resistencia, Chaco.

Autores
Liliana S. Losch* 1,2,
Luis A. Merino 1,2

1. Area de Bacteriologia, Instituto de Medicina Regional, Universidad Nacional del Nordeste.
Av. Las Heras 727- CP 3500. Resistencia, Chaco, Argentina

2. Catedra de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional del Nordeste. Sargento Cabral 2001. CP. 3400. Corrientes, Argentina

*silvinalosch@gmail.com

Investigacion de Legionella en depdsitos de agua potable.



