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RESUMEN. analisis en el laboratorio. Para el aislamiento de
Introduccion. Legionellaspp. se encuentralLegionellase siguid la metodologia recomendada
ampliamente distribuida en ambientes humedp®r el Centro de Control y Prevencién de
naturales, asi como en tanques de almacenamidaitdermedades (CDC), utilizando pneumophila

de agua potable, torres de enfriamiento, airég§ CC 33152 como cepa control. Se realizo
acondicionados y duchas, entre otros. Varigambién cultivo de amebas, a fin de evaluar el
especies, especialmente pneumophila son posible crecimiento deegionellaen ellas.

capaces de originar una enfermedad respiratoR&sultados.En ninguna de las 160 muestras
aguda que puede conducir a neumonias fatabesalizadas fue posible el aislamientd.dgionella
sobre todo en pacientes inmunocomprometidospp., a pesar de que en todos los muestreos se
con enfermedad pulmonar concomitante. En Cosecuperd la cepa control inoculada en muestras
Rica no se ha informado de casos clinicos ni degativas. Tampoco se aislaron amebas de vida
hallazgos de laboratorio que confirmen la presendiare en las ninguna de las muestras.

de Legionellg desconociéndose la realidad aConclusionesCon este estudio se demuestra que
respecto; a fin de contribuir a esclarecerla d¢egionellaspp. no se encuentra presente o lo esta
decidio investigar su presencia en el ambiengm muy baja cantidad en el ambiente hospitalario
hospitalario. costarricense, lo que correlaciona con la ausencia
Materiales y Métodos. Se analizaron 160de casos clinicos documentados. Costa Rica seria
muestras de aguas provenientes de 56 aimso de los paises de Latinoamérica en los que su
acondicionados y 104 respiradores de los cuatnallazgo no es frecuente.

hospitales costarricenses mas importantes. L@®ev Biomed 2002; 13:165-169)

muestras fueron recolectadas en bolsas plasticas

estériles, que se mantuvieron en frio hasta Balabras clave:Legionella, L. neumophilla,
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SUMMARY.
Legionella spp. Absent in Costa Rican INTRODUCCION.
hospitals? Legionellaspp. se encuentra ampliamente

Introduction. Legionellaspp. is widely distributed distribuida en ambientes hiumedos: ambientes
in natural humid habitats, as well as in drinkingcuéticos naturales, fuentes de agua potable,
water tanks, cooling towers, air conditioningluchas, aires acondicionados, humedificadores y
systems, and showers. Various speciesistemas de ventilacion asistida, entre otros (1).
predominanthyL. pneumophilacanoriginate an Incluso, se ha sugerido que los bafios tipo jacuzzi
acute respiratory disease that can lead to fatal Europay Norte América pueden ser una fuente
pneumonia, especially iimmunocompromised de infeccion pokegionella(2). Aunque no siempre
patients or those with concomitant pulmonarpueden identificarse los factores asociados con su
disease. In Costa Rica, there are no reportsaitlamiento (3), la convivencia con otros
clinical cases, nor laboratory isolations that confirnmicroorganismos es importante para su
the presence of this bacterium, so there is a lacksafpervivencia y crecimiento, especialmente con
knowledge in this matter. In order to contribute tprotozoarios, pues se ha demostrado su
clarify this situation, we decided to investigate itmultiplicacion intracelular en amebas (3,4). Esta
presence in hospital environments. bacteria es fastidiosa, requiere de cisteina y sales
Material and methods.160 water samples comingde hierro (5), por lo que su presencia puede quedar
from 56 air conditioning systems and 104%culta en el laboratorio debido al sobrecrecimiento
respirators from the four most important Costde la flora concomitante (1,3,5).

Rican hospitals were analyzed. Samples were Legionellaspp. y muy especialmente
collected in sterile plastic bags and kept cold unpineumophila es capaz de originar desde una
their analysis at the laboratory. For isolation dhfeccion subclinica hasta una enfermedad
Legionella the methodology recommended byespiratoria aguda, febril, de severidad variada, que
CDC (Centers for Disease Control) was employeduede conducir a neumonias fatales (1,3). Se sabe
using L. pneumophilaATCC 33152 as control. que la enfermedad ocurre tanto en forma endémica
Amoebae culture was also performed in order timmo epidémica, estimandose en 25 000 el nimero
evaluate the possible growthlaggionellawithin  de casos por aflo que ocurren en el mundo.

them. Las neumonias nosocomiales producidas por
Results.No Legionellastrains were isolated from Legionellg asi como las adquiridas fuera del
any of the 160 analyzed samples, even though thespital representan del 1% al 5% de todas las
control strain was recovered from negative samplegumonias (1,3). Aunglegionellapuede causar
that had been inoculated; neither amoebae wenefermedad severa en individuos aparentemente
isolated from any of the samples. sanos, la inmunosupresion, el consumo de alcohol
Conclusion. This study demonstrated thaty cigarrillos y la enfermedad pulmonar
Legionellais not present, or it is present at a vergoncomitante son importantes factores de riesgo
low concentration, at the Costa Rican hospitalara el establecimiento de la enfermedad (6).
environment, correlating with the absence of En Costa Rica no se ha informado de casos
reported clinical cases. Costa Rica would be or#nicos ni de ningun hallazgo de laboratorio por
of the Latin American countries where its presendegionella

is not frequent(Rev Biomed 2002; 13:165-169)
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La falta de un diagnéstico preciso en algunos cagus 72 horas y hasta por 7 dias. Las colonias en
asi como la carencia de herramientas diagnéstié&SYE se analizaron por tincion de Gram y se
adecuadas podrian ser razones para que se asewauO su crecimiento en Agar Sangre (AS); las
gue las infecciones pdregionellano estan que correspondieran a bacilos Gram negativos y
ocurriendo en nuestro medio. gue demostraran ausencia de crecimiento en AS y
Siendo los sistemas de distribucion de aguasecimiento en BCYE serian analizadas utilizando
reservorios para la diseminaciénlaggyionella(7), antisueros polivalentes y especificos para
se decidié investigar la presencid@gjionellaen Legionella
los cuatro hospitales principales nacionales a partir El remanente de la suspension de muestra con
de aguas acumuladas en sistemas de aig§iltro se utilizé para inocular un agar no nutritivo
acondicionados y en sistemas de ventilaciqd,5% de NaCl, 1,5% de agar) para el cultivo de
asistida, en aquellos sitios en las que su presenamebas de vida libre (9). Estas placas se incubaron
pudiera representar un riesgo para los pacientea.temperatura ambiente y se examinaron por 15
dias en el microscopio de alto poder seco.
Cada vez que se realizaron los estudios con
MATERIALES Y METODOS. las muestras hospitalarias se corrioé en paralelo la
Se analizaron 160 muestras de aguasetodologia con la cepa control Hegionella
provenientes de 56 aires acondicionados y 1@heumophilaATCC 33152.
respiradores de los hospitales: San Juan de Dios,
Calderon Guardia, México y Nacional de Nifios.
Las muestras fueron recolectadas en bolsRESULTADOS Y DISCUSION.
plasticas estériles que se mantuvieron en frio, Las técnicas aqui descritas para el aislamiento
transportadas y analizadas en menos de dos horasltivo delLegionellase validaron utilizando una
en el laboratorio. Se sigui6 la metodologiaepa control déegionella pneumophiléATCC
recomendada por el Centro de Control $3152). Se inocularon muestras de agua estéril con
Prevencién de Enfermedades (8) para ebncentraciones conocidas degionella
aislamiento dé.egionella.Cada muestra de agugoneumophilgy siempre fue posible recuperarla. Sin
se filtré utilizando filtros de policarbonato de 0,22mbargo, encontramos que el tratamiento acido
MM, reservando 10 mL de la muestra original, efisminuye en un 90% la cantidad de bacterias, valor
los que se resuspendid y agito el filtro. A partir dmas alto que el informado por Boulanger y
esta suspension se inoculé 0,1 mL en agar BCHzglelstein (10) quienes logran recuperar
(Buffered-Charcoal-Yeast-Extr&ctOxoid) y 0,1 aproximadamente el 50% de inoculo inicial.
mL en BCYE mas suplemento selectivo coAdemas, siempre se pudo recuperar la cepa control
antibidticos (vancomicina, polimixina B yen todos los experimentos paralelos a las muestras.
anisomicind, Oxoid). A fin de eliminar la flora A pesar de lo anterior, en ninguna de las 160
contaminante se realizé un tratamiento acido dertauestras analizadas fue posible el aislamiento de
suspension, que consistio en mezclar 1 mL dellagionellaspp.; esto podria deberse a su total
muestra suspendida con 1 mL de amortiguadausencia 0 a su presencia en muy bajo numero. Al
acido HCL-KCI e incubar a temperatura ambientespecto, se ha demostrado que la deteccion de muy
por 15-30 min, después de lo cual se neutralib@jas concentraciones de pneumophilaes
con 1 mL de KOH 0,1 N. Posteriormente sexcepcionalmente dificil, aln en ausencia de
inocul6 0,1 mL en BCYE y 0,1 ml en BCYE madacterias contaminantes o sustancias inhibitorias
antibidticos. Todas las placas se incubaron €h0).
atmoésfera himeda y aumentada de,,GO35°C Es conocido queegionellaspp. es capaz de
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reproducirse intracelularmente en amebas de vidacontraron (ni serolégicamente ni por cultivo de
libre comoHartmanella, Acanthamoeb® muestras clinicas y de aguas)neumophilaal
Naegleria,de manera similar a como lo hace eastudiar 55 casos de neumonia; Meira y
monocitos y macrofagos humanos (3,4). Ecolaboradores (19) informan un caso y Palombimi
nuestro estudio las muestras de agua tambiérolaboradores (20) encuentran dos casos en 15
fueron negativas por amebas, siendo esta ausem@aientes, todos con neumonias. En Argentina, la
una de las posibles razones por las cuales nongeimonia pokegionellaes un hecho infrecuente
aisloLegionellaspp. (21), mientras que en Cuba se informa hasta 1997
La multiplicacion deL. pneumophilaen del primer aislamiento de bozemanén muestras
tuberias ocurre entre 25y 42°C (11,12), ya que labientales hospitalarias sin demostrar la relacién
muestras de agua de respiradores estaban a 338 cuadros respiratorios (22) y en México, hasta
y las de aires acondicionados a temperatut895 se habian reportado s6lo dos casos de
ambiente, la temperatura no fue un obstaculo paraumonia pokt. pneumophila(23).
su aislamiento. El uso de tuberias de cobre limita Con este estudio logramos demostrar que
considerablemente el aislamiento de Legionellaspp no se encuentra presente o lo esta
pneumophila(1l). Este factor sin embargo,en muy baja cantidad en el ambiente hospitalario
tampoco puede ser considerado en este estudiostarricense, o que correlaciona con la ausencia
pues ni el agua de los respiradores ni el agda casos clinicos documentados. Es importante
acumulada en los aires acondicionados habsgefalar que cuando ha existido evidencia clinica
pasado por tuberias de este tipo. apoyada por el diagnéstico de laboratorio se ha
En Costa Rica, es frecuente el uso de clolagrado el aislamiento desgionella pneumophila
residual como agente desinfectante en las lineagdgbambiente hospitalario en altos porcentajes (24),
agua potable, practica que ha demostrado, en ots@sacion que no se esta presentando en nuestro
paises, una mayor probabilidad de legionelosisedio. Colateralmente, en un estudio ambiental
nosocomial (13). A pesar de lo anterior, en nuestrealizado por el Instituto Costarricense de
pais no se han diagnosticado casos de esiaeductosy Alcantarillados tampoco se encontrd
enfermedad, lo que aunado al hecho de que loegionellaen mas de 100 muestras ambientales
aislamos la bacteria en los hospitales, hace pen&aguas de rio, de aires acondicionados y de
en la ausencia o baja frecuencia de esta bacteriaefnigeradores; Carmen Valiente, comunicacion
el medio. personal). Para confirmar esta aparente ausencia
Aunque las neumonias poggionellason un de Legionella, podrian realizarse estudios
problema importante en Norte América y Europserolégicos y determinaciones utilizando pruebas
(4,14), en Latinoamérica los hallazgos han sidie reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
mucho menos frecuentes y Costa Rica no pardéenicas mas sensibles que las técnicas de cultivo
ser la excepcion. En Chile Roncoroniy Garcia (184).
no aislarorLegionellaen ninguna de las muestras
de agua o esputo de 18 centros hospitalarios

! L ERENCIAS.
estudiados, a pesar de que ya hablaSIdomform%f(EWhelan C.Legionellaspecies. En: Mahon CR,

el primer caso de neumonia pagionella(16). Manuselis G, editores. Diagnostic Microbiology. 22. ed.

Lobos y colaboradores (17) también en Chil@jladelfia: WB Saunders Co; 2000. p.447-56.

utilizando técnicas de inmunofluorescencia en un _

estudio retrospectivo, encontraron dos cas8s _Naka‘_jafedT’ YamaUCh'_Kt' ('j”o_‘:ﬁ HJ- An OUtbreakNo_L
. gionnaire s disease assoclatea with a Japanese spa. Ninon

positivos de 50 muestras de lavado broncoalveoléf).kyuki Gakkai Zasshi 1999: 37:601-7,

En Brasil, Mendoza y colaboradores (18) no
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