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“If you're not failing every
now and again, it's a sign
youre not doing anything
very innovative"

Woody Allen
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La importancia historica y actual del agua en Aragon continda siendo una sefa
de identidad y una necesidad cultural y social de primer orden. Los tiempos
actuales nos sugieren que frente a las necesidades de cantidad son precisos
unos criterios de calidad del agua que permitan ofrecer este factor de desarrollo
integral con las debidas garantias en una sociedad moderna.

Esta necesidad de un agua de calidad viene determinada para la utilizacion de
abastecimientos urbanos, los usos industriales, las finalidades ludicas o,
finalmente pero no menos importantes, las puramente ambientales.

El conocimiento de los factores ambientales permitird planificar cualquier tipo
de actuacion sobre el medio ambiente y ofreciendo su uso a finalidades hoy
insospechadas pero que requieran un patron de calidad microbiolégico.

Los estudios epidemiolégicos con valor ecolégico son las investigaciones
bésicas utiles para un conjunto muy importante de ciencias que acttan sobre el
medio ambiente. Calidad y cantidad de agua son también caras de una misma
moneda cientifica; pero dos caras que deben llevar un desarrollo arménico y
coordinado. Nunca se avanzara si no somos capaces de hibridar estas dos
areas de conocimiento, porque solo asi es posible responder a nuestras
necesidades sobre el agua.

El avance de los conocimientos cientifico-técnicos y las experiencias
acumuladas recomiendan contemplar las innovaciones necesarias para un
mayor control de la legionelosis.

La prevencion y control de la legionelosis mediante la adopcion de medidas
higiénico-sanitarias implica tomar medidas preventivas que se basaran en la
aplicacion de dos principios fundamentales: primero, la eliminacion o reduccion
de zonas contaminadas mediante un buen disefio y el mantenimiento de las
instalaciones y segundo evitando las condiciones que favorecen la
supervivencia y multiplicaciéon de las legionelas, mediante el control de la
temperatura del agua y la desinfeccién continua de la misma.

Estas dos medidas preventivas no deben entenderse de manera aislada
porque seria abordar un problema complejo desde una perspectiva muy
limitada, lo que impediria una actuacion coordinada y por lo tanto eficaz sobre
el problema. Se considera desde el punto de vista cientifico la necesidad de
coordinar los estudios técnicos de las distintas areas de conocimiento de una
forma eficaz.

Ante una situacion de casos de legionelosis, las autoridades sanitarias
competentes coordinaran las actuaciones de todos los profesionales que
intervengan en la investigacion de casos y brotes de legionelosis, donde todos
los trabajos previos de conocimiento cientifico del problema sin duda ayudaran
a decidir las lineas mas eficaces de actuacion.

Este proyecto también quiere contribuir a mejorar los conocimientos actuales y
facilitar la labor de los distintos Departamentos, Organismos y de los Comités
del Gobierno de Aragén. La actuacion sobre las legionelas no puede reducirse



a un mero problema tedrico o a un planteamiento cerrado. Es necesario
actualizar los conocimientos sobre la biologia y la ecologia de la legionela y
formar los distintos profesionales en los mecanismos de prevencion y control
adecuados. Sin duda los estudios epidemiolégicos nos permitirAn una
formacion que se ajuste al tiempo presente.

Por su importancia, quiero destacar que este proyecto puede responder a las
inquietudes e iniciativas que en materia de salud y medio ambiente se incluyen
en la propuesta del Gobierno de Aragon: “PROPUESTA DE ESTRATEGIA
ARAGONESA DE CAMBIO CLIMATICO Y ENERGIAS LIMPIAS. Horizonte
2008-2012-2025".

Nuestro objetivo es sin duda cientifico pero su aplicacion y utilidad trasvasa los
conocimientos de las ciencias basicas para ser herramienta de gestion para la
planificacion de las ciencias sociales.
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OBJETIVOS

m. 5E| |US GENERAL

Demostrar la actividad biologica de las bacteriocinas de las legionelas frente a
si mismas y frente a otras bacterias relacionadas tanto gram-negativas como
gram-positivas.

m. S ESPECIFICOS

v

Perfeccionar los métodos de investigacion de produccion de
bacteriocinas de legionelas.

Determinar las cepas productoras de bacteriocinas, asi como la
inmunidad a las mismas.

Determinar la actividad de bacteriocinas mediante el estudio in vitro,
determinando los halos de inhibicién que expresan su actividad.
Demostrar la actividad interespecifica e intraespecifica de las
bacteriocinas de legionela frente a si mismas.

Determinar la productividad y sensibilidad de las cepas productoras de
bacteriocinas estudiadas, frente al resto de legionelas estudiadas y a
otras bacterias que comparten nichos ambientales y/o humanos. .
Desarrollar un método para determinar con un ratio, las legionelas mejor
dotadas para una posible competicién.

Demostrar la actividad inhibitoria de cepas de Legionella spp. frente a
otras bacterias (E. faecalis, E. faecium, N. lactamica, N. gonorrhoeae, S.
agalactiae, S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus y S. warneri, S.
pneumoniae y S. pyogenes.)

Cuantificar las unidades arbitrarias en la produccién de bacteriocinas
mediante diluciones seriadas de los extractos obtenidos en medio
liquido.

Definir las caracteristicas de los extractos crudos de Legionella como su
resistencia a la temperatura, actividad con los cambios de pH, a diversas
proteasas y lisozima.

Calcular la concentracion de proteinas del extracto crudo de
bacteriocinas.

Caracterizar la bacteriocina una vez purificada por electroforesis.
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La legionelosis es una enfermedad relativamente nueva cuyo conocimiento se
produjo en el afio 1976, tras un brote de neumonia en un hotel de Filadelfia que
afecté a miembros de la legion americana que celebraban su convencién anual,
y a la que debe su nombre. Se produjeron un total de 182 casos con 34
fallecidos. La enfermedad se denomind legionelosis y fue descrita por
investigadores del Center for Disease Control (CDC) de Atlanta; el agente se
denoming Legionella pneumophila.

Relacionada con el agua, y por tanto ampliamente distribuida en la naturaleza,
es un parasito intracelular de los protozoos que utilizan un mecanismo similar
para multiplicarse en el interior de los macréfagos del ser humano.

No obstante investigaciones posteriores identificaron brotes previos, ya desde
el afo 1957.Las primeras cepas aisladas fueron en 1943 y 1947 por Tatlock y
Jackson et al respectivamente. En 1954, Drozanski identific6 una bacteria que
infectaba amebas de vida libre.

" 1. CARACTERISTICAS DE LA BACTERIA

Las legionelas son bacilos que oscilan entre 0,3 y 0,9 um de ancho, y de 1,5 a
5 um de longitud, aerobios, gram-negativos, no capsulados, méviles con uno o
mas flagelos polares o laterales, aunque también hay cepas inmoviles. Se tifien
preferiblemente por la tincion de Giménez. Es catalasa, oxidasa y gelatinasa
positiva.

— ! IKXONOMI’A

La familia Legionellaceae comprende Unicamente el género Legionella, de la
que existen 48 especies descritas (L. pneumophila, L. micdadei, L. anisa, etc.)
con mas de 70 serogrupos, siendo los que mas frecuentemente producen
enfermedad los serogrupos 1, 4 y 6 de L. pneumophila y L. micdadei.



TABLA 1. Rangos y nhombres taxondmicos de Legionella.

DOMINIO Eubacteria

ORDEN Legionellales
FAMILIA Legionellaceae
GENERO Legionella
ESPECIE L. pneumophila

Fuente: Elaboracion propia

Coxiella burnetii es la especie filogenéticamente mas proxima a las legionelas,
ya que poseen en comun el caracter de patdgeno intracelular. La homologia de
DNA entre cepas de una misma especie del género Legionella es igual o
superior al 70%, mientras que entre cepas de diferentes especies es inferior al
70%..

Existen legionelas no cultivables en medios usados rutinariamente, que
precisan cocultivos con protozoos para su identificacion, las denominadas
LLAPs (Legionella-LikeAmoebalPathogens), que pueden producir enfermedad
en el hombre.

Mas adelante (TABLA 9) se muestra la relacion de legionelas con las que se
ha trabajado para este y otros trabajos en el laboratorio de microbiologia de la
Universidad de Zaragoza.

COLOGIA MICROBIANA

Legionella es una bacteria ambiental ya que su nicho natural son las aguas
superficiales como lagos, rios, estanques, formando parte de su microbiota.
Ademas de sus nichos naturales, esta bacteria puede colonizar otros
artificiales, como son los sistemas de abastecimiento, accediendo asi a los
sistemas de agua sanitaria, torres de refrigeracion, condensadores
evaporativos, fuentes ornamentales, etc. También hay algunas especies, que
se han encontrado aisladas en terrenos humedos y abonos, como L.
longbeachae.

Una de las caracteristicas de las legionelas, es que son capaces de sobrevivir
en un amplio intervalo de condiciones fisico-quimicas:



- Temperaturas de 0 a 63°C, multiplicandose entre 20 y 40°C, y
destruyéndose a 70°C; siendo su temperatura 6ptima de crecimiento de
35-37°C

- pHde5a8,5

- oxigeno disuelto de 0,2 a 15 mg/ml, etc.

La tolerancia al cloro de las legionelas les permite sobrevivir a concentraciones
gue el mismo cloro elimina a Escherichia coli, demostrandose asi, que si en el
agua de la red hay E. coli, no se aislan legionelas, y si la colimetria es negativa,
crecen las legionelas. Sélo al alcanzar 2mg/L de cloro, se destruyen el 100%
de las legionelas.

Legionella es un microorganismo aerdbico estricto, necesita oxigeno para su
supervivencia (concentracion mayor a 2,2 mg/l) y en general es poco activo.

Su supervivencia en el aire es corta debido a la poca resistencia que presentan
a la desecacioén y a los efectos de la radiacion ultravioleta.

Una caracteristica biolégica de esta bacteria es su capacidad de crecer
intracelularmente en protozoos y en macréfagos humanos. La presencia de
amebas en determinados ambientes e instalaciones es un mecanismo de
supervivencia de Legionella en condiciones ambientales desfavorables que
hacen mas dificil su eliminacion. Esta particularidad les confiere una gran
resistencia en su habitat natural, se multiplican en el interior de diversos
protozoos de vida libre (5 géneros de amebas) y en el medio libre se
encuentran formando parte de complejas biocapas microbianas. La posibilidad
de multiplicacion intracelular la protege contra la accién de los antibiéticos y
desinfectantes, de forma que sdlo responde a antibioticos capaces de penetrar
en las células. Por ello son de gran interés las asociaciones de las legionelas
con amebas, ciliados, algas, algunas especies bacterianas e incluso plantas
acuaticas como Myriophillum spicatum. Otra asociacion es con un organismo
eucariote del suelo, Dictyiostelium discoideum, con fase ameba, puede formar
agregados, fase mucoide y cuerpos fructificantes. Asimismo, se nutre de
bacterias.

En general, en su medio natural, la bacteria se encuentra en bajas
concentraciones, pero en numero suficiente para contaminar circuitos de agua
artificiales, en los que el estancamiento de agua, material de corrosion y
amebas, le permite formar una biocapa que junto con una temperatura 6ptima,
se multiplica en concentraciones importantes, y una vez dispersadas en el aire,
ayudadas por los mecanismos productores de aerosolores, infectan el aparato
respiratorio humano.

I 5 BIOFILM

A medida que interaccionan, los microorganismos pueden formar agrupaciones
fisicas complejas, como los biofilms. Se desarrollan sobre todas las superficies
inmersas en los ambientes acuaticos, tanto biolégicos, como abibticos
(cemento, metal, plastico, piedras). Los biofilms se forman con especial rapidez
en sistemas acuaticos en movimiento, donde se ven provistos los
microorganismos de una fuente constante de nutrientes. Estos biofilms,



representan un gran impacto en la supervivencia microbiana y en la aparicion
de enfermedades.

Por tanto, es importante contemplar cuatro niveles en referencia a los factores
de riesgo de esta bacteria: las legionelas planctonicas, legionelas asociadas a
las amebas, legionelas aisladas en el biofilm y legionelas asociadas a las
amebas en el biofilm.

Las legionelas por tanto, se pueden presentar en forma planctonica, o
parasitando intracelularmente a protistas de vida libre, como diferentes
especies de amebas. No se ha documentado el crecimiento de Legionella en la
naturaleza en ausencia de protozoos, y se cree que éstos como se ha
comentado anteriormente, constituyen los huéspedes de la bacteria en el
medio ambiente. En la naturaleza, los microorganismos residen frecuentemente
en biofilms que consisten en microcolonias bien organizadas envueltas en
matrices poliméricas. Dentro de estos biofilms, las microcolonias estan
separadas mediante canales de agua por donde se eliminan los deshechos y
se provee de nutrientes. Esta organizacion, facilita la comunicacién entre los
miembros de la microcolonia y permite una alimentacién cruzada entre
diferentes especies. Ademas, la conjugaciéon de DNA entre bacterias que
ocurre en un porcentaje muy elevado dentro del biofilm, es también un
instrumento para la evolucion y la adaptacion a cambios en el medio ambiente.

Dentro del biofilm, las amebas de vida libre constituyen el principal regulador de
la poblacién bacteriana y son organismos de interés en la adaptacion de las
bacterias al interior de células eucariotas. Esta fase de interrelacion procariota-
eucariota, debe haber permitido la adaptacion de Legionella a la supervivencia
intracelular en el interior de protozoos y se ofrece asi, un posible mecanismo
mediante el cual estas bacterias pueden resistir situaciones adversas y
propagarse rapidamente en condiciones favorables. Los estudios llevados a
cabo sobre los ciclos de infeccion en protozoos tienden a utilizar como modelo
a una ameba de vida libre, Hartmannella vermiformis, a pesar de que otros
modelos de protozoos son también eficientes huéspedes.

Las bacterias que crecen en el interior del biofilm, son més resistentes a los
biocidas al estar protegidas por el mismo. Muchas veces, el uso de biocidas,
puede incluso potenciar las cepas patdégenas al actuar selectivamente sobre las
no patégenas. El uso de cloracion en continuo es una de las estrategias mas
efectivas para la eliminaciéon de biofilms, aunque su erradicacion total es muy
dificil. También el mantenimiento de la temperatura en los sistemas de ACS a
mas de 50°C, o la limitacion de su formacion en las paredes de los distintos
sistemas hidricos con la utilizacién de materiales especificos o evitando zonas
de estancamiento, son buenas técnicas para evitar su formacién. Asimismo, es
muy importante la investigacién de sustancias que bloqueen los mecanismos
especificos de invasion legionela-ameba.

Los aminoacidos son su principal fuente de energia, habiéndose comprobado
gue la presencia de otros microorganismos como las algas verde azuladas,
favorecen su desarrollo. Es dificil su aislamento in vitro ya que requieren hierro
y cisteina. El medio selectivo mas empleado para su aislamiento es el CYE
(charcoal yeast extract), suplementado con acido alfa-cetoglutarato. Son de



crecimiento lento; pueden tardar entre 3 y 5 dias en crecer colonias visibles.
Estas colonias son pequefias y con tonalidad azul y textura esmerilada.

Aparte de esas asociaciones, se han detectado también antagonismos con
especies de familias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae, a cuyas
bacteriocinas de alto y bajo peso molecular, las legionelas son muy sensibles.
Esta competencia se producira a nivel extracelular, donde tienen ventajas las
bacterias de crecimiento rapido.

"USUFUENTES DEINFECCION

Como se menciona anteriormente, las instalaciones que colonizan las
legionelas, amplifican y favorecen el crecimiento, por la acumulacion de
nutrientes y sedimentos, asi como también facilitan su diseminacion; el articulo
2 del Real Decreto 865/2003, divide estas instalaciones segun la probabilidad
de proliferacion y dispersion de la bacteria:

TABLA 2. Articulo 2 R.D. 865/2003 Division de las instalaciones segun
proliferacion y dispersion de la Legionella.

3. Instalaciones de riesgo en terapia respiratoria

a) Equipos de terapia respiratoria
b) Respiradores

c) Nebulizadores

d) Otros

Fuente: Modificado (Datos R.D. 865/2003)



Segun un estudio realizado por el Dr. J. Dellundé y la Dra. R. Aranjo del
departamento de microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de
Barcelona, casi el 50% de las instalaciones estudiadas, estaban colonizadas
por Legionella, de las cuales el 87% eran L. pneumophila, el 25%
pertenecientes al SG.1y el resto a los serogrupos entre el 2-14.

GRAFICO 1. Colonizacion por Legionella segun el punto de muestreo

Segun puntos de muestreos

drenaje retorno puntos terminales
acumulador

Fuente: Prevencion y control de Legionella en instalaciones ACS. Universidad de Barcelona

Cualquier zona puede actuar como area de amplificaciébn, aunque
especialmente se encuentran por debajo de los 60°C, de aqui que sea tan
importante mantener la temperatura por encima de los 60° en todo el recorrido;
aun asi, no se garantiza la no colonizacion de legionelas.

— g EB'DEMIOLOGI’A

La legionelosis es una enfermedad ampliamente diseminada. Se han descrito
casos en América del Norte, Australia, Africa y Europa, notificandose mas en
paises industrializados. Se detectan casos esporadicos todo el afio, pero con
mas frecuencia aparecen, al igual que los brotes, en verano y otofio. La
proporcion de neumonias de origen comunitario causadas por L. pneumophila
se estima en torno a un 0,5-5% del total de las mismas.

A pesar de que la legionelosis es un problema bien conocido, los datos son
muy escasos en los paises en desarrollo, ya que no existen redes adecuadas
de vigilancia y notificacion de casos. Habida cuenta que los entornos de riesgo
y las poblaciones vulnerables se encuentran en todo el mundo, es seguro que
el problema de la legionelosis no es realmente conocido en estas regiones.

En Espafia la vigilancia epidemiolégica de la legionelosis se basa en la Red
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y en otros sistemas y fuentes de
informacion complementarios. Su objetivo es conocer la evolucion de la
incidencia y de los posibles cambios en el patrén de presentacion de la
enfermedad en la comunidad, mediante la detecciébn de casos esporadicos,
brotes y casos relacionados que permitan identificar las fuentes de infeccién y



tomar las medidas de control adecuadas. A continuacion se describen dichos
sistemas:

TABLA 3. Sistemas y fuentes de informacion complementarios

Quién notifica | Periodo tiempo | Otros datos

Enfermedades de | Médicos en | Semanal Encuesta enviada
Declaracion ejercicio al CNE
Obligatoria (EDO)

Notificacion de | Responsables | Trimestral Informe final al
situaciones del estudio de CNE
epidémicas y brotes |la CCAA.

Sistema de | Laboratorios A establecer por
Informacion de la CCAA.
Microbioldgica (SIM) | microbiologia

clinica.
Notificacion de | EWGLI: grupo europeo con informacion reciproca
casos de | sobre casos de turistas con legionelosis.
legionelosis en
viajeros en Europa
Informacion En casos de brotes: técnicas de | Laboratorio  de
procedente del | tipificacion molecular para | referencia  para
centro Nacional de | comparar con cepas ambientales | todo el pais.
Microbiologia y establecer fuente de infeccion.

Fuente: Modificado de datos de la CNE

En EEUU, segun datos de los CDC, entre 8.000 y 18.000 personas son
hospitalizadas con legionelosis. Recientemente, los CDC americanos han
incluido los viajes como un factor de riesgo para la legionelosis, habiendo
detectado que mas del 20% de los casos notificados de esta enfermedad se
relacionaban con algun tipo de viaje.

En Europa, segun datos de 2008, se notificaron 5.960 casos de legionelosis en
34 paises europeos. El mayor nUmero de casos se registr6é en Francia (1244),
Espafia (1219) e Italia (1107), aunque, las tasas por millon de habitantes fueron
mayores en Suiza (28,6), Eslovenia (23,7), Dinamarca (23,3) y los Paises Bajos
(20,5). En 2009, se declararon en Europa 808 casos de enfermedad
concretamente asociados a viajes.

Tanto a nivel nacional, como en Aragbn, se considera Enfermedad de
Declaracion Obligatoria, individualizada y urgente desde el afio 1996.

La aparicion de brotes genera alarma social y gran demanda informativa por la
alta letalidad en personas de edad avanzada o con patologias previas, y la



posibilidad de prevencion mediante el control de las instalaciones que utilizan
de agua. Normalmente se presenta en forma de casos esporadicos, pero en
ocasiones se han detectado casos agrupados y brotes.

TABLA 4. Evolucién temporal, casos y fallecidos (1999-2009) del CNE.

Tabla 1a
- Brotes de legionelosis comunitarios y nosocomiales. Evolucion temporal, casos y fallecidos segin el Ambito. Afios 1999-2009
BROTES GOMUNITARIOS BROTES NOSOCOMIALES
ANO | BROTES | CASOS | MEDIA CASOS | FALLECIDOS | LETALIDAD | ANO | BROTES | CASOS | MEDIA CASOS | FALLECIDOS | LETALIDAD
1999 8 78 9,8 6 7.7 1999 2 8 4,0 4 30,0
2000 12 243 20,3 12 4.9 2000 5 28 5,6 8 28,6
2001 19 716 3T 7 1.0 2001 6 4 6,8 13 nr
2002 35 3 9,5 8 2.4 2002 6 29 4.8 3 17,2
2003 39 212 54 5 24 2003 2 10 5,0 2 20,0
2004 36 187 52 11 59 2004 2 8 4,0 1 12,5
2005 57 367 6,4 12 33 2005 1 9 9,0 1 11,1
2006 34 257 7,6 4 1,6 2006 3 6 2,0 0 0,0
2007 27 110 41 5 4.5 2007 2 7 39 1 14,3
2008 46 189 41 5 2,6 2008 3 7 23 1 14,3
2009 27 124 4.4 6 47 2009 — — — — —
Total 340 2814 8,3 81 29 Total 32 153 48 36 235
Fuente: CNE

Los datos de la tabla anterior, proceden del informe del boletin epidemiolégico
de 2010 del Centro Nacional de Epidemiologia. Al igual que los datos
anteriores, muestran al principio un incremento de los brotes y casos, desde
1999 hasta el 2005, esto se debe probablemente a una mejora en la deteccion
y en la notificacion de la enfermedad, mas que por un aumento de la incidencia
real de la legionelosis y a partir de 2006 se estabiliza el crecimiento.

En el primer afio del que se dispone de datos, 1997, se declararon 201 casos
de legionelosis lo que supone una tasa de 0,51 casos por 100.000 habitantes,
desde entonces ha presentado una incidencia creciente hasta el afio 2001, afio
en el que se produjo el brote de legionelosis de Murcia, con un gran nimero de
afectados (650 casos confirmados, aunque su letalidad fue inferior (1%) a la de
la mayoria de los brotes declarados a escala mundial). Esta tasa de
crecimiento anual (52,5%) se explica en parte por la amplia difusion del uso del
antigeno en orina como técnica diagndstica y un mejor diagndstico, control y
prevencion de la enfermedad.

En el afio 2002 la notificacién de la enfermedad se estabiliza con 1.461 casos,
lo que supone una tasa de incidencia global de 3,60 casos por 100.000
habitantes, en este afo el 50% de los brotes afectaron a menos de 3
personas.A partir de aqui los casos inician un descenso paulatino, mas
evidenciable en el numero de casos notificados asociados a brotes. De 1.262
casos Yy una tasa de 3,19 por 100.000 habitantes en el afio 2003, se ha pasado
a 1.192 casos y una tasa de 2,89 en el afio 2005,



En cuanto a la distribuciéon por el tipo de casos se puede observar una
disminucién de los casos asociados a brotes, mas evidente a partir del afio
2001 (que incluye el brote acaecido ese afio en la ciudad de Murcia) y un
continuo incremento de los casos esporadicos.

En el caso de Aragon, la incidencia de la legionelosis ha crecido
progresivamente. La mejor notificacion de casos y el empleo del antigeno
especifico desde el 2002, pueden influir en este aumento. Pese al ligero
incremento en el dltimo afio, podemos decir que estas cifras siguen siendo las
mas bajas observadas en la tltima década.

GRAFICO 2. Casos y brotes en Aragon de 1997-2005
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Fuente: CNE

La informacién relativa al estudio de brotes aporta datos sobre factores de
riesgo y mecanismos de transmision. Desde 1989 a 1997 se declararon 45
brotes de legionelosis (679 casos en total), alguno de ellos con un elevado
namero de casos, como el ocurrido en un hotel de Granada en 1991, que
afecté a 91 personas (BMS 1991), o el ocurrido en Alcald de Henares, Madrid,
en 1996, que afecté a 224 personas (BES 1997, Grupo de trabajo BE de la
CAM 1997). Segun el ambito donde se produjeron hubo 37 brotes comunitarios
(82%) y 8 hospitalarios (18%) (CNE, datos no publicados).

La fuente de infeccion mas frecuentemente relacionada con la apariciéon de
brotes es el agua caliente sanitaria; sin embargo, segun datos consultados de
la CNE, se asocia un mayor nimero de casos a las torres de refrigeraciéon. Es
de resefiar que en mas del 32% de los casos no es posible detectar la fuente
de infeccion.



TABLA 5. Fuentes de infeccion de brotes y casos de legionelosis.

FUENTES DE INFECCION DE BROTES Y CASOS DE LEGIONELOSIS

Numero de brotes (%) Numero de casos
Agua sanitaria 87 (29,5%) 423
edificios
Torre refrigeracion 63 (21,3) 1565
Bafo burbujas/termal 5(1,8) 59
Otros 7(2,4) 32
Resultados negativos 39 (13,2) 168
Desconocido 95 (32,1) 533
TOTAL 296 (100) 2780

Fuente: CNE

Del total de 1.365 casos en viajeros, declarados por distintos paises de Europa
a EWGLI en el periodo 1987-1997, 376 (28%) estan relacionados con
instalaciones espafiolas (CNE datos no publicados). En nuestro pais, esta
informacion tiene claras repercusiones sociales, econémicas y sanitarias
(Joseph y cols 1996, Infuso y cols 1997, Galmés y Martinez-Navarro 1997, BES
1998Db).

Por altimo, el Laboratorio de Referencia de Legionella ha caracterizado desde
1980, aproximadamente, 2.000 aislamientos de Legionella (300 de origen
humano y 2.700 de origen ambiental), provenientes de casi todas las
Comunidades Auténomas. De sus resultados se desprende que L.
pneumophila serogrupo 1 es el patégeno principal asi como el serogrupo mas
frecuente en el ambiente (Pelaz 1998).

T —

Los sindromes clinicos producidos por los miembros de la familia
Legionellaceae reciben el nombre de legionelosis. La enfermedad de los
legionarios es la neumonia causada por L. pneumoniae, que ha sido detectada
en muchos hospitales desde que se presenté la primera epidemia en 1976.

El cuadro clinico es muy variable, desde formas asintomaticas, hasta una
neumonia grave con fallo multiorganico, pero clasicamente, se distinguen dos
formas clinicas: la infecciébn pulmonar o neumonia por Legionella y la fiebre
Pontiac o sindrome global agudo autolimitado.

- La fiebre Pontiac se presenta con un cuadro febril con dolores articulares
y musculares (artromialgias) y afectacion del estado general, fiebre, tos,
dolor toracico, diarrea y confusion. En general es una enfermedad




autolimitada con una clinica leve que evoluciona a la curacion. La fiebre
de Pontiac es por tanto, una enfermedad febril aguda, no neumonica y
autolimitada. Su periodo de incubacion es de 24-48 horas, la tasa de
ataque es del 95% y su letalidad es del 0%.

- Neumonia por Legionella (Enfermedad del legionario). Se presenta con
una incidencia entre 1 — 5%. La presentacion clinica puede variar desde
una neumonia atipica a una forma clasica. Es frecuente la afectacion de
otros Organos como rifion, higado, tracto gastrointestinal, sistema
nervioso. Los sintomas mas frecuentes son: fiebre elevada, tos, dolor
muscular, escalofrios, cefalea, dolor toracico, espectoracion, diarrea,
confusiéon mental o alteracion del estado de conciencia. Su periodo de
incubacion es de 2 a 10 dias, la tasa de ataque es del 1-5% y la letalidad
es del 15-20%, aunque ésta disminuye con un tratamiento precoz con
antibioticos.

TABLA 6. Caracteristicas de las formas clinicas provocadas por L.
pneumophila

Enfermedad del Legionario Fiebre de Pontiac

Incidencia 1-5% 95 %

Periodo Incubacién 2-10 dias 1-2 dias

Sintomas Fiebre, tos, dolor muscular, Fiebre, dolor
escalofrios, dolor de muscular, tos,
cabeza, dolor toracico, escalofrios, dolor de
esputos, diarrea, confusion, cabeza, dolor
coma toracico, confusion

Efectos en pulmoén Neumonia Pleuritis, Ausencia

de neumonia

Afeccion otros 6rganos Rifidn, higado, tracto Ninguno
gastrointestinal, sistema
nervioso

Proporcion casos 15-20% Ausencia

fatales

Fuente: CNE

En los primeros casos, el agente causal fue L. pneumophila, sin embargo
cuadros similares se relacionaron con L. feelei, L. anisa y L. micdadei.

L. pneumophila es responsable de aproximadamente el 85% de los casos
diagnosticados de infeccién por Legionella spp., en el 15% restante, se aislan
con frecuencia decreciente variable de unos paises a otros, L. micdadei, L.
bozemanii, L. dumoffii, y L. longbeachae. La mayoria de los enfermos con
infecciones por estas especies, estaban inmunocomprometidos por tratamiento



con corticosteroides, un transplante o padecian cancer. Asimismo, en los
pacientes con neumonia por L. micdadei, el estado de inmunosupresion es mas
frecuente que entre los infectados con L. pneumophila. La infeccidon por virus
de la inmunodeficiencia humana condiciona un mayor riesgo para L.
pneumophila y en menor grado para L. bozemanii, L. feeleii y L. micdadei.

q‘. TRANSMISION

La transmision de las legionelas al hombre requiere la existencia de un
reservorio, un mecanismo de diseminacioén eficiente y un huésped susceptible a
la infeccidn. La cantidad de Legionella necesaria para que se produzca
infeccion, va en relacion inversa a la virulencia de la cepa y la susceptibilidad
del huésped.

8.1. Mecanismo de transmision

El mecanismo de transmisibn méas aceptado es mediante la inhalacion de
goticulas de agua contaminada y aerosolizada mediante diversos mecanismos
(torres de refrigeracion, duchas).

Una vez en el tracto respiratorio, los macréfagos alveolares fagocitan la
Legionella. No obstante, las legionelas son un patdgeno intracelular, capaz de
multiplicarse en el interior de los macréfagos hasta la ruptura celular.

Otro mecanismo que se ha sugerido recientemente, pero que no se
considerara de momento 100% fiable, es el que algunos autores consideran el
mas importante: mediante aspiracion de agua contaminada o de secreciones
de la orofaringe previamente colonizada por este microorganismo. De este
modo la Legionella llega a los pulmones mediante aspiracion de legionelas
externas que se encuentran en la cavidad oral y escapan del reflejo usual de
deglucion entrando en el tracto respiratorio.

8.2. Mecanismos de patogenicidad

La legionelosis aparece fundamentalmente en personas mayores, con
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), en personas que toman
glucocorticoides y en enfermos transplantados. Otros factores que pueden
influir en la susceptibilidad del huésped son: sexo masculino, tabaquismo,
alcoholismo, diabetes, cancer o estar sometido a tratamientos de dialisis.

No obstante, los individuos sanos también pueden padecer la enfermedad si
han sufrido una exposiciébn a concentraciones suficientemente elevadas del
agente infeccioso.



Para causar la enfermedad, la bacteria debe ser virulenta, estar presente en
cantidades suficientes, ser dispersada desde sus reservorios y alcanzar el
fondo del pulmon.

No existen datos sobre dosis infectante, pero si tentativas de establecer unos
criterios de valoracion cuantitativos basados en los datos procedentes de las
investigaciones de los casos de legionelosis. Estos criterios orientativos se
recogen en la siguiente tabla:

TABLA 7. Criterios de valoraciéon cuantitativa sobre dosis infecciosa

LEGIONELLA TORRES DE INSTALACION HUMIDIFICADORES
(ufc/ml) REFRIGERACION ACS

<1 Bajo Bajo Bajo

1/9 Bajo Bajo Moderado

10/99 Bajo Moderado Alto

100/999 Moderado Alto Alto

>1000 Alto Alto Alto

Fuente: INSHT

Como se ha explicado en el apartado anterior las legionelas son capaces de
multiplicarse en un protozoo y de sobrevivir a la fagocitosis por el macrofago
alveolar. Los factores de virulencia que facultan a las legionelas para la
multiplicacion intracelular, tanto en los protozoos como en los macréfagos, han
sido muy estudiados en las diferentes etapas del proceso: endocitosis,
vacuolizacion, multiplicacion vy, finalmente, liberaciébn de las legionelas. Se
conoce que los factores de virulencia no son idénticos entre especies de
Legionella aisladas de procesos patolégicos humanos, ni en una misma
especie no es idéntica la activacion de los factores de virulencia en el interior
de una ameba o de un macréfago humano.

Al final de la fase intracelular se producen un conjunto de cambios en la
bacteria que le permiten adaptarse a los diferentes estadios del proceso que
finaliza después de la multiplicacién, adquiriendo una serie de caracteristicas
que le permitiran liberarse al exterior y reinfectar a otros macréfagos
(resistencia a los 4cidos, la expresion de flagelos y la citotoxicidad, entre otras).

—!"MEI'S'. DOS DE DETECCION

A continuacion se detallan las diferentes pruebas utilizadas para el diagnostico
de la infeccion por Legionella spp.:



TABLA 8. Sensibilidad y especificidad de las pruebas diagndsticas

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

PRUEBA SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD (%) TIEMPO
(%)

Aislamiento por 70 100 3-10 dias

cultivo

IFI 78-91 99 2 meses

Antigeno L. pne. 70 100 2-3 horas

SG1

PCR 95 25-75

Fuente: INSHT

Aislamiento de la bacteria por cultivo. A partir de muestras respiratorias tales
como esputos, muestras obtenidas mediante broncoscopio o tejido pulmonar,
utilizando los medios de cultivo adecuados (BCYE-a-cetoglutarato) es la
técnica de eleccion. El crecimiento se produce entre 3y 10 dias.

Serologia mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl). Demostrando la
presencia de anticuerpos especificos en el suero, tomados en la fase aguda o
convaleciente de la enfermedad. La seroconversion se produce en 2 meses.

*Deteccion de antigeno especifico de L. pneumophila SG. 1 en orina. Es una
técnica rapida que se esta aplicando de forma creciente. Debido a la adopcién
de la determinacion por enzimoinmunoanalisis (EIA) y de inmunocromatografia
de membrana (IC) se puede detectar los antigenos en 2-3 horas y en 15
minutos, respectivamente. El antigeno de Legionella es detectable desde el
inicio de los sintomas hasta muchos meses después.

Técnica de la PCR. Mediante la utilizacion de sondas especificas de ADN y la
reaccion en cadena de la polimerasa, posee una especificidad del 95% y una
sensibilidad entre el 25 y el 75%, sobre todo en muestras respiratorias.

— !U.MXRCADORES MOLECULARES

Existen varias definiciones de marcador genético. Rieger et al. (1982) lo
definen como cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente utilizado
en el andlisis genético. Gale (1994) lo define como cualquier medio para
identificar cualquier locus especifico en un cromosoma. En definitiva, podemos
usar como marcador el efecto de un gen facilmente observable en los
individuos, metabolitos caracteristicos de bajo peso molecular, proteinas que
pueden extraerse y observarse con facilidad (isoenzimas, proteinas),
generalmente tras un fraccionamiento mediante electroforesis, 0 segmentos de




DNA que pueden obtenerse e identificarse por toda una serie de técnicas
moleculares (Pérez de la Vega, 1993).

Hay autores que entienden que soélo los acidos nucleicos deben de ser
incluidos en esa categoria, sin embargo otros aplican también productos
primarios, las proteinas y distinguen entre marcadores proteicos y DNA.

Un método de tipificacion es aquel que puede ser usado para diferenciar cepas
bacterianas pertenecientes a una misma especie. La esencia del uso de estos
métodos es la de ser capaz de comparar aislamientos y agrupar cepas con
idénticos resultados en un mismo grupo. Cuando dos aislamientos estudiados
rinden resultados diferentes segin uno o mas métodos de tipificacion, en
general puede concluirse que derivan de diferentes lineas clonales. Sin
embargo, para poder ubicar distintos aislamientos en una misma linea clonal,
se requieren resultados coincidentes en mas de un método de tipificacion.

Los métodos de tipificacion deben cumplir tres requisitos esenciales:

1. Poder de tipificacion (ser capaces de catalogar cualquier aislamiento en
un tipo determinado.)

2. Poder discriminatorio (ser capaces de discriminar entre aislamientos no
relacionados).

3. Reproducibilidad (ser capaces de brindar resultados reproducibles entre
diferentes ensayos y estables para una cepa dada obtenida de
diferentes origenes).

Ademas, debe de tenerse en cuenta la sencillez de realizacibn asi como de
interpretacion de los resultados.

Entre ellos destacan: antibiotipo, bacteriocinotipo, serotipo y fagotipo.

10.1. Antibiotipo

Estos marcadores, nos permiten determinar si dos o mas aislamientos
corresponden a una misma cepa.



10.2. Fagotipia

Tipificacion de una cepa bacteriana mediante su sensibilidad a la lisis por
bacteriofagos; dentro de una misma especie bacteriana (ej.. Staphylococcus
aureus) hay distintas cepas que son lisadas por diferentes bacteriéfagos (12,
80/81 entre otros) lo cual permite su identificacidn; la presencia de placas de
lisis visibles en un cultivo confluente sobre agar, permite la tipificacion de cada
cepa

10.3. Plasmidotipia

Técnica de utilidad para marcar epidemiolégicamente los plasmidos de
resistencia. no aplicada en Legionella spp. Empleada al principio para
discriminar cepas causantes de brotes, su aplicacion ha caido en desuso.

10.4. Bacteriocinotipia

El método de la piocinotipia se basa en la produccion de bacteriocinas por
Pseudomonas aeruginosa; posee una gran sensibilidad, constituyendo un
valioso marcador epidemiolégico. A pesar de que algunos autores no han
hallado correlacion entre sensibilidad, produccién de piocinas y serotipo, en un
trabajo publicado en 1978 por R. GOémez-Lus, se demostrd6 que habia una
evidente correlacion entre produccion y sensibilidad, y en segundo lugar,
algunos serotipos demostraron poseer una homogeneidad en su
piocinogénesis y sensibilidad a las piocinas; habiendo, una relacion inversa
entre la produccion de piocinas y sensibilidad a las mismas, siendo el patrén
mas frecuente el que corresponde a cepas buenas productoras de
bacteriocinas y poco sensibles (resistentes).

Desde un punto de vista ecoldgico, estas cepas parecen las mejor dotadas
para competir por los substratos, siendo capaces de antagonizar a otras cepas
a nivel de huéspedes, de tejidos, y en general, de cualquier nicho.

Muchas veces se considera a las bacteriocinas, “antibiéticos”, pero esta
consideracion, no es correcta; si bien los antibiéticos son producto del
metabolismo secundario de la célula y su sintesis se dispara cuando se
detienen las rutas biosintéticas principales, las bacteriocinas son proteinas no
estructuradas de sintesis ribosémica cuya produccion casi siempre va paralela
al crecimiento celular. No se debe a ningun error metabdlico, por dos motivos
principalmente: si fueran sustancias sin sentido, no se mantendrian a través de
tantas generaciones, y como ya he comentado, su produccion va unida al
crecimiento celular.



El fenbmeno de antagonismo, podria encuadrarse mas bien en el campo de las
interacciones microbianas, en la lucha por la existencia en los microentornos.
En un microhdbitat donde las interacciones intraespecificias son
predominantes, la presencia en una poblacion microbiana de individuos
bacteriocinogénicos podria contribuir a la disminucién del porcentaje de
individuos de la misma especie de fenotipo no productor debido primero a las
bacteriocinas y segundo por transmision por conjugacion de los plasmidos
portadores de ese caracter.

El término bacteriocina, (Jacob et al, 1953), incluia a las proteinas del tipo de
las colicinas (inhibidores bacterianos producidos por Escherichia coli)
caracterizadas principalmente por su biosintesis letal, actividad antibacteriana
intraespecifica y adsorcion a receptores especificos.

Como se han encontrado discrepancias notables en ciertas bacterias, algunos
autores prefieren hablar de “sustancias de tipo bacteriocina”, porque no
cumplen alguno de los criterios anteriores, o bien como Konisky, que propone
el uso del término bacteriocina para designar “proteinas o complejos de
proteina con actividad antibacteriana, no activas frente a la estirpe productora”.

Surge asi el término de las microcinas, para designar sustancias de tipo
antibiético producido por enterobacterias, de naturaleza proteica, bajo peso
molecular y espectro de accion reducido a enterobacterias, cuya productividad
e inmunidad van codificadas por plasmidos. Estas ultimas, son capaces de
actuar bajo condiciones que la mayoria no lo permiten (de Lorenzo Aguilar ,
1984), por lo que son de momento, los Unicos inhibidores bacterianos a los que
se las ha asignado un claro papel ecolégico.

Hay algunas versiones que restan importancia a la competitividad de las
bacteriocinas, anunciando que estas se producen en muy baja concentracion y
gue por tanto serian facilmente ignoradas o atacables por otras bacterias con
las que cohabitasen. Eso si, la caracteristica que le hace afectar Unicamente a
individuos de su misma especie o similares, le proporcionaria una ventaja y es
la seleccion natural, del mejor dotado.

. !1. BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas se definen como sustancias proteicas antimicrobianas
producidas por un gran numero de especies bacterianas (Taggs y col. 1976).
Estas sustancias constituyen un grupo heterogéneo de proteinas que varian
mucho en su espectro antimicrobiano, propiedades bioquimicas, mecanismo de
accion y caracteristicas genéticas (Piard y Desmazeaud, 1992; Tagg y col.
1976). La actividad antimicrobiana y su estructura proteica, probablemente
sean las Unicas caracteristicas comunes a todas ellas (Stiles y Hastings, 1991).
El término "bacteriocinogenicidad" se emplea para describir la capacidad de las



bacterias para sintetizar y eliminar al exterior proteinas antagonistas del
desarrollo de otros microorganismos (Daeschel y col. 1990).

Estas sustancias se detectaron por primera vez en E. coli (Hardy, 1975) y mas
tarde en algunas bacterias Gram-positivas (Tagg. y co., 1976).

La biosintesis de las bacteriocinas ocurre o en la fase logaritmica del desarrollo
bacteriano o al final de la misma, y en la mayoria de los casos, guarda relacion
con la biomasa producida (Piard y Desmazeaud, 1992), si bien la produccion
méaxima en los medios de cultivo puede ocurrir en diferentes fases del ciclo de
crecimiento (Tagg y Col., 1996)

Algunos investigadores han sefalado que ciertos componentes especificos del
medio de cultivo interfieren sensiblemente en la produccién de alguna
bacteriocina individual. Asi, varios trabajos indican la necesidad de algunos
nutrientes, como extracto de levadura, aminoacidos, manganeso y manitol,
para aumentar, disminuuir o suprimir la produccion de diversas bacteriocinas
(Rogers, 1972; Clarke y col., 1975; Hale y Hinsdill, 1973 y Tagg y col., 1975).

Las variaciones de las condiciones de cultivo, como por ejemplo la temperatura
y el tiempo, ejercen un profundo efecto en la produccién de bacteriocinas
activas. Generalmente, se producen mas bacteriocinas cuando la cepa
productora se cultiva a su temperatura 6ptima de crecimiento (Tagg y Col,
1976). El desarrollo de la cepa productora a temperaturas elevadas puede
suprimir la produccién de bacteriocinas (Dajoni, 1974, Tagg y col. 1975) y
algunas veces eliminar irreversiblemente esa propiedad (Dajoni, 1974; Jetten y
Vogels, 1973), Shlegel y Slade, (1973) demostraron que la produccion de
estreptocina era maxima en la fase logaritmica descendiendo algo cuando el
cultivo entraba en la fase estacionaria. Por otro lado en otros estudios se ha
demostrado que la produccion de bacteriocinas se inciaba al final de la fase
logaritmica y que disminuia lentamente tras un periodo de incubacion
prolongado. Otras investigaciones también han descrito pérdidas sustanciales
en la actividad de las bacteriocinas de cultivos incubados durante mucho
tiempo. Este efecto puede deberse a la existencia de inactivadores especificos
de las bacteriocinas, digestion enzimatica o a la reabsorcién de la bacteriocina
por la cepa receptora (Tagg y Col., 1976).

11.1. Tolerancia al calor, a la acidez y a las enzimas

De acuerdo con su definicion, las bacteriocinas se inactivan, al menos por una
enzima proteolitica, entre las que conviene citar las de origen pancreatico
(tripsina y alfa-quimiotripsina) y gastrico (pepsina). Algunas bacteriocinas son
sensbiles a otras enzimas como las lipasas, amilasas y fosfolipasas, lo que
indica la heterogeneidad de las bacteriocinas y la influencia de los compuestos
no proteicos en su estructura y actividad (Jiménez y col., 1990; Lewus y col.,
1992; Upreti y Hindill, 1973).



Generalmente las bacteriocinas son termorresistentes, y en el caso de las
bacteriocinas de Legionella, les permitiia mantener su actividad
antimicrobiana a temperaturas elevadas de las torres de refrigeracion.

Las bacteriocinas son también, generalmente estables a pH acido o neutro,
aunque existen excepciones.

La estabilidad de las bacteriocinas disminuye a medida que aumenta su
purificacion.

11.2. Espectro antimicrobiano de las bacteriocinas

El espectro antimicrobiano de las bacteriocinas parece estar asociado a
presencia de receptores apropiados en los microorganismos receptores (Taggs
y col. 1976). Sin embargo, la mayoria de las bacteriocinas producidas por las
bacterias Gram-negativas actian fundamentalmente sobre especies
microbianas relacionadas taxonomicamente con ellas, mientras que las
bacteriocinas de las Gram-positivas son antagonistas de una mayor diversidad
de especies Gram-positivas (Tagg y Col. 1976). Segun su espectro
animicrobiano, pueden clasificarse en: a) bacteriocinas activas frente a
bacterias taxondémicamente relacionadas y b) bacteriocinas con un amplio
rango de actividad frente a bacterias también Gram-positivas.

11.3. Mecanismo de accién de las bacteriocinas

Tagg y col. (1976) sefialan que la accion de las bacteriocinas sobre las células
sensibles ocurre en dos etapas. En la primera fase, la bacteriocina se adsorbe
en receptores especificos y no especificos de la célula hospedadora. En ese
estadio, las bacteriocinas son sensibles a las proteasas. En una segunda fase,
ésta ya es irreversible, la bacteriocina origina alteraciones celulares en las
células sensibles de acuerdo con cada tipo de bacteriocina.

11.4. Bacteriocinas en Legionella

Estudios ecoldgicos sobre Legionella spp. son esenciales para entender mejor
sus fuentes en el medio natural, el mecanismo de su entrada en los sistemas
de agua creados por el hombre y los factores que permiten su supervivencia y
crecimiento en los habitats acuéticos

La interaccién bacteriana-protozoario contribuye a la amplificacion de la
poblacion de Legionella en los sistemas de agua, actuando como un reservorio
de la infeccion y contribuyendo a la virulencia del patégeno para infectar células
humanas. Legionella es capaz de sobrevivir como organismo libre por largos
periodos dentro de los biofilms que se han generado en los sistemas de agua
artificial.



Como ya he comentado anteriormente, el conocimiento sobre biofilm asociado
a la legionela puede dar lugar a medidas de control eficaces para prevenir la
legionelosis, pero las nuevas perspectivas en el control de la contaminacion
por Legionella pueden surgir a partir de las investigaciones sobre las bacterias
acuaticas capaces de inhibir el crecimiento de la legionela en sistemas de
aguas naturales y artificiales, incluso de la capacidad que tienen ellas, las
legionelas, de inhibirse a si mismas.

Basados en el criterio ecoldgico y al haber comprobado la elevada sensibilidad
in vitro de las legionelas a bacilos gram negativos (BGN), pertenecientes a los
géneros Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas, y Aeromonas, asi
como géneros de la familia Enterobacteriaceae (Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Proteus y Salmonella) y en menor grado a
bacterias gram positivas(BGP) (géneros Staphylococcus y Streptococcus)l,6,
se ha ampliado este estudio con el andlisis de la posible actividad de las
legionelas sobre diversas cepas de BGN, con los que puede coexistir en el
medio hidrico, e incluso en los enfermos con las BGP.

Aunque la actividad bacteriocinogénica de las legionelas no habia sido
detectada con anterioridad, recientemente se ha demostrado que 20 especies
del género Legionella y 8 serogrupos de L. pneumophila son productores de
bacteriocinas (BL o BLIS, de bacteriocin-like o bacteriocin-like inhibitory
substance, respectivamente).

Para la caracterizacion de las bacteriocinas, se proponen 6 puntos (Jacob, F.
Lwoff, S., Wollman, E. Ann. Inst. Pasteur. 1953):

- Espectro de actividad reducido

- Naturaleza proteica

- Mecanismo de accion bactericida

- Unién a receptores especificos

- Cadificacion por plasmidos que ademas confieren inmunidad frente a la
bacteriocina

- Dudas en los gram-positivos.

En otro estudio previo, se confirmé en 36 especies y serogrupos de Legionella
spp, mostrando una gran variabilidad en el balance entre produccion de
bacteriocinas y sensibilidad a las mismas. Este llamativo comportamiento de
todas las legionelas estudiadas significa una capacidad discriminatoria con
valor epidemioldgico y ecolégico, que proyectan su utilidad para interpretar que
las bacteriocinas de las legionelas tienen sobre todo un valor ecoldgico, y
actian con toda probabilidad como sefiales, constituyendo por tanto su
lenguaje conocido en otras bacterias, es el denominado quérum sensing. La
especificidad que poseen las legionelinas se expresa con un caracter
discriminatorio.



Estos conocimientos pueden servir para encontrar medidas de control mas
efectivas de la persistencia de las legionelas en el medio ambiente.

11.4.1. Deteccion del Quorum sensing (D.Q.)

Las bacteriocinas han sido reconocidas recientemente como sefales
moleculares con un papel clave para el comportamiento microbiano colectivo.

Antes se pensaba que las bacterias eran incapaces de comunicarse o de
organizarse en grupo, pero es cierto que la comunicacion célula-célula es una
actividad fundamental y realizada por la mayoria de las bacterias; se ha
demostrado que son capaces de coordinar sus actividades.

La caracterizacion de las moléculas sefal de la D.Q. demostré que regulan la
expresion de una gran variedad de fenotipos (Fucqua et al.).

Las bacterias se comunican por medio de sefiales moleculares difusibles. La
variacion de estas sefiales es amplia, existiendo sistemas de percepcidon y
mecanismos de transduccion que convierten la informacion en cambios de la
regulacion de los genes.

La D.Q. permite, por tanto, a las poblaciones bacterianas regular
colectivamente la expresion génica y sincronizar el comportamiento del grupo.

La deteccidn del quérum permite el acceso de las bacterias a los nutrientes y la
organizacion de la respuesta defensiva frente a sus competidores, asi como
optimizar su capacidad para diferenciarse en morfotipos mejor adaptados para
sobrevivir en un ambiente hostil. La poblacién bacteriana ocupa un nicho
ecolégico cerrado, sintetizando constitutivamente un bajo nivel de sefales, y
que su concentracion crece en sincronia con el aumento de la poblacion.

11.4.2. Bacteriocinas de alto y bajo peso molecular

El tamafio de las proteinas es medido usualmente en masa molecular, aunque
algunas veces se menciona su longitud y didmetro. El peso molecular es la
masa de 1 mol de proteina, usualmente se expresa en daltones. La masa se
puede determinar con métodos como: la electroforesis, la filtracion en gel y la
espectrometria de masas.

Los métodos de separacion de proteinas que se esta empleando es la
electroforesis en gel de poliacrilamida. Por el resultado de algunas pruebas
podemos deducir que éstas tienen muy alto peso molecular, por encima de 14
kDa. Ademas, podemos comprobar a grosso modo que las bacteriocinas de
bajo peso molecular difunden mas en el medio que las de alto peso molecular
que dan lugar a halos de inhibicibn mas pequefios.



" 12.cepaspeEEsTuDIO

La familia Legionellaceae incluye un género, Legionella, que a su vez
comprende 48 especies y mas de 70 serogrupos. L. pneumophila posee 15
serogrupos, siendo el serogrupo 1 el mas frecuentemente aislado en pacientes
(mas del 80 % de los casos confirmados).

12.1. Cepas de Legionella estudiadas

En nuestro estudio, hemos dispuesto de la siguiente variedad de cepas de
Legionella:

TABLA 9. Cepas de Legionella estudiadas

Género Legionella

Especies

L. jamestownensis

L. jordanis

L. maceacheamii

L.micdadei

L. oakndgensis
L. parisiensis

L. anisa
b
L. cherni
L. dumoffii
L. erythra
L. feeleii
L. gommanii
L. israeliensis

L. sainthelensis
L. steigerwartii

L. wadsworthii

L.pne.sg. 1
L. pne.sg.2

L. longbeachaesg. 1
L. longbeachaesg. 2

L. pne.sg. 20
t.pne.sg. 12
L.pne.sg. 12

L. pne.sg. 13

L. pne.sg. 14

L. bozemanii sg. 1
L. bozemaniisg. 2
L. hackeliae sg. 2
L hackeliaesg. 2

L. feeleii sg. 2
L. feeleii sg. 2

L.pne.sg.3
L.pne.sg.5
L.pne.sg.7
L. pne.sg.8
L. pne.sg.9

t.pne.sg. 2
konxville

t.pne.sg. 1
philadelphia
t.pne.sg. 1
1289
t.pne.sg. 1
2189

Fuente: Elaboracion propia

Se ha trabajado con 20 especies diferentes. La especie Legionella
pneumophila origina mas del 90% de las infecciones. Esta especie comprende
15 serogrupos. El méas patégeno es el serogrupo 1 (52% de las infecciones por
Legionella), seguido del serogrupo 6 ( 12%). En total la L. pneumophila causan
mas del 85 % de las infecciones por Legionella. Las siguientes en importancia
estan por debajo del 5 % de las infecciones: L.micdadei, L.bozemanii, L
dumoffii, L. gormanii y L. longbeachae.

Del serogrupo 1, que es el mas frecuentemente aislado en pacientes,
disponemos de varias cepas; principalmente hemos estudiado 4 de ellas que
son las que figuran en la tabla. Ademas, de las 19 especies restantes, se han
estudiado dos diferentes serogrupos de 4 de ellas.

Legionella anisa es una de las especies mas frecuentes distinta de
L..pneumophila en el medio ambiente y pueden ser adquiridas en hospitales.




TABLA 10. Caracteristicas de las cepas estudiadas

. oakridgensis

Ambiental / Clinico

. parisiensis

Ambiental

. sainthelensis

Ambiental / Clinico

. steigerwartii

Ambiental

Especie Origen Grupo DNA
L. pneumophila Ambiental / Clinico

L. anisa Ambiental / Clinico | 2
L. bozemanii SG. 1 Ambiental / Clinico | 2
L. bozemanii SG. 2 2
L. cherrii Ambiental 2
L. dumoffii Ambiental / Clinico | 2
L. erythra Ambiental 1
L. feeleii SG. 1 Ambiental / Clinico | 3
L. feeleii SG. 2 3
L. gormanii Ambiental / Clinico | 2
L. hackeliae SG. 1 Clinico 10
L. hackeliae SG. 2 10
L. israeliensis Ambiental /Clinico | 11
L. jamestownensis Ambiental 4
L. jordanis Ambiental / Clinico | 7
L. longbeachae SG. 1 Ambiental/ Clinico | 2
L. longbeachae SG. 2 2
L. maceachearnii Ambiental/ Clinico

L. micdadei Ambiental / Clinico | 6
L

L

L

L

L

. wadsworthii

Clinico

Fuente: Elaboracion propia




Se piensa que L. anisa puede enmascarar la contaminacion del agua por L.
pneumophila, lo que sugiere que existe un riesgo de infeccion por L.
pneumophila en pacientes inmunocomprometidos.

L. bozemanii es menos conocida para los médicos; ya que en ocasiones se
trabaja con pruebas especificas para L. pneumophila y no detectan por ejemplo
la infeccion de L. bozemanii, pero ésta puede ser también causante de
infeccibon pulmonar como se ha visto en casos de pacientes
inmunocomprometidos. El primer caso aislado de L. bozemanii en Europa fue
uno de neumonia adquirido por un hombre de 75 afios de edad, durante sus
vacaciones en Mallorca. A pesar de la ventilacion artificial y la eritromicina
intravenosa el paciente fallecid. ElI organismo causante fue aislado de una
muestra del pulmén obtenido post mortem. El examen de una sola muestra de
suero por medio de una prueba de inmunofluorescencia indirecta identificé a L.
bozemanii. L. bozemanii serogrupo 2, fue aislada de un paciente,
caracterizada como Legionella bozemanii por los datos de DNA y el analisis de
ubiquinona, pero variaba fenotipicamente de bozemanii serogrupo 1 por sus
caracteristicas colonias y reacciones seroldgicas cruzadas.

Otra especie causante de enfermedad es la L. micdadei; es la Unica especie de
Legionella acido-alcohol resistente, pero pierde este caracter al ser cultivada en
el laboratorio. Es el agente responsable de la "Neumonia de Pittsburg".

L. longbeachae es una especie de la familia Legionellaceae., aislada por
primera vez de un paciente en Long Beach, California. Se encuentra
predominantemente en el suelo y abono vegetal.

12.2. Otras bacterias estudiadas

Ademas de la Legionellae, hemos trabajo con otras bacterias como cepas
receptoras frente a la accion de las bacteriocinas. Se consideran las principales
bacterias indicadoras del estudio: N. lactamica ATCC23970, N. sicca
ATCC9913 vy E. faecalis ATCC19433.

12.2.1. Neisseria lactamica

N. lactamica fue descrito por Hollis et al. en 1969 y como N. meningococcoides
por Berger en 1970.

Las cepas de N. lactamica no se habian descrito en los estudios anteriores a
1969. Debido a la produccién de acido a partir de lactosa no se utiliz6 como
una prueba diferencial para la identificacion de Neisseria spp. Antes de la
descripcion de esta especie, cepas de N. lactamica habrian sido identificados
como N. meningitidis. (ver IMAGEN 1)



Diplococos gram negativos, colistina-resistente, crecen en medio selectivo
gonocadcica, y se caracterizan por su capacidad de producir acido a partir de
glucosa, maltosa, y lactosa, y por su capacidad de producir beta-galactosidasa.
Entre las especies de Neisseria, N. lactamica es probablemente el mas facil de
identificar las especies. Por lo tanto, con una rara excepcion (un conocido,
informe no publicado de una cepa lactosa negativa), esta especie no deben ser
identificada erroneamente.

N. lactamica se aisla con frecuencia de los nifios, pero con poca frecuencia en
los adultos.

12.2.2. Neisseria sicca

Neisseria sicca, descrita como especie por von Lingelsheim en 1908 vy
considerada un agente comensal de la orofaringe humana, es un diplococo
gramnegativo aerébico, inmovil y oxidasa positiva. Al igual que todas las
especies de este género, requieren de CO, y cierto grado de humedad para
crecer a 35 °C. Se cultiva en agar chocolate, agar sangre de cordero y no se
desarrolla en Thayer Martin, dado que este medio inhibe el desarrollo de
neiserias comensales excepto N. lactamica. La colonia es blanca, opaca, de 1
a 3 mm, adherente; con los dias de incubacién adquiere una textura rugosa y
produce pigmento amarillo verdoso. Entre sus caracteristicas bioquimicas
relevantes se encuentra la produccién de acidos desde sacarosa y fructosa,
propiedad que comparte con N. subflava y N. mucosa y que permite
diferenciarlas de neiserias patdégenas; por ultimo, la reduccion de NOj3 es
positiva para esta especie. (ver IMAGEN 2)

La sensibilidad in vitro de neiserias comensales se ha mantenido estable a
penicilina, ampicilina, cefalosporinas, quinolonas, tetraciclina y macrélidos. Son
considerados resistentes a aminoglucésidos y vancomicina.

Las infecciones graves por esta especie son inusuales, pero la publicacion de
casos ha aumentado, especialmente en huéspedes inmunocomprometidos.
Podemos encontrar en la literatura médica casos de endocarditis, peritonitis en
peritoneo-dialisis, meningitis, artritis séptica, bursitis, osteomielitis, neumonia,
abscesos epidurales y bacteriemia. Los casos comunicados plantean que el
fallo de tratamiento con vancomicina y aminoglucoésidos en didlisis peritoneal
debe inducir la sospecha una infeccién con agentes no tipicos.

12.2.3. Enterococcus faecalis (ATCC 19433)

Enterococcus forma parte de la microbiota intestinal del hombre y los animales,
es un contaminante fecal de las aguas residuales y puede aislarse en multiples


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182009000600010

nichos ecolégicos debido a su resistencia a los factores ambientales
(Baldausatrrii et al, 2005).

Se han descubierto 36 especies diferentes, sélo 26 se asocian con infecciones
en humanos (Chany Zorus 2009).

Enterococcus faecalis y E. faecium son las especies mas comunes y
responsables de una amplia variedad de infecciones entre las que se citan
infecciones del tracto urinario, infecciones de heridas quirdrgicas, infecciones
del torrente sanguineo, infecciones del sistema nervioso central, edocarditis,
infecciones intraabdominales, hepatobiliares, pélvicas y sepsis neonatal
(Baldasarri et al, 2006; Sood et al, 2008; Chen y Zercos, 2009).

Enterococcus faecalis es un gram positivo, con forma ovoide. Crece en amplio
rango de temperaturas y soporta hasta 60°C durante 30 minutos.

7
13. ESTUDIOS PREVIOS RELACIONADOS

En 1980, Rowbotham describié que el crecimiento de L. pneumophila en medio
sélido, se inhibia por algunas especies como Bacillus spp y P. aeruginosa,
presentes en muestras orofaringeas. En el mismo afio, Flesher et al.
demostraron que varias bacterias aisladas de cultivos orofaringeos humanos,
inhibian especificamente el crecimiento de L. pneumophila. Las bacterias
inhibidoras tenian actividad frente a todas las cepas de L. pneumophila
ensayadas, incluyendo 5 cepas de L. pneumophila SG.1 y una de cada SG. 2,
3 y 4. Esta sustancia inhibidora no inhibié sin embargo, el crecimiento de 18
patégenos clinicos ni de 12 patégenos de laboratorio. Algunas propiedades de
esta sustancia inhibitoria, son que es dializable, resistente al calor y que no
precipita con sulfato amoénico. Otras sustancias producidas en el tracto
superior, no inhibieron L. pneumophila, que ademas, no podia ser aislada
cuando se cocultivaba con Streptococus y Saprophytus. Estas propiedades
pueden explicar en parte la dificultad de aislamiento y puede ayudar en la
identificacion de L. pneumophila.

En cuanto a las conclusiones que podemos extraer de estos resultados de las
interacciones de las bacterias productoras de bacteriocinas y las legionelas,
dada la baja densidad de microorganismos en el agua, parece poco probable
que los bacilos gram-negativos lleguen a destruir a las legionelas. Asi como
también es dificil demostrar que en condiciones naturales las bacterias
produzcan bacteriocinas. El género Aeromonas es particularmente importante
porque se encuentran muy distribuidas tanto en aguas corrientes como
estancadas, incluso en abastecimientos de agua, aun estando cloradas. De
todas formas, estas interacciones deberian de darse a nivel extracelular, ya
que las legionelas son capaces de infectar amebas multiplicandose
intracelularmente, y al romper los protozoos huéspedes es cuando se liberan



una gran cantidad de legionelas moéviles. Esta complejidad de su asociacion
con una variedad de algas, amebas, y plantas acuaticas sugieren que “las
legionelas saben exactamente lo que estan haciendo, nosotros simplemente
todavia no lo entendemos.”

Durante un estudio del 2005 que buscaba encontrar nuevos tratamientos que
disminuyeran el desarrollo de Legionella, encontraron una cepa de
Staphylococcus warneri que inhibe el crecimiento de Legionella. Esta actividad
se debe a una molécula secretada por S. warneri. Esta molécula muestra una
estabilidad térmica alta y su actividad se perdié después de los tratamientos de
proteasa, lo que sugiere que podria ser una bacteriocina. Su purificacion les
llevé a concluir que esta molécula anti-Legionella es un péptido altamente
hidrofébico. Tiene un espectro original y muy especifico de actividad, dirigido
s6lo hacia el género Legionella. Esta fue la primera descripcion de un péptido
antibacteriano activo contra la Legionella. Fue probado frente a L. pneumophila,
L. bozemanii, L. dumoffii, L. longbeachae y L. micdadei. Este espectro de
actividad es importante ya que las bacteriocinas generalmente van dirigidas
hacia especies relacionadas con la bacteria productora. Resulta que no so6lo no
es activa frente a cepas cercanas a ella, sino que se ha probado que lo es
frente a Legionella, que es una bacteria gram-negativa. Después de estos
resultados, esta bacteriocina deberd caracterizarse y secuenciarse antes de
iniciar estudios genéticos. También merece la pena estudiar el modo de accion
de la bacteriocinas, ya que pueden ser utilizadas como un tratamiento
alternativo contra la Legionella.

En el afio 2008 se publicé un estudio relacionado con el nuestro, sobre el
efecto de la interferencia bacteriana sobre el desarrollo del biofilm de L.
pneumophila. En la ecologia de la Legionella pneumophila, y las legionelas en
general, la relacion con la microbiota humana y con otras bacterias,
especialmente en los biofilms, juega un papel crucial. Alrededor de 80 bacterias
estudiadas, el 66,2% de las mismas resultaron activas frente a L. pneumophila.
Las especies P. aeruginosa y P. fluorescens, como ya hemos comentado en
estudios anteriores, son las mejores productoras de bacteriocinas y presentan
el mayor efecto negativo en la formacion de biofilm. Acinetobacter, es de las
pocas que no produce ningun efecto antagonista y es la Unica que mejora la
formacion del biofilm. Las bacteriocinas por tanto, pueden contribuir a la
determinacion del destino de las legionelas en los nichos ecolégicos. Un
estudio realizado por Guerrieri et al., demuestra que las interacciones
observadas son caracteristicas importantes de la ecologia de la L. pneumophila
y cuyo conocimiento puede servir para encontrar medidas de control mas
efectivas de la persistencia del microbio en el medio ambiente.

Segun este estudio, ninguna de las cepas de Legionella producen BLS. De las
80 bacterias acudticas estudiadas, soOlo 37 eran activas frente a L.
pneumophila, 16 inhibian las legionelas, y otras cepas acuaticas y 11 cepas



eran activas soOlo frente a otras bacterias acuaticas. Las productoras de
bacteriocinas estaban distribuidas uniformemente por las especies y al menos
una cepa de cada especie inhibia el crecimiento de la legionela. Las cepas de
L. pneumophila eran mas sensibles que las otras bacterias acuaticas y no se
observo diferencia entre los serogrupos en términos de sensibilidad frente a
bacteriocinas.

Un estudio realizado por William E. Maher et. al, revel6 los subtipos de un
grupo de cepas ambientales y clinicas de L. pneumophila SG. 1, subtipificados
por analisis de plasmidos. Mediante la combinacion de estas técnicas de
plasmidos con los anticuerpos monoclonales, las 16 cepas resultaron ser
diferentes. Los perfiles de plasmidos y las reacciones a anticuerpos
monoclonales de cepas seleccionadas eran estables a pesar de los pasos en
serie (més de 100). La disociacién observada de los perfiles de plasmidos y la
reactividad de anticuerpos monoclonales sugiere que para la tipificacion se
podria recurrir el uso de ambas técnicas.

Otro estudio de Samrakandi MM, estudia las diferencias genéticas y fenotipicas
entre diferentes cepas de L. pneumophila. Perfiles de proteinas de membrana y
la electroforesis en gel de campo pulsado de L. pneumophila SG.1 han dado
lugar a patrones muy diferentes.

Estudios posteriores se han dedicado a estudiar diferencias entre los diferentes
tipos de legionelas. Hay un estudio de M. Swanson que estudia los diferentes
rasgos de virulencia entre L. pneumophila y L. micdadei. Mientras la mayoria
de las enfermedades del legionario se han atribuido a L. pneumophila, L.
micdadei puede causar una infeccién similar en personas inmunodeprimidas.
De acuerdo a los 7 rasgos principales relacionados con la virulencia, concluyen
que L. micdadei elude los lisosomas y se replica en macrofagos tan
eficientemente como L. pneumophila a pesar de carecer tanto de citotoxicidad
dependiente del contacto y de su sensibilidad al sodio regulado. Hay muchas
diferencias fenotipicas para las dos especies; utilizan diferentes estrategias
para colonizar los macréfagos alveolares.

La aplicacibn de marcadores epidemiolégicos para tipificar Legionella
pneumophila o spp. incluye anticuerpos monoclonales, ribotipia, amplificaciéon
con iniciadores arbitrarios, electroforesis en campo pulsado y el método de
amplificacion de los fragmentos obtenidos tras la digestion de ADN
cromosdémico. Sin embargo, se puede observar aislamientos clinicos y
ambientales indiferenciables por estos métodos moleculares por lo que se
aplica otra técnica, que es una modificacion de la clasica bacteriocinotipia, ya
que determina la sensibilidad de las legionelas a una serie de bacteriocinas
producidas por otras especies de legionelas, destacando la capacidad
discriminatoria entre especies y serogrupos. De esta forma podemos
diferenciarlas interespecificamente e intraespecificamente, llegando a



discriminar en determinados casos entre aislamientos con el mismo patron
molecular, similar a como ya se hizo con los enfrentamientos cepas de los
géneros Pseudomonas y Aeromonas.

Segun Tagg et al., describieron en 1976 las bacteriocinas como sustancias
antimicrobianas de naturaleza peptidica y activas, generalmente, frente a
microorganismos relacionados taxonémicamente con la especie productora. Se
describieron por primera vez en 1925 en Escherichia coli por Gratia vy,
posteriormente, en bacterias Gram positivas (Jacob et al., 1953; Tagg et al.,
1976). Las colicinas (Pugsley, 1984 a, b), bacteriocinas producidas por E. coli,
han sido estudiadas en profundidad. Estas bacteriocinas se caracterizan no
s6lo por su naturaleza proteica y su accion bactericida restringida, en la mayor
parte de los casos, a cepas de la misma especie sino que, ademas, necesitan
receptores celulares especificos para ejercer su accion, habitualmente tienen
codificacion plasmidica y su biosintesis esta asociada a la muerte de la célula
productora. Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas
constituyen un grupo estructural y funcionalmente mas amplio y muy
heterogéneo. Existe una gran diversidad en cuanto a su tamafio y al nUmero de
subunidades que componen la molécula activa, su espectro de inhibicion puede
ser en ocasiones bastante amplio, no siempre requieren de receptores
especificos para su accidn bactericida y sus determinantes genéticos pueden
localizarse tanto en el cromosoma como en plasmidos (Tagg et al., 1976;
Monteville y Kaiser, 1993; Jack et al., 1995).

Todo ello ha llevado a redefinir el concepto de bacteriocina como agentes
antimicrobianos de naturaleza peptidica cuya sintesis no es letal para la célula
productora (Konisky, 1982), si bien éste Ultimo rasgo es cuestionable. Dentro
de las bacterias Gram positivas, las bacterias lacticas son un grupo
especialmente rico en cepas productoras de bacteriocinas. Desde el
descubrimiento de la nisina (Rogers, 1928) hasta nuestros dias, se ha descrito
la produccion de bacteriocinas en organismos de todos los géneros de las
bacterias lacticas. De Vuyst y Vandame (1994) citan hasta 89 bacteriocinas
diferentes en funcion de sus caracteristicas bioquimicas, estructura primaria,
determinantes genéticos, rango de microorganismos inhibidos, modo de accion,
etc.

Ademas, estamos colaborando junto con M.L. Gémez-Lus, en un trabajo de la
Universidad Complutense de Madrid, de investigacion sobre la “Dinamica
estructural de colonias/biofilm de Legionella pneumophila y Legionella
bozemanii” en el que se pretende estudiar la evolucion de la estructura interna
de colonias de especies representativas del género Legionella como modelo de
biofilm estatico.

Se utilizaron colonias aisladas de Legionella pneumophila y Legionella
bozemanii crecidas en medios especificos durante tres y quince dias, y



procesadas por medios histologicos de inclusion en parafina y resina epoxi
para su andlisis mediante microscopia optica, electrdnica y analisis de imagen.
Se llego a la conclusion de que la estructura interna de las colonias de tres dias
era diferente para las dos especies estudiadas. Legionella pneumophila estaba
definida por dos estratos y Legionella bozemanii por tres. Conforme avanzaban
los dias de incubacién, las especies evolucionaban hacia un mismo y unico
patrén formado por tres estratos.

Hay un articulo publicado en 2002, que esta ciertamente relacionado con este
estudio, en el que Gardufio et al.,, buscaban la evidencia morfoldgica y
fisiologica del ciclo de desarrollo de Legionella pneumophila. La adaptacion
fisiolégica de L. pneumophila, a muy diversos entornos parece estar
acompafnada por cambios morfologicos (Gardufio et al.,. P 82-85, en Marre et
al., Ed., Legionella, 2001) y, posiblemente, implica la diferenciaciéon en el
desarrollo. En el seguimiento de la via estructural de L. pneumophila a través
tanto in vitro como en los ciclos de crecimiento en vivo, se ha descubierto que
esta bacteria muestra un numero sin precedentes de formas morfolégicas,
como se revela en secciones ultrafinas y réplicas de congelacion-fractura para
microscopia electronica de transmision. Los resultados confirmaron que L.
pneumophila es una bacteria altamente pleomoérfica, asi como sugirieron la
diferenciacion esporogénica de L. pneumophila, sin llegar a demostrarlo, no
obstante. Estos resultados proporcionan una fuerte evidencia para la existencia
de un ciclo de desarrollo de L. pneumophila que se acomparia de alteraciones
fisiologicas profundas y los patrones especificos de fase de la expresion
génica.
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1.1. Conservacion de las cepas de Legionella

Aparatos y material

- Congelador -20°C y -70°C

- Camara de seguridad bioldgica TELSTAR BIO Il A-G
- Viales con leche descremada

- Asas de plastico estériles

- Guantes y mascarilla

Método

Para la conservacion de las cepas de Legionella se utiliza leche descremada,
aunque ésta puede ser inhibitoria para algunas especies. A partir de un
preparado comercial y siguiendo las instrucciones de uso, se diluye al 10% en
agua destilada. Se reparte en viales con tapon con 0,5 ml de lechelvial,
esterilizar en autoclave a 121°C, enfriar y almacenar hasta su uso a -20°C.

Se inocula la siembra de Legionella en el vial con leche descremada, y se
conserva a -70°C hasta su uso.

1.2. Siembras de Legionella y otras bacterias indicadoras

Aparatos y material

- Camara de seguridad biolégica TELSTAR BIO Il A-G
- Estufa HAERUS 36°C

- Nevera 2-8°C$

- Congelador -20°C Y -70°c

- Placa calefactora 35-40°C

- Nefelémetro

- Vortex

- Puntas de micropipeta estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Asas bacteriol6gicas

- Contenedores para desechar material infeccioso
- Asas de plastico de Drigalsky

Métodos

Cada 10 dias se realiza una siembra a partir de las cepas almacenadas en
leche descremada a -70°C que se vayan a utilizar en los proximos dias.

Para realizar la siembra a partir de las cepas de coleccion conservadas en la
leche descremada, deberemos seguir el siguiente protocolo:
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1. Exponemos la camara de seguridad durante 20 minutos a luz
ultravioleta; una vez aseguramos las condiciones de asepsia, se
comienza a trabajar.

2. Se prepara previamente el material necesario: cepas en gradilla, asas de
plastico estériles, placas debidamente identificadas, guantes vy
mascarilla.

3. Se abre el tapon del vial donde esta la muestra, se introduce el asa de
siembra y tomamos 3 veces muestra del cultivo. Al estar congelada,
necesitara una cantidad minima para asegurarnos de que la muestra
crezca debidamente.

4. Realizamos una siembra por agotamiento, para asegurarnos de obtener
colonias aisladas.

5. Realizamos una siembra en paralelo en agar sangre, para asegurarnos
a las 24 horas, de que la muestra sembrada en agar BCYE-a no esta
contaminada; si a las 48-72 horas ha crecido en medio BCYE-a, pero no
lo ha hecho en agar COLUMBIA y ademas hemos obtenido colonias
aisladas, y observada su forma, consideramos que la siembra y el cultivo
son correctos.

Para realizar la siembra para la posterior colocacion de discos de bacteriocinas,
el método es diferente:

1. A partir de un tubo con 10 ml de agua bidestilada estéril, con asa de
plastico estéril, se prepara una suspension bacteriana, partiendo de un
cultivo puro en BCYEa (realizado con el procedimiento anterior a partir
de las cepas de coleccién conservadas a -70°C en leche descremada),
hasta lograr una turbidez equivalente al estandar N° 0,5 de McFarland,
que se corresponde aproximadamente con un concentracién de 3x10®
bacterias por ml.

2. Agitar en vortex hasta homogeneizar la suspension.

3. Colocar con pipeta, 100 ul de la suspension en la placa de medio.

4. Extender con ayuda de asa de Drigalsky de plastico estéril.

1.3. Identificacion de las colonias de Legionella

En general, una colonia de Legionella en subcultivo crece en BCYEa a las 48 h
de incubacion a 36°C, aunque algunas especies pueden requerir una
incubacion mas prolongada y la presencia de 5% de CO.. A las 48-72 horas el
crecimiento aparecera confluyente en algunas zonas y con pequefias colonias
aisladas en otras.

La confirmacion de que un cultivo es positivo para Legionella se debe hacer
basandose en el aspecto caracteristico de las colonias, la ausencia de
crecimiento en BCYEa sin cisteina o agar COLUMBIA. A veces, se realiza una
extensién en porta, se tifie con técnica de Giménez,(con una tinciébn de gram
utilizando fucsina en lugar de la safranina) o con anticuerpos fluorescentes.
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1.4. Identificacién de otras bacterias

El resto de bacterias utilizadas crecen a las 24 horas. Para confirmar que el
cultivo de dichas bacterias es positivo, observamos las caracteristicas
morfoldgicas y color de dichas colonias. En caso de duda, se realizara la tincién
GRAM.

1.5. Tinciobn GRAM
Material

- Portaobjetos

- Solucion cristal violeta al 1%

- Solucioén diluida de yodo (Lugol)
- Acohol-acetona (1:1)

- Solucién de fucsina al 0,5%

- Microscopio

- Aceite de inmersion

- Guantes

Método

1. Preparar frotis bacteriano a partir de una colonia. Para ello:
a. Colocar una pequefia gota de agua en portaobjetos limpio.
b. Con el asa de siembra estéril, transferir una pequefia cantidad del
cultivo bacteriano en medio sélido a la gota.
c. Remover hasta formar una suspensién homogénea y extenderla
para facilitar su secado.
d. Fijar las bacterias al vidrio portaobjetos con calor, dejando enfriar
y no permitiendo que se sobrecaliente.
Tenir con cristal violeta durante 1 minuto.
Lavar con abundante agua el exceso de colorante.
Cubrir con lugol durante 1 minuto.
Lavar con agua el exceso de lugol.
Decolorar con alcohol-acetona hasta que la preparacion deje de perder
color, durante unos 30 segundos.
7. Lavar con abundante agua para eliminar el resto de disolvente.
8. Teiir con safranina durante 1 minuto.
9. Lavar con agua para eliminar el colorante de contraste.
10. Secar la preparacion.
11.Examinar al microscopio.
a. Girar el revolver hacia el objetivo de inmersion.
b. Colocar una gota minima de aceite de inmersion sobre el punto
de luz
c. Acercar al maximo la lente del objetivo a la preparacion (mirando
directamente hasta que hagan contacto).

o g bhwh
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d. Una vez ahi, ir alejando el porta lentamente hasta visualizar la
preparacion.

e. Finalizada la observacion, girar el revolver, retirar el porta y bajar
el soporte.

f. Limpiar adecuadamente el soporte y la lente empleada.

Los medios de cultivo son un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y
otros componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de
los microorganismos. La diversidad metabdlica de los microorganismos es
considerable y por ello también la variedad de medios lo es. A continuaciéon
describo los medios utilizados en este proyecto.

2.1. Medios de cultivo en agar y medio liquido

El agar es un agente solidificante utilizado en medios de cultivo bacteriolégicos
y en otras aplicaciones (cultivo de tejido, difusion inmunoldgica, estudios
nutricionales, etc.). El agar es un poligalactésido que se obtiene a partir de
algas rojas marinas. La mayoria de microorganismos son incapaces de
degradarlo. Las concentraciones mas habitualmente utilizadas en los medios
de cultivo bacteriologicos son de 13-20 g/l para medios sélidos y 5-7 g/l para
medios semi-sélidos. En las distintas aplicaciones, se precisan distintos grados
de pureza.

En este estudio se han utilizado principalmente tres tipos de medios de cultivo
de agar:



METODOLOGIA

COLUMBIA AGAR WITH 5% SHEEP BLOOD

Descripcion: Medio con alto contenido nutricional en el cultivo de
microorganismos exigentes. s. También es util para la observacion de
reacciones de hemoalisis.

Difco Laboratories, Michigan, USA

Componentes:

Digerido pancreatico de caseina......
PeptonaN°3... ...
Extracto de levadura..........................
Infusion musculo corazén 500 g .......
AlMIidon ..o
Cloruro de Sodio..........cccovvvvveveeiiiinnnns
0 =

Bacterias cultivables: Para el aislamiento
y cultivo de numerosos microorganismos. | Observaciones: Este medio se
ha utilizado principalmente para
- Corynebacterium jeikeium los controles de los cultivos de
Legionella y de los discos de
bacteriocinas.

Condiciones de cultivo: Cultivo en aerobiosis durante 24 horas en estufa a
36°C.
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AGAR MUELLER-HINTON

Descripcion: Es un medio general que permite el desarrollo de gran variedad
de microorganismos. Se preparara en el laboratorio, para el aislamiento y
crecimiento de bacterias y ensayos de sensibilidad a los antibiéticos y
bacteriocinas.

CULTIMED (Panreac Quimica S.L.U.)

Componentes (g/l):

Almidon ..., 159

Infusion de Carne ................. 209

Peptona de Caseina Hidr .... 17,5

g -~
Agar.....coooiiiiiiiiiiiii 17,09

pH: 7,4+0,2 \

Aspecto: polvo fino

Color: Beige

pH: 7,4+0,2

Procedimiento seguido segun recomendaciones del fabricante:

- Suspender 38 g en 1 | de agua destilada

- Calentar y agitar hasta ebullicion y hervir durante 1 minuto.

- Esterilizar en autoclave a 1 atmdésfera de presion, 121°C durante 15 minutos.
- Distribucién en placas y dejar enfriar en caAmara bajo luz U.V.

Bacterias cultivables: Para el | Observaciones: Se ha  utilizado
aislamiento y cultivo de numerosos | principalmente para la determinacién de la

microorganismos. ‘concentracion minima inhibitoria” (CMI)
- E. faecalis por la técnica de diluciones seriadas.
- E. faecium
- N. lactamica
- N. sicca

Condiciones de cultivo: Cultivo en aerobiosis durante 24 horas en estufa de
25 0 36°C.
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AGAR LEGIONELLA GVPC

Descripcion: medio selectivo para el aislamiento y cultivo de Legionella. Es un
medio de color negro uniforme y sensibilidad muy alta.

MAIM S.L.

Componentes: (g/l)
Extracto de Levadura........ 10.00

Carboén Activado................... 2.00
Agar Bacterioldgico............ 13.00
ACES ...............eeee.eel..10.00
KOH

Alfa-Cetoglutarato ............... 1.00
L-Cisteina ........coovvevvnvevennnnnns 0.40
Pirofosfato Férrico ............... 0.25
Polimixina B ................. 79200 UI
Glicina .....coovvveiiiiiiieee 3.00
Cicloheximida ...........cceeeeunne. 0.08
Vancomicina ...........cceuvvnnen. 0.01

Bacterias cultivables: Para el aislamiento y cultivo de Legionella.

Condiciones de cultivo: Cultivo en ambiente de 5% de aerobiosis de CO;
aaerobiosis durante 48-96 horas a 36°C. Para conseguir estas condiciones,
introducimos las placas en una jarra especial. Colocamos las placas a incubar
en una gradilla. Sobre las placas colocamos 2 velas encendidas y un recipiente
con agua estéril (para proporcionar humedad al ambiente). Colocamos dicha
gradilla en una jarra. Una vez cerrada, la vela consumira todo el oxigeno, y se
apagara consiguiendo de esta manera una atmésfera con un 5% de CO..
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CALDO DE CULTIVO DE LEGIONELLA

Descripcion: Medio liquido para el aislamiento y cultivo de Legionella.

Componentes (g/l):

Extracto de levadura........................ 10 g / Cultimed Panreac
a-cetoglutarato ... 1 g/ Sigma

Buffer ACES..........coi 10 g / Sigma

KOH 1N

L-cisteina.........coooviiiiiiiii 0,4 g / Sigma Aldrich
Pirofosfato férrico ........................ 0,25 g / Sigma Aldrich

Agua destilada ...................... 11 (aprox.)

Procedimiento:

- Disolver 10 gramos de levadura y 1 gramo de a-cetoglutarato en 850
ml. de agua y llevar a ebullicion.

- Disolver 10 gramos del buffer ACES en 100 ml de agua caliente y
ajustar el pH a 6,9 con KOH 1N. Afiadimos a la preparacion anterior.

- Autoclavar 15 minutos a 121°C.

- Dejar enfriar (o calentar si se ha enfriado antes) a 50°C.

- Disolver 0,4 gramos de L-cisteina y 0,25 gramos de pirofosfato férrico
en 10 ml de agua, cada uno.

- Filtrar con filtro de 0,22um primero la L-cisteina y después en otro tubo
el pirofosfato férrico; se afiaden al caldo en camara de seguridad..

- Volver a ajustar el pH con KOH estéril.

Observaciones: A partir del
caldo de cultivo se centrifuga y
filtra para obtener el extracto
crudo.

Condiciones de cultivo: Cultivo durante 48-96 horas en estufa de 36°C. Para
conseguir unas condiciones estrictas, introducimos los matraces en jarras,. En
la misma jarra, introducimos varias velas encendidas. Una vez cerrada, la vela
consumira todo el oxigeno, y se apagara consiguiendo de esta manera una

atmosfera con un 5% de CO..
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2.2. Condiciones de cultivo

- Todos los cultivos fueron incubados a 36°C en incubadora aerdbica
HERAEUS modelo B6.

- En ocasiones se utilizaron los 25° bien para la desecacion de discos de
bacteriocinas o para favorecer la pigmentacién de los cultivos de
Neisseria lactamica.

- En el caso de cultivo de Legionella, como se ha comentado previamente,
se incubaron en atmésfera de 5% de CO..
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-DE PREPARACION DE DISCOS DE
AS

Aparatos y Material

Placas BCYE-a

Asa desechable de Drigalsky
Cloroformo

Tubos estériles

Estufa 25°

Estufa 36°

Nefelometro DINKO Mc. F colorimeter
Lampara U.V.

Método

Uno de los métodos utilizados para comprobar la actividad de las bacteriocinas
de Legionella pneumophila, frente a si mismas, y de otras especies de
Legionella asi como de otras bacterias, es el método de difusibn en agar a
partir de discos de bacteriocinas producidas en medio BCYE-a y concentradas
por desecacion a 25°C.

Para considerar validos los discos de bacteriocinas de BCYE-a, es necesario
seguir un procedimiento estricto en el que se asegure ha habido un correcto
crecimiento de legionela con su correspondiente produccién de bacteriocionas,
asi como evitar toda contaminacién posterior a la siembra, que pueda falsear
nuestros resultados. Para ello, debe de seguirse el siguiente método:

3.1. Siembra

Se parte de una siembra de Legionella, obtenida a partir de cepas de
coleccion conservadas a -70°C en leche descremada. Como méximo se
utilizaran durante 10 dias y conservadas a 4°C.

Una vez descongelada cada cepa, se procede a su siembra en BCYE-
ALFA, incubandose a 36°, con 5% de CO,, durante 3-4 dias. A partir de
colonias aisladas se efectia la resiembra en placas del mismo medio
con un inéculo de 0,5 McFarland ajustado con nefeléometro “DINKO Mc.F
colorimeter’. En cada placa se siembran 100 pl, distribuyéndose
uniformemente en su superficie con asa de Drigalsky, llevandose a la
estufa de cultivo e incubandose de nuevo de 2-4 dias.

Esta siembra debera pasar por los pertinentes controles de pureza,
como la resiembra en agar sangre, para comprobar que no ha crecido
ninguna otra bacteria.

Se sembrara cada cepa de Legionella por placa.
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Una vez se considera que es oOptimo el crecimiento de la cepa
sembrada, ya puede procederse a la elaboracion de los discos.

3.2. Preparacion de discos

Se retira la siembra con portas esmerilados siguiendo la técnica de
Gillies y Govan modificada y en condiciones de esterilidad.

Una vez se ha retirado el crecimiento bacteriano, se procede al
tratamiento con cloroformo segun el método de Bauerfeind (REF);
sometemos la placa a la accibn de los vapores de cloroformo,
colocandola boca abajo y sobre papel de filtro impregnado en el
cloroformo durante 20 minutos.

Una vez el cloroformo ha actuado (se puede observar en la degradacion
del plastico), volvemos a cerrar la placa que llevamos a la estufa para
gue se evaporen los restos de tricolorometano.

Este es el momento de realizar los tacos, bien con sacabocados o con
tubos de vidrio dependiendo del tamafio del disco que queremos hacer
de 8 y 10 mm de diametro. Antes de realizar los tacos, flameamos o
usamos material estéril. Los tacos deben de realizarse antes de que el
medio empiece a desecarse ya que con el medio desecado resulta mas
dificil y costosa la preparacion de los discos.

Una vez hemos obtenido los tacos, se deja la placa en estufa a 25°
hasta lograr su desecacion.

Con este sistema se pretende concentrar las bacteriocinas en estructura
laminar; el disco. El medio pasa de tener un volumen, a transformarse
en una lamina, lo que refleja la concentracién que se ha conseguido.
Una vez obtenidos los discos, los sometemos al tratamiento con H,O, y
a 20 minutos de radiacion ultravioleta para asegurar la esterilidad. Este
método de esterilizacibn es el que tras diversas pruebas se ha
comprobado como el més eficaz, ya que ademas de suprimir el H,O, es
el unico desinfectante probado que carece de efecto residual.

3.3. Seleccion de discos

Se probaran los discos frente a bacterias indicadoras de las que ya se
conoce su resistencia o sensibilidad.

Se considerara que el disco esta en condiciones cuando: sea estéril, y
ademas el resultado de la inhibicion obtenida, corresponda con los
resultados previamente logrados. Cuando se cumplan estas condiciones
se dara por valido y se procedera a su conservacion en viales de tapon
roscado debidamente identificados con el nombre de la especie de
Legionella de la que se trata, asi como el lote al que pertenece y la fecha
de elaboracion.
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Los discos que muestren irregularidades bien en la forma, tamafo, color
o textura, seran eliminados.

No se mezclaran discos de una misma especie procedentes de
diferentes placas; los discos se conservaran por lotes como ya se ha
comentado.

- ACTIVIDAD DE LEGIONELLA FRENTE A Si MISMA

Aparatos y material

Jarras Anaerocult MERCK de 12 cm de diametro
Asas de siembra estériles deshechables

Asas de Drigalsky deshechables

Pipetas VoluMate Liquisystems de Mettler Toledo.
Tubos estériles

Nefeldmetro DINKO Mc. Farland colorimeter
Estufa 36°C

Guantes y mascarilla

Método

En placas de BCYE-a sembramos las cepas de coleccion de Legionella
que queremos probar como receptoras.

Cuando éstas cepas hayan crecido, se procede a inocularlas en tubos
con 10 ml de agua bidestilada esterilizados. El in6culo debe de
realizarse para obtener una turbidez estandar 0,5 Mc. Farland, medida
con el nefelémetro X.

Se preparan todos los in6culos que requerimos para las pruebas con
cada una de las bacterias receptoras, recientemente sembradas y
crecidas. Estos indculos los sembramos por sectores en placas de
BCYE-a para comprobar que efectivamente crecen de manera
semiconfluente.

A las 24-48 horas el in6culo ha debido de crecer ya que se ha tomado
en su fase exponencial de rapido crecimiento.

Una vez comprobamos que crece adecuadamente, procedemos a
realizar las pruebas.

Previamente se habran preparado los discos que gueremos usar segun
el protocolo descrito en el apartado 3 de la metodologia.

Identificamos debidamente la placa: base receptora, discos de
bacteriocinas y fecha de preparacion de la prueba.

Con pipeta sembramos en una placa de BCYE-a, 100 ul del in6culo
preparado y probado previamente.

Estos 100 pl se extienden con asa de plastico de Drigalsky por toda la
placa de cultivo.
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- Una vez sembrado el inb6culo, colocamos los ocho discos
adecuadamente preparados y esterilizados sobre el medio y la base
receptora. Las placas se mantienen a 4°C durante 18 horas para la
predifusion de las bacteriocinas.

- Colocamos las placas en jarra con un pequefio recipiente de agua estéril
para dar humedad al medio, asi como 2 velas para el porcentaje de CO,
adecuado para el crecimiento de la Legionella.

- Esperamos de 24-72 horas para comprobar el crecimiento y los halos de
inhibicion.

- El resultado es que las bacteriocinas han difundido en el medio
alrededor del disco, y algunas de ellas inhiben el crecimiento de la base
receptora.

_ECULAR DE LAS BACTERIOCINAS

Como técnica complementaria y para corroborar que efectivamente los discos
gue dan un halo de inhibicion pequefio se tratan de bacteriocinas de alto peso
molecular, y que las de halo de inhibicion grande son bacteriocinas de bajo
peso molecular, realizamos el siguiente experimento:

5.1. Técnica

Sembramos tal y como lo hacemos habitualmente la base de legionella que
vamos a enfrentar a los discos. Sobre la superficie de una placa de medio
BCYE-a, colocamos la membrana de dialisis esterilizada y con pinzas estériles
se extiende con asa Drigalsky para que haga contacto con el medio. A
continuacion, sobre la membrana colocaremos 2 discos de bacteriocinas que
han dado halo pequefio (bacteriocinas de alto peso molecular), incapaces de
atravesar la membrana de didlisis. Ademas, se colocan otros dos discos que
daban halos grandes (bajo peso molecular), cuyas bacteriocinas deben ser
permeables, difundiéndose en el medio de cultivo durante la predifusion en
nevera a 4°C durante 48-20 horas. Ya esta la placa en condiciones para retirar
la membrana con pinzas y proceder a la siembra de una cepa indicadora (L.
oakridgensis). Tras la incubacion a 36°C durante 2-3 dias se podra comprobar
los halos de las 2 bacteriocinas de bajo peso molecular, contrastando con la
ausencia de inhibicion de las 2 cepas que proceden de bacteriocinas de alto
peso molecular.

_CIA DE BACTERIOCINAS

Es una nueva perspectiva estudiar la transferencia de las bacteriocinas desde
las legionelas a diversas bacterias receptoras. Para ello, hemos ensayado
discos conteniendo bacteriocinas de legionelas activas seleccionadas
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directamente de los halos de inhibicién en placas de BCYE-a recién leidas, que
debian de secarse para concentrar al maximo su contenido de bacteriocinas,
tratdndose por ultimo con H,O, y rayos UV para su esterilizacion. A partir de
ese momento, se preparan placas de BCYE- a, sembradas con la segunda
serie de bacterias receptoras aplicandose los nuevos discos para completar el
experimento. Cuando estos ensayos funcionan, se realiza un tercero y hasta un
cuarto intento de transferencia.

El objetivo de esta técnica es, por tanto, conocer durante cuantos “pases” se
conservan la actividad de las bacteriocinas obtenidas en el halo de inhibicion
de un disco de legionella, haciendo transferencia de los halos inhibitorios donde
se han difundido las bacteriocinas, a otro medio y enfrentandose a una bacteria
distinta.

GRAFICO 3: Esquema transferencia de bacteriocinas. Ejemplo: N. sicca /L.
jamestownensis / L. anisa (bacteriocinas de L. anisa tras 2 pases)

BASE: L. jamestownensis /" BASE: M. sicca ATCC 9913 BASE: E. faecalis ATCC 19433

Disco: L. anisa

Disco: L. james/L. anisa = T T SRR

Fuente: Elaboracion propia
Aparatos y material

- Asas de Drigalsky desechables
- Pinzas metalicas
- Discos de papel Whatman 81

- Estufa 36°
Método
1. Se siembran 100 pl. de la cepa de interés con asa de Drigalsky; en este

caso puede ser una bacteria de las utilizadas como indicadoras, N. sicca
ATCC9913, sobre placa de Mueller Hinton. El crecimiento debe de ser
semiconfluente y homogéneo por toda la placa.

2. Con ayuda de las pinzas metalicas (previamente esterilizadas con
alcohol y flameado), se depositan los discos de papel WHATMAN sobre la
placa ya sembrada, y sobre estos discos, afiadimos 20 ul del extracto de
bacteriocinas de legionela.
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3. Se deja en pre-difusion 24 horas a 4°C.
4. Se incuban las placas a 36°C durante 24 horas.
5. Se observan los halos de inhibicibn de cada uno de los extractos

ensayados sobre la cepa indicadora. El diametro del halo de inhibicion es un
indicativo de la sensibilidad de la bacteria receptora,

6. Con la parte superior de tubos de ensayo estériles de 10mm, realizamos
tacos de la zona de inhibiciébn, donde han difundido las bacteriocinas del
extracto de legionela. Estos tacos, o discos, los utilizaremos para el primer
pase.

7. Antes de utilizar éstos tacos, se deben desecar para la concentracion de
bacteriocinas en la zona de contacto con el medio, y asi facilitar su difusion. Es
entonces cuando los nombraremos como “discos”.

8. Se siembra otra placa, bien puede ser de otra receptora indicadora como
el E. faecalis 19433 o bien Legionella spp. Se realiza exactamente lo mismo:
sembramos 100 ul de la bacteria inoculada, extendemos con asa Drigalsky y
sobre esta base, esta vez, se colocan los discos obtenidos de los halos de
inhibicién de la prueba anterior.

9. Se observan los halos de inhibicion de los tacos de bacteriocinas;
comprobamos que aun hay bacteriocinas en ellos. En el caso de que tengan
actividad, se realiza un segundo y ultimo pase, con tacos de estos ultimos
halos de inhibicion.

10. Vuelven a probarse estos tacos, pudiendo regresar a la bacteria
indicadora inicial, y asi comprobar la diferencia entre el primero y el segundo
pase, y asi observar el agotamiento de las bacteriocinas o bien probar frente a
otra bacteria indicadora.

11. En ocasiones, si se ve que continda teniendo actividad, se realiza un
tercer y cuarto pase.

_DE BACTERIOCINAS

Aparatos y material

- Placas BCYE-a

- Asas de siembra estériles desechables
- Estufa 36°

- Centrifuga

- Papel Whatman P81

- Tubos estériles con 10 ul de agua bidestilada
- Placas de microtitter

- Bafio GFL 1092

- Tiras de pH

- NaOH 0,5N

- HCIO0,2N

- Enzimas
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Antes de cultivar en medio liquido se debe asegurar que las legionelas que
sembramos esta en buenas condiciones:

Método

- Se ha trabajado con cepas de Legionella ATCC de coleccion o cepas de
origen conocido clinico o ambiental que constituyen la bacterioteca U.Z.

- Previamente a la siembra en medio liquido, se preparan las siembras en
medio agar BCYE-a para la obtencién de colonias individualizadas. A
partir de estas colonias individuales, sembramos de 3 a 4 placas de
BCYE de las legionelas que queremos probar.

- De las siembras obtenidas, se realiza la prueba en agar sangre como
control.

- Una vez comprobado, que el cultivo es puro, se transfieren al medio
liguido para que empiecen a crecer aqui. La transferencia se hace
arrastrando el crecimiento de la placa y depositdndolo en el medio, sin
romper demasiado su estructura, para que la adaptacion al medio sea
mas rapida; si no alteramos la organizacion de la arquitectura del
desarrollo de las legionelas, cada uno de los acumulos se comporta
como un nucleo de crecimiento.

Las bacterias deben de estar al principio de su fase estacionaria o en la
fase exponencial.

GRAFICO 4. 3 Fases curva de crecimiento de Legionella pneumophila.

32 Fase estacionaria
5.5
9 -
A5 -
_ 81
é 75
55 ‘H\\“l
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Horas

Fuente: Modificado de Revista El Sevier (vol. 29, n°5 Mayo 2011)

Se incuba a 36° y se comprueban a partir del segundo dia los frascos
sembrados.
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IMAGEN 1. Crecimiento Legionella en caldo de cultivo selectivo

Fuente: Elaboracion propia

7.2. Preparacion del extracto de bacteriocinas

Cuando se emplean cultivos en las pruebas de antagonismo microbiano,, no es
facil identificar la causa de dicho antagonismo (Tagg y col. 1996). En la
identificacion de las bacterias productoras de bacteriocinas difusibles, es
importante excluir de los ensayes, no solamente a los microorganismos
productores de tales sustancias, si no también otros metabolitos con actividad
inhibidora.

Las sustancias que en la prueba de antagonismo bacteriano poseen actividad
inhibitoria similar a las bacteriocinas, pueden neutralizarse o eliminarse
utiizando sobrenadantes libres de células, neutralizados o dializados. Los
sobrenadantes se obtienen por centrifugacién de los cultivos y filtracion por
filtros de 0,22 o0 0,45 um de diametro de poro. La neutralizacién de la actividad
antagonista de los &cidos organizcos puede realizarseel pH de los
sobrenadantes a un valor préximo a la neutralidad (pH 6,9-7,0) (Geis y col.,
1983; Barefoot y Klaenhammer, 1984; Rodriguez y col., 1989; Nielsen y col.,
1990; Mortvedt y Nes, 1990), o dializando los sobrenadantes por membranas
que permiten la difusion de sustancias de un tamafio molecular menor de 6.000
daltons. La didlisis puede ir precedida de una precipitacion de los
sobrenadantes con sulfato amonico (Bhunia y col., 1987; Gonzalez y Kunka,
1987; Ray y col., 1989b). El precipitado, constituido fundamentalmente por
proteinas, se reconstituye y dializa. No obstante, diversos autores prescinden
de esta precipitacién (Anderson, 1986; Anderson y col., 1988; Harris y col.,
1989; Schillinger y Lflcke, 1989; Daeschel y col., 1990; Ahn y Stiles, 1990Db).
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Aparatos y material

- Centrifuga

- Estufa de 36°C

- Asas de siembra estériles

- Filtros Macherey-Nagel. Chromafil CA-20/25-s. Cell. acetate, 0.20 um
- Jeringas 20 cc/mL TERUMO

Método

Una vez las legionelas han crecido en este medio, se realizan los controles
para comprobar que el extracto es vélido. Para ello se sigue el siguiente
proceso:

1. Centrifugar el extracto a 1300 r.p.m. a 4°C durante 20 minutos.

2. Control de pellets: sembrar en agar sangre COLUMBIA y en BCYE-A

3. Control microbioldgico del extracto centrifugado: sembrar en agar
sangre COLUMBIA y en BCYE-a.

Una vez centrifugado, filtrado, y comprobada su esterilidad, ya esta preparado
el extracto de bacteriocinas para los correspondientes ensayos.

La valoracion de la actividad inhibitoria del extracto se realiza por el método de
difusiébn en agar. La técnica consiste en depositar alicuotas, vehiculadas en
discos de papel Whatman P81, del extracto a analizar sobre microorganismos
sensibles, habiendo seleccionado bacterias de crecimiento rapido (18h),
pertenecientes a las especies E. faecalis (ATCC 19433), Neisseria sicca (ATCC
9913) y Neisseria lactamica (ATCC23970) tras haber comprobado su
sensiblidad a las legionelas. Esto se detecta una vez finalizada la incubacion de
la placa de agar en la que aparecen los halos de inhibicion (zonas sin
crecimiento bacteriano). Para cuantificar la actividad antimicrobiana se realizan
y evaltan diluciones seriadas de las muestras de extractos para determinar la
dilucion maxima a la que se permite ver un halo de inhibicién nitido.

Para comprobar, si una vez centrifugado vy filtrado, este extracto tiene actividad
inhibitoria frente a otras bacterias, se enfrentd el extracto crudo, al E. faecalis
ATCC19433 y Neisseria sicca ATCC9913.

7.3. Comprobacion de la actividad del extracto crudo

Aparatos y material

Estufa 36°C

Micropipeta

Puntas de micropipeta
Papel de filtro Whatman P81
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- Placa de Microtitter
- Pinzas
- Asas estériles

Método

- Se prepara un inéculo con la bacteria indicadora (E. faecalis o Neisseria
sicca) 0,5 Mc. Farland.

- Se rotula la placa de Muller-Hinton con la bacteria receptora y los
extractos de legionelas a la que vamos a evaluar.

- Se siembran 100 ul de este in6culo sobre placa de agar Muller-Hinton.
Se afiaden los 100 pl y se extiende con asa de siembra Drigalsky de
plastico.

- Se deja absorber bien el indculo.

- Sobre disco de papel de filtro Whatman, se afiaden 20 ul del extracto del
gue queremos comprobar su actividad. Los 20 ul deben de impregnar el
disco.

- Dejamos en “pre-difusion” a 4°C, durante 18-24 horas y después las
placas se incuban a 36°C durante la noche (18 horas).

7.3. Comprobacion de la actividad del extracto crudo

Una vez se ha comprobado que el extracto sin diluir tiene actividad,
determinamos las unidades arbitrarias, que se corresponde con la maxima
dilucion que tiene actividad inhibitoria.

Material

- Estufa 36°C

- Papel de filtro Whatman P81
- Placas de microtitter

- Pinzas

- Asas de siembra estériles

Método

- Enla primera columna, afadir 20 ul de cada extracto a ensayar.

- Enla segunda columna, afiadir 20 pl de extracto y 20 pl de agua estéril.

- En las siguientes columnas afiadir tnicamente los 20 ul de agua estéril.

- La primera columna se deja unicamente con los 20 pl de extracto y asi
se coloca en primer lugar un disco con el extracto y a continuacion las
diluciones seriadas.
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TABLA 11. Procedimiento unidades arbitrarias.

1 2
Extractol 20 pl de 20 pl de 20 pl de 20 pl de 20 pl de
extracto agua agua agua agua
20 extracto
Extracto2 20 pl de 20 pl de 20 pl de 20 pl de 20 pl de
extracto agua agua agua agua

20 extracto

Fuente: Elaboracién propia

Fuente: Elaboracién propia

IMAGEN 2. Diluciones del extracto en placa de microtitter

Una vez estan realizadas las diluciones, se procede a impregnar los 20
pl del extracto sobre cada disco colocado en la placa sembrada con la
bacteria indicadora.

Se deja en pre-difusion durante la noche a 4°C y posteriormente se
incuba a 36°C, hasta el dia siguiente.
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Por ultimo se procede a la lectura de la placa y se comprueba cudl es la
maxima dilucion a la que tienen actividad inhibidora los extractos ensayados.

IMAGEN 3. U.A. extracto crudo de L. cherrii, indicadora N. sicca.

Fuente: Elaboracion propia

7.5. Caracteristicas de la sustancia inhibitoria para comprobar que
son bacteriocinas

Las bacteriocinas presentan una serie de propiedades bioquimicas comunes
como son, la sensibilidad a la accion de ciertas enzimas proteoliticas y su
tolerancia a temperaturas elevadas y condiciones de pH bajo.

Debido a su naturaleza proteica, todas las bacteriocinas son inactivadas por
una o mas enzimas proteoliticas, incluyendo aquellas de origen pancreatico
(tripsina y a - quimotripsina) y algunas de origen gastrico, como la pepsina y
proteinasa K.

La termotolerancia de las bacteriocinas de las BAL es generalmente elevada,
aunque puede reducirse significativamente después de su purificacion (Davey y
Richardson, 1981; Barefoot y Klaenhammer, 1983). Esta caracteristica de
termorresistencia parece estar estrechamente relacionada con su estructura
molecular; normalmente compuesta por péptidos pequefios que no presentan
estructura terciaria. Algunas bacteriocinas termolabiles, poseen mayor peso
molecular que reflejan probablemente una estructura molecular mas compleja.

Dadas éstas caracteristicas, para comprobar que la inhibicién del extracto
preparado, se debe a la accién de las bacteriocinas, se someten pequefias
cantidades de extracto, a un amplio rango de temperaturas y pHs, y
determinamos de nuevo su actividad con el método de difusién en agar.



METODOLOGIA

7.5.1 Estabilidad al calor

Material

Bafio GFL

Tubos eppendorf
Micropipeta

Puntas de micropipeta

Método

Las muestras activas se reparten en tubos eppendorf que se cierran
herméticamente y se calientan en bafio de agua a diferentes temperaturas,
dejando luego enfriar a temperatura ambiente. A continuacion se determina la
actividad residual frente a la bacteria indicadora comparando con un blanco no
calentado.

Se prepara, para cada muestra, 15 tubos con 50 pl de extracto en cada uno.

- Tres tubos se someteran a 80°C.
- Tres tubos a 90°C.
- Tres tubos a 100°C.

Para cada una de estas temperaturas, se sacaran los tubos en diferentes
momentos: uno a los 5 minutos, otro a los 10 y el ultimo a los 20.

- De cada uno de estos tubos se toman 20 pl y se colocan sobre disco
de papel como se ha indicado antes con el método de difusién en
agar sobre bacteria indicadora, en este caso, E. faecalis, N. lactamica
o N. sicca.

IMAGEN 4. Estabilidad extracto a diferentes temperaturas

Fuente: Elaboracién propia
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7.5.2 Estabilidad al nH

Las muestras activas se les ajusta el pH a los valores deseados (desde pH3
hasta pH 11) mediante adicién de tampones preparados.

- NaOH 0,5N
- HCIO0,2N

En placa de microtitter:

1. Se colocan 50 microlitros en cada pocillo (del 2-11)

2. Se mide el pH del extracto, normalmente tiene un pH de 6.9-7.0, ese
pocillo sera al que no se le afiada nada.

3. A partir de aqui afladimos NaOH 0,5N o HCI 0,2M en cada uno de los
pocillos para subir y bajar el pH hasta alcanzar el pH que le corresponda
de acuerdo a su sitio (desde pH 3 a pH 11).

Una vez se tiene en los pocillos el extracto ajustado a los pHs que se buscan,
se siembra la placa con in6culo de bacteria indicadora, en este caso por
ejemplo de N. lactamica, sobre la que pondremos discos con los extractos,
correspondientes a los diferentes pocillos.

Se colocan sobre cada disco unos 20 pl del extracto, identificando el pH al que
se encuentra el extracto, o bien empapando el disco de papel en el pocillo y
colocando posteriormente sobre la placa ya sembrada.

IMAGENES 5y 6. Estabilidad a diferentes pH

Fuente: Elaboracién propia
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7.5.3 Sensibilidad a las enzimas / Tratamiento enzimatico

Los sobrenadantes con actividad inhibitoria, neutralizados y esterilizados por
filtracion, se someten a la accion de diferentes enzimas:

» Proteasas inespecificas: pronasa E y proteinasa K (Boehringer
Mannheim)
» Proteasas especificas: tripsina y a-quimotripsina (Merck)

Las enzimas que se han empleado para estos ensayos son:

1. Proteasa XXI: Obtenida de caldo de cultivo de S. griseus y purificada, de
la casa “Sigma”.

2. Proteasa XIV: también denominada Pronasa. Es una mezcla
comercialmente disponible de proteinasas aisladas del fluido extracelular
de Streptomyces griseus.

3. Proteinasa K: también proteasa K o endopeptidasa K. Es una serina
proteasa de amplio espectro. La enzima fue descubierta en 1974 en los
extractos del hongo Engyodontium (anteriormente Tritirachium album).
Es capaz de digerir la queratina natural (pelo), de ahi el nombre
"proteinasa K".

4. Lisozyma: también conocida como muramidasa o glycanhydrolase N-
acetylmuramide, son glucésido hidrolasas. Estas son enzimas que
danan las paredes celulares de las bacterias.

Puesto que lo que se pretende con esta prueba es aproximar la naturaleza
proteica del inhibidor, en un principio conviene emplear endoproteasas que
sean bastante inespecificas, tales como la tripsina o la proteasa XIV de
Streptomyces griseus (Sigma), esterilizadas por filtracion.

Estos ensayos se pueden realizar en medio sélido, o bien en medio liquido y a
ser posible en preparaciones purificadas o semipurificadas.

En medio liquido a una muestra con actividad, se le adiciona la enzima
correspondiente a una concentraciéon de 2,5 mg/ml, incubandose a 37°C
durante 2-3 h, transcurridas las cuales se determina actividad residual de la
muestra tratada, comparando con una muestra activa. Se debe emplear un
control de la enzima a la misma concentracion.

Una vez hechas las pruebas de actividad descritas anteriormente y anotados
los halos de inhibicion en las tablas de sensibilidad, realizaremos un analisis de
dichos resultados.
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-CION DE PROTEINAS

Para caracterizar la enzima inhibidora, debemos conocer en primer lugar la
concentracion de proteinas que tiene el extracto, segun la concentracion que
encontremos, concentrarlo para posteriormente correrlo en electroforesis.

De entrada sabemos que es una enzima secretada y su peso molecular
aproximado.

Para conocer la concentracion de dicho extracto, realizamos el siguiente
procedimiento:

1.

Pesamos 6 mg de albumina bovina y le afiadimos 6 ml de agua, para
obtener un “stock” de concentracion 1mg/ml.
Diluimos en primer lugar al 1:10 (1ml de solucién, 9 de agua) y a
continuacion al 1:4. De esta forma ya obtenemos la concentracion
deseada, que es 25 pg/ml.
Se preparan 7 tubos para cada una de las concentraciones:

a. Blanco, 0 pg/ml (800 pl de agua)
25 pg/ml (800 pl de stock)
20 pg/ml (640 pl de stock y 160 ul de agua)
15 pg/ml (480 pl de stock y 320 pl de agua)
10 pg/ml(320 pl de stock y 480 pl de agua)
5 ug/ml (160 pl de stock y 640 pl de agua)

g. 1 ug/ml (32 ul de stock y 768 ul de agua)
El espectrofotbmetro que se va a manejar en la practica es del tipo
convencional de haz simple. Se enciende el espectrofotbmetro y se
ajusta la longitud de onda del espectrofotometro a 540 nm.
Se colocan en una gradilla con 7 tubos de ensayo que deben de estar
limpios y secos. Se numeran del 1 al 7 con un rotulador permanente al
agua.
Colocamos en cada uno de los tubos del espectofotometro, 0,80 ml de
cada una de las preparaciones anteriores, mas 0,2 ml del DYE
REAGENT CONCENTRATE.
Se tapa con papel parafilm y se invierte dos o tres veces para mezclar.
Se toma la gradilla con los tubos de ensayo y se introduce en el bafio de
agua termostatizado a 37 °C, dejandose que se desarrolle el color
durante 15 min.
Se enfrian los tubos de ensayo, introduciendo la gradilla en el agua a
temperatura ambiente

~0oaoo0CT

10.Se procede a medir en el espectrofotometro siguiendo las normas

expresadas anteriormente. Se ajusta el cero de absorbancia con la
solucion blanco exenta de proteina (tubo 1). Se miden las absorbancias
de los tubos 2 a 6.
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11.- Se anotan las medidas de absorbancia en el cuaderno de laboratorio.
Una vez realizadas las medidas, se limpian cada uno de los tubos de
ensayo.

12.Se calcula la concentracion de proteina que se ha colocado en cada uno
de los tubos de ensayo y se anotan los resultados medidos por el
espectofotdmetro con los que realizaremos la recta.

13.Realizamos también las mediciones del extracto que deseamos conocer
sSu concentracion, asi como de su blanco, que en este caso sera el un
extracto crudo que no tenga actividad.

14.En papel milimetrado, se representan los valores experimentales de
absorbancia obtenidos frente a la concentracion de proteina estandar
calculada de cada uno de los tubos, para cada método ensayado. Se
ajustan los puntos obtenidos por el método de minimos cuadrados a una
recta, incluyendo el punto 0,0. Se representan la rectas ajustada en el
papel milimetrado.

15.Si la absorbancia de la muestra esta dentro del rango de medida del
método seleccionado, mediante la ecuacion de la recta de calibrado se
puede calcular la concentracion de proteina de la disolucién problema

_ EVALUACION DE RESULTADOS

Para la evaluacion de resultados, se diferenciaran los enfrentamientos entre las
propias legionelas y los producidos entre legionelas y otras bacterias.

- Entre cepas pertenecientes a especies del género Legionella:
o Diferenciacion interespecificas (especies)
o Diferenciacion intraespecificas (serogrupos)
- Entre legionelas y otras bacterias con las que comparten nicho
ecoldgico.

De cada una de las especies de Legionella, hay aproximadamente 30 pruebas
realizadas. De estas 30 pruebas, debemos conocer el nimero que han dado
resultado positivo y las que han dado negativo; a partir de aqui, puede
conocerse su ratio de produccion/sensibilidad. Para ello, se distingue entre el
comportamiento de la Legionella como receptora (sensibilidad) y como
productora (actividad inhibitoria).



ETODOLOGIA
e Porcentajes:

o Se hallan los porcentajes de produccion y sensibilidad de cada
una de las legionelas, como productoras y como receptoras.
o Calcular el ratio de produccidén/sensibilidad.
» Ratio P/S > 1 - Cepas de especies y/o serogrupos mas
productoras
» Ratio P/S <1 - Cepas de especies y/o serogrupos mas
sensibles.
» Ratio >> 1 > Cepas de especies y/o serogrupos
productoras y resistentes.
» Ratio << 1 > Cepas de especies y/o serogrupos poco
productoras y muy sensibles.
» Ratio = 1 > Cepas de especies y/o serogrupos
equilibradas.

Algunas consideraciones a tener en cuenta a la hora de interpretar los
resultados, son las siguientes:

1. Es posible que una sola bacteriocina por bacteria pueda provocar la lisis.

2. Podria haber relacion entre la resistencia y los receptores de la cepa base.
Si no tiene receptores, no puede ser inhibida. Un Unico receptor podria ser
suficiente para ser inhibida.

3. En la masa microbiana (crecimiento) debe de haber al menos 1 bacteriocina
por cada una de las células bacterianas para que surjan los halos de inhibicion
carentes de colonias.

4. Se puede afirmar que en la zona inhibida no hay legionelas vivas si no
muertas, ademas de poder corroborar que en el disco que preparamos hay
suficientes bacteriocinas para antagonizar nuevas siembras de legionelas en
medio BCYE-alfa.
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RESULTADOS

— ! EXTIOS DE LAS TABLAS PRODUCCION/SENSIBILIDAD

Se ha comparado la produccién de bacteriocinas y sensibilidad a las mismas,
de cepas pertenecientes a la especie Legionella pneumophila (SG. 1 (6
estirpes), SG.2-SG.14 (1 por cada serogrupo) y 19 especies distintas del
género Legionella, entre ellas L. bozemanii (SG. 1y SG. 2), L. feeleii (SGs. 1y
2), L. haeckeliae (SGs. 1y 2)yL.longbeachae (SGs. 1y 2).

Después de calcular a travées del método descrito en la metodologia, los
porcentajes de produccion y sensibilidad de cada una de las legionelas como
productoras y receptoras, hemos obtenido los siguientes ratios, que nos
servirdn como analisis previo de los resultados:

1.1. Legionella pneumophila

- L. pneumophila SG.1 1289: 1,37 - Muy productora y algo sensible.

- L. pneumophila SG.1 2189: 1,14 - Menos productora y menos sensible que
la 1289 pero igualmente equilibrada.

- L. pneumophila SG.1 Knoxville: 0,59 - Dentro del SG.1, la menos productora
y la més sensible; la menos competitiva.

- L. pneumphila SG.1 Philladelphia: 1,35 - De caracteristicas similares a la
1289y 2189.

- L. pneumophila SG.1. 4573: 1,24 - Hay pocos datos; mas productora que
sensible.

- L. pneumophila SG. 2: 0,79 - Bastante sensible y algo productora.

- L. pneumphila SG. 3: 0,88 = Cepa equilibrada en cuanto a su produccion y
sensibilidad.

- L. pneumophila SG. 4: 0,25 - Serogrupo poco productor y muy sensible.
Poco competitivo.

- L. pneumophila SG. 5: 0,26 = De similares caracteristicas al serogrupo 4.

- L. pneumophila SG. 6: 1,51 - Serogrupo competitivo; alta productividad y
relativamente baja sensibilidad.

- L. pneumophila SG. 7: 2,34 - Serogrupo de muy elevada productividad y
baja sensibilidad.

- L. pneumophila SG. 8: 4,21 - EIl 100% de las pruebas realizadas con discos
de SG.8 han dado inhibicibn. En cuanto a su faceta como receptora, es
bastante resistente.



- L. pneumophila SG. 9: 1,58 > Cepa de condiciones de resistencia y
sensibilidad equilibrada: productora media, y resistente.

- L. pneumophila SG. 10: 0,24 - Serogrupo poco competitivo: poco productor y
bastante sensible.

- L. pneumophila SG. 11: 1,27 - Serogrupo muy productor y bastante
resistente. Competitivo.

- L. pneumophila SG. 12: 1,49 - Serogrupo productor y relativamente
resistente.

- L. pneumophila SG. 13: -2,20 - Serogrupo especialmente resistente, y poco
productor.

- L. pneumophila SG. 14: 1,33 > Especie equilibrada; productora y

relativamente resistente.

1.2. Legionella spp.

- L. anisa: 0,17 - Especie poco productora y muy sensible.
- L. bozemanii SG.1: 0,44 - Especie poco productora y muy sensible.

- L. bozemanii SG. 2: 0,89 - Especie mas sensible, pero equilibrada en
cuanto a produccion y sensibilidad.

- L. cherrii: 0,77 - Especie equilibrada en cuanto a produccién y sensibilidad.
- L. dumoffii: 0,715 - Especie mas sensible que productora.
- L. erythra: 0,69 - Especie mas sensible que productora.

- L. feeleii SG.1: 0,811 > Especie mas sensible, aunque equilibrada en cuanto
a su produccién y sensibilidad.

- L. feeleii SG.2: 1,011 - Especie equilibrada en cuanto a su produccién de
bacteriocinas y sensibilidad a ellas. Es bastante productora aunque también
sensible.

- L. gormanii: 0,96 - Especie equilibrada en cuanto a su produccion y
sensibilidad a las bacteriocinas de legionella.

- L. hackeliae SG.1: 4,16 - Es una especie muy resistente como receptoray a
la vez bastante productora. El ratio es muy superior a 1.

- L. hackeliae SG.2: 1,06 - Especie equilibrada en cuanto a su produccion y
sensibilidad.



RESULTADOS

- L. israeliensis: 1,15 - Especie equilibrada en cuanto a su produccion de
bacteriocinas y sensibilidad a las mismas.

- L. jamestownensis: 1,28 - Especie un tanto mas productora que sensible.
- L. jordanis: 2,22 - Especie que destaca por ser muy resistente.
- L. longbeachae SG.1: 0,44 - Especie mas sensible que productora.

- L. longbeachae SG.2: 1,15 - Especie equilibrada un tanto mas productora
gue sensible.

- L. maceachearnii: 0,16 - Especie poco productora y muy sensible.

- L. micdadei: 0,72 - Especie productora y muy sensible.

- L. oakridgensis: 0,86 - Especie equilibrada en produccién y sensibilidad.

- L. parisienses: 1,34 - Especie poco sensible o receptora, y mas productora.

- L. sainthelensis: 0,28 - Especie muy poco productora y bastante sensible al
resto de bacteriocinas.

- L. steigerwartii: 0,16 - Especie muy poco productora y muy sensible.

- L. wadsworthii: 0,74 - Especie productora, pero sobretodo sensible.

EN PATRONES DE
PRODUCCION/SENSIBILIDAD

Hemos definido nuevos patrones de produccion/sensibilidad, a partir de los
cuales vamos a clasificar a las especies y serogrupos de legionelas estudiadas.

Seflalamos 5 patrones con las siguientes caracteristicas.

2.1. Produccion altay muy baja sensibilidad

Este patron es mostrado por L. jordanis, L. hackeliae SG. 1, L. pneumophila
SG. 7y L. pneumophila SG. 8.

2.2. Produccién bajay alta sensibilidad

Este patrén es mostrado por L. pneumophila SGs. 1y 5, L. anisa, L. bozemanii
SG.1, L. longbeachae SG.1., L. maceachearnii, L. parisienses, L. steigerwartii,
L. pneumophila SG. 10 y L. pneumophila SG.13.



2.3. Produccion alta y alta sensibilidad

L. jamestownensis, L. micdadei, L. oakridgensis. , L. pneumophila SG.1.
UZ1289 y L. pneumophila Philadelphia.

2.4. Produccion media y alta sensibilidad

Este patron es mostrado por L. bozemanii SG.2, L. cherrii, L. dumoffii, L.
erythra, L. gormanii, L. hackeliae SG.2, L. israeliensis, L. steigerwartii y L.
pneumophila Knoxville.

2.5. Produccién y sensibilidad similares

L. feeleii, SG.1., L. feeleii SG. 2., L. longbeachae SG. 2, y L. sainthelensis, L.
wadsworthii. , L. pneumophila SG.1. 2189, L. pneumophila SG. 6, L.
pneumophila SG. 9, L. pneumophila SG.11, L. pneumophila SG. 12. y L.
pneumophila SG. 13.

Como es logico, los patrones de las dos primeras categorias corresponden a
las condiciones mas favorables para competir en su habitat natural y los
creados por el hombre, como las torres de refrigeracion y determinados
edificios, lo que implica una capacidad para colonizar y asi crear sus propios
nichos ecoldgicos.

_. BlEEEENCIAS INTERESPECIFICAS E INTRAESPECIFICAS

La produccion y la sensibilidad a las bacteriocinas de las legionelas estudiadas,
presentan diferencias interespecificas e intraespecificas y discrimina algunos
serogrupos como hemos demostrado en L. pneumophila, L. bozemanii, L.
feeleii, L. hackeliae y L. longbeachae.

Respecto a las diferencias interespecificas poseen patrones distintos en la
produccion de bacteriocinas y en la sensibilidad, con una diversidad que
sugiere su valor discriminatorio.

Y en cuanto a las diferencias intraespecificas se pueden extraer las siguientes
observaciones:

1. En el mismo serogrupo 1 de Legionella pneumophila, en las cepas Knoxville,
Philadelphia, UZ4573, UZ4890, UZ 71289 y UZ72189 existen marcadas
diferencias. L. pneumophila Knoxville es menos productora y mas sensible que
L. pneumophila Philadelphia. La cepa L. pneumophila SG.1 UZ1289 es de
similar competitividad a la 2189, pero ésta Ultima es menos productora, aunque
también menos sensible que la primera. Realizando una vision global de todas
las cepas estudiadas del serogrupo 1, observamos que todas ellas tienen en



comun un factor produccién/sensibilidad superior a 1, lo que indica que son

competitivas; buenas productoras de bacteriocinas frente a otras legionelas y
poco sensibles a las mismas.

2. Asimismo entre los serogrupos 2-14 de L. pneumophila pueden observarse
distintos patrones. Por ejemplo, los SG. 4, 5, 10 y el SG.13 son muy poco
productores, a diferencia de los serogrupos 6,7,8,11 y 12, que son productores
frente a la mayoria de serogrupos de su especie (Tabla 1) o de otras especies
de Legionella (Tabla 4). En cuanto a sensibilidad podemos diferenciar al SG.13
que es muy resistente, del SG. 4 que es a su vez muy sensible pese a la
frecuencia en la produccion de enfermedad ya que aparece en Espafa en
tercer lugar. Primero L. pneumophila SG. 1, después el SG. 4 y por ultimo el
SG. 6.

3. Anadlogamente se encuentran diferencias en los serogrupos 1 y 2 de las
siguientes especies: L. bozemanii, L. feeleii, L. hackeliae y L. longbeachae. En
las tablas 2, 3 y 4 podemos ver que sus comportamientos son bastante
similares en todos los enfrentamientos, aunque también encontramos algunas
discrepancias. L. bozemanii SG.1 y L. hackeliae SG.1 son bastante mas
resistente que L. bozemanii SG.2 y L. hackeliae SG.2.

Existe por tanto, una evidente relacion entre la produccién de bacteriocinas y la
sensibilidad a las mismas, que varia no soélo entre las especies si ho también
entre los serogrupos.

Algunos rasgos llamativos son los siguientes:

1. L. erythra no es activa frente a L. feeleii SG. 1 ni a L. feeleii SG. 2, s6lo es
activa frente al SG.2 de L. hackeliae y carece de actividad frente a L. jordanis.

2. L. feeleii SG. 1 no inhibe a L. feeleii SG. 2 y si a L. feeleii SG. 2.

3. L. pneumophila SG.1 UZ2189, inhibe a L. bozemanii SG. 2 pero sin embargo
no lo hace a L. bozemanii SG. 1.

4. L. jordanis inhibe a L. hackeliae SG. 2, pero no al SG. 1.

5. L. longbeachae SG. 1 y L. longbeachae SG.2 son activas frente a los 2
serogrupos de L. hackeliae, en tanto que solamente L. longbeachae SG. 1
inhibe a L. jamestownensis.

6. L. sainthelensis es inhibida por L. bozemanii SG. 1 pero no por L. bozemanii
SG. 2.

7. Se observa sinergismo entre L. parisienses, L. sainthelensis y L.
longbeachae SG. 2 frente a L. hacekliae SG. 2.



8. Al comparar los SG. 1 y 2 de L. hackeliae también pueden apreciarse
marcadas diferencias.

8.1. El SG.1 se caracteriza por la elevada resistencia a las 31 cepas de
legionelas probadas, siendo solamente sensible a SGs. 1y 2 de L. bozemanii,
L. jamestownensis y L. oakridgensis. Su capacidad bacteriocinogénica es
positiva en 15 cepas.

8.2. Contrastando con estos rasgos, el SG 2 solamente presenta
resistencia a 5 cepas resistentes, es decir, una notable sensibilidad y su
produccion baja de bacteriocinas lo muestra en 13 ensayos.

Dos de las especies que hemos estudiado en profundidad son L. pneumophila
SG. 1 (5 estirpes) y SG. 1y 2 de L. bozemanii. De estas especies podemos
concluir:

9. Son significativas las diferencias entre los serogrupos 1y 2 de L. bozemanii.

9.1. En primer lugar, la cepa del SG. 1 no tiene inmunidad frente a la
bacteriocinas que produce, en contraste del SG.2 que es inmune ante la
bacteriocinas que ella misma genera.

9.2. El SG. 1 inhibe al SG. 2, dando un diametro de 12 mm, y a su vez el
SG. 2 es activo frente al SG.1, con un halo de 20 mm.

9.3. La cepa SG.2 determina una doble inhibiciébn sobre el SG.1, la
primera correspondiente a antagonistas de bajo peso molecular (diametro de
20 mm) y la segunda de halo menor, mostrando efecto sinérgico con la cepa
del SG.1.

10. Como ya se ha comentado hay marcadas diferencias entre las diferentes
estirpes estudiadas pertenecientes a L. pneumophila SG. 1.

10.1. Las tres cepas de Lp.1 Knoxville, Philadelphia y UZ4573 poseen el
mismo patron de bacteriocinas con actividad frente a los SG.1-SG.6 y SG. 12.

10.2. La relacion entre las 3 cepas del SG.1 se caracteriza porque la
estirpe Knoxville inhibe a Philadelphia, en tanto que la cepa UZ74573 es activa
frente a las otras dos.

10.3. L. jordanis es resistente a L. Knoxville, Philadelphia y UZ4573 y sin
embargo sensible a UZ72189 y UZ71289.

10.4. Todas las estirpes estudiadas pertenecientes a L. pneumophila
SG.1 son activas frente a L. bozemanii SG.1 menos UZ72189.

10.5. L. pneumophila Knoxville, L. pneumophila Philadelphia y L.
pneumophila SG1 UZ4573 son activas frente a L. cherri, a diferencia de
UZ2189 y UZ1289 que no lo son.



RESULTADOS

10.6. Todas las estirpes son sensibles a L. bozemanii SG.1y L. erythra,
salvo UZ4573 que es resistente.

Una posible evaluacion ecoldgica sugiere que el SG.1., esta mejor dotado ya
que produce bastantes cinas y especialmente es muy resistente para una
probable competicion.

A continuacibn se muestra un cuadro resumen del ratio de
produccioén/sensibilidad de cada de las especies estudiadas, asi como la
inmunidad a sus propias legionelinas.

TABLA 12. Ratio P/S e inmunidad a sus legionelinas (L. pneumophila)

Especie y serogrupo Ratio P/S Inmunidad a sus
legionelina(s)

L. pneumophila SG. 1 UZ71289 1,37 NO
L. pneumophila SG. 1 UZ72189 1,14 NO
L. pneumophila SG. 1 Knoxville 0,59 Si

L. pneumophila SG. 1 Philadelphia 1,35 NO
L. pneumophila SG. 2 0,79 NO
L. pneumophila SG. 3 0,88 NO
L. pneumophila SG. 4 0,25 NO
L. pneumophila SG. 5 0,26 NO
L. pneumophila SG. 6 1,51 NO
L. pneumophila SG. 7 2,34 NO
L. pneumophila SG. 8 4,21 NO
L. pneumophila SG. 9 1,58 NO
L. pneumophila SG. 10 0,24 NO
L. pneumophila SG. 11 1,27 NO
L. pneumophila SG. 12 1,49 NO
L. pneumophila SG. 13 -2,20 Si

L. pneumophila SG. 14 1,33 NO

Fuente: Elaboracion propia




RESULTADOS

Tabla 13. Ratio P/S e inmuinidad a sus legionelinas (Legionella spp.)

Especie y serogrupo Ratio P/S Inmunidad a sus
legionelina(s)
L. anisa 0,17 NO
L. bozemanii SG. 1 0,44 NO
L. bozemanii SG. 2 0,89 NO
L. cherrii 0,77 NO
L. dumoffii 0,715 NO
L. erythra 0,69 NO
L. feeleii SG. 1 0,811 Si
L. feeleii SG. 2 1,011 Si
L. gormanii 0,96 NO
L. hackeliae SG. 1 4,16 Si
L. hackeliae SG. 2 1,06 Si
L. israeliensis 1,15 NO
L. jamestownensis 1,28 NO
L. jordanis 2,22 Si
L. longbeachae SG. 1 0,44 Si
L. longbeachae SG. 2 1,15 Si
L. maceachearnii 0,16 NO
L. micdadei 0,72 NO
L. oakridgensis 0,86 NO
L. parisienses 1,34 Si
L. sainthelensis 0,28 NO
L. steigerwartii 0,16 Si
L. wadsworthii 0,74 NO

Fuente: Elaboracion propia



RESULTADOS
ELAS FRENTE A OTRAS BACTERIAS

Se han realizado pruebas de bacteriocinas de Legionella frente a cepas de
bacterias de habitat orofaringe gram negativos (N. lactamica y N. sicca) asi
como también frente a gram-positivos de origen hidrico (E. faecalis 19433).

4.1. Actividad de Legionella vs bacterias gram negativas

Se han realizado muchas pruebas con N. lactamica y N. sicca como
receptoras, y aunque se han obtenido buenos resultados, la actividad inhibitoria
de la Legionella sobre estas cepas es limitada, tal como se muestra en la
siguiente tabla.

TABLA 14. Actividad de Legionella spp. sobre Neisseria lactamica (ATCC2397)
y Neisseria sicca (ATCC9913).

Base: Neisseria lactamica (ATCC Base: Neisseria sicca (ATCC9913)

2398)

L. pne. SG. 1 INHIBE Y BLOQUEA | L. anisa INHIBE
PIGMENTO

L. pne. SG. 6 NO TIENE ACTIVIDAD | L. gormanii INHIBE

L. bozemanii SG. 1 BLOQUEA | L.jamestownensis INHIBE
PIGMENTO

L. bozemanii SG. 2 BLOQUEA | L. micdedei NO TIENE ACTIVIDAD
PIGMENTO

L. cherrii NO TIENE ACTIVIDAD L. parisienses NO TIENE
ACTIVIDAD

L. dumoffii NO TIENE ACTIVIDAD L. wadsworthii NO TIENE
ACTIVIDAD

L. feelei SG. 2 NO TIENE
ACTIVIDAD

L. oakridgensis INHIBE Y BLOQUEA | L. oakridgensis INHIBE Y BLOQUEA
PIGMENTO PIGMENTO

Fuente: Elaboracién propia
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4.2. Actividad de Legionella vs bacterias gram positivas

TABLA 15. Actividad Legionella frente a bacterias gram positiva

S. pneumonia 13 S. pyogenes
Lpl Knox (O |L. bo-2 0 [LplKnox |0 [L.bo-2 0
Lpl Phila [0 |L. cherrii O [Lpl Phila |0 (L. cherrii 0
Uz2189 [0 |L. dumoffii 0 [Uz2189 |9 (L. dumoffii 0
Uz1289 (0 |L. erythra 0 (Uz1289 |0 (L. erythra 0
SG. 6 0 |L. feeleii 1 0 [SG.6 0 |L.feeleii 1 0
SG. 13 0 [L. feeleii 2 0 |SG. 13 0 |L. feeleii 2 0
L. bo-1 0 |L. gormanii 0 (L. bo-1 0 |L. gormanii 0
L.anisa [0 |L. hackeliae 1 0 [L. anisa 0 |L. hackeliael |0
Lpl Knox (O L. bo-2 0 [LplKnox [0 [L.bo-2 0
Lpl Phila [0 L. cherrii 0 |[LplPhila |0 [L. cherri 0
Uz2189 (0 |L. dumoffii 0 (Uz2189 0 |L. dumoffii 0
uz1289 (O L. erythra 0 |UZ1289 0 |L. erythra 0
SG. 6 0 L. feeleii 1 0 |SG.6 0 |L.feeleiil 0
SG. 13 0 |L.feeleii2 0 [SG.13 0 |L. feeleii 2 0
L. bo-1 0 L. gormanii 0 [L.bo-1 0 |L. gormanii 0
L.anisa |0 L. hackeliael [0 |L. anisa 0 |L. hackeliael |0

Fuente: Elaboracion propia

Tal como puede observarse en la tabla, se probaron discos frente a S.
pneumoniae, S. pyogenes y S. epidermidis; para ninguno de estas bases
produjeron inhibicién los discos probados

Sin embargo, esta actividad fue distinta para la base de E. faecalis ATCC
19433. Este enterococo se enfrentd a varios extractos crudos filtrados de L.
bozemanii SG.2 (extractos B4, B4(-10°)), a varias cepas de L. pneumophila.
(1289, 4173, 225y 223) y a L. jamestownensis.

Los extractos B4 son de L. bozemanii SG. 2, el segundo conservado a menos
10°C. Las cepas de L. pneumophila son cepas propias de coleccion bien de
origen clinico (1289, 4573) o de origen ambiental, en este caso de la residencia
militar "Los Castillejos” (223 y 225).

Los Unicos que mostraron actividad fueron los extractos B4 (-70°) y B4 (-10°),
con un halo de 26 mm cada uno.
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A partir de aqui se continuaron haciendo pruebas con el extracto de L.
bozemanii SG.2 y otros tantos. A continuacion se muestran las imagenes de
algunas pruebas realizadas con estos extractos.

IMAGENES 7 vy 8. E. faecalis ATTC19433 frente extractos de bacteriocinas de
Legionella.

Fuente: Elaboracion propia

OS DE

Se ha caracterizado el extracto enzimatico de las siguientes cepas:

Extractos de bacteriocinas de Legionellas caracterizados
L. pneumophila SG. 1 UZ1289 L. pneumophila SG. 1 225
L. bozemanii SG. 1 L. bozemanii SG. 2
L. cherrii L. erythra
L. feeleii SG. 1 L. feeleii SG. 2
L. parisiensis L. steigerwartii
L. longbeachae SG. 2 L. micdade

A continuacion se detalla la caracterizacion del extracto enzimatico crudo,
centrifugado y filtrado de las cepas de L. pneumophila SG.1 (Knoxville) y L.
bozemanii SG.2 (ATCC35545) tras cultivo en medio liquido durante 4 dias a

36°C, con un 10% de CO.,.
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Para dicha caracterizacién se han seguido los planteamientos de Jacob, F; una
contribucion clave para la caracterizacion de las bacteriocinas producidas por
E. coli, denominadas colicinas:

1. Espectro de actividad reducido

2. Naturaleza proteica

3. Mecanismo de accion bactericida
4. Union a receptores especificos

5. Cadificacion por plasmidos que ademas confieren inmunidad frente a la
bacteriocinas.

6. Dudas en los gram-positivos

Dado los resultados obtenidos en la caracterizacion de dichos extractos
enzimaticos, se ha comprobado su naturaleza proteica (inactivacion por 7
proteasas; no por lisozima), estabilidad al pH (valores 3-11) y su
termoresistencia a 80°, 90° y 100° durante 20 minutos.

5.1. Unidades arbitrarias (U.A.)

A continuacién se muestra la valoracion de la actividad de 16 cepas de
Legionella spp. crecidas en BYE (alfa-ceto-ACES-L.cist.piro Fe) expresada en
unidades arbitrarias, enfrentadas a las cepas indicadoras utilizadas en el
estudio E. faecalis ATCC19433 y N. sicca ATCC9913.

Tabla 16. Resultados de las U.A. de los extractos enzimaticos crudos.

Unidades arbitrarias de los extractos enzimaticos crudos
de 16 cepas de Legionella spp.
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Fuente: Elaboracion propia
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IMAGEN 9. U.A. del extracto enziméatico de L. cherri frente a N. sicca.

Fuente: Elaboracion propia

5.2. Caracterizacion del extracto: naturaleza proteica

Para conocer la naturaleza proteica se ha sometido el extracto crudo
enzimatico a la accion de 7 proteasas y la lisozima.

Dado que las bacteriocinas son compuestos inhibidores de naturaleza
peptidica, la inactivacion por proteasas es uno de los primeros criterios para
definir una sustancia antimicrobiana como bacteriocina.

Tabla 17. Sensibilidad de los extractos de L. pn. SG. 1 (Knoxville) y L.
bozemanii SG. 2 a las enzimas.

Caracteristicas del extracto enzimatico crudo

Proteasa | Proteasa | Proteinasa | Papaina | Pronasa | Tripsina a-quimo Lisozima

K XXI XIV K K o
tripsina

Fuente: Elaboracidon propia
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5.3. Caracterizaciéon del extracto: estabilidad al pH

A continuacion se muestra la estabilidad de la actividad de los extractos de L.
bozemanii SG. 2, L. cherrii y L. erythra al someterse a un rango de pHs entre 3
y 11.

IMAGEN 10. Estabilidad de la actividad del extracto crudo a diferentes pHs
frente a la base receptora N. sicca.

Fuente: Elaboracién propia

GRAFICO 4. Estabiliidad de la actividad enzimatica a diferentes pHs.

Estabilidad de la actividad enzimatica
segun pH
35
30
25
20

15

Halo de inhibicién

10
5

0
pH 3 4 5 6 7 8 9 10 11

e hozemanii2 20 19 19 20 20 29 18 17 16 20
e cherrii 22 18 18 26 20 18 20 28 22 26
e erythra 20 16 18 22 20 18 20 20 14 11

Fuente: Elaboracién propia

Estos mismos extractos se sometieron a diferentes temperaturas tal como se
describe en la metodologia y éstos fueron los resultados:
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IMAGEN 11: Estabilidad de la actividad tras someterse a diferentes
temperaturas.

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO 5. Estabilidad de la actividad de los extractos sometidos a diferentes
temperaturas.

Estabilidad de la actividad enzimatica
segun T2 y tiempo de exposicion

60
5 50
S
=]
2 40
=
[} 30
el
2 20
I
10
0
802 809 802 902 90° 90° 1002 1002 1002
5 100 200 5 100 20 5 100 20°
s | . cherrii 24 24 24 24 24 24 31 26 32
e | erythra 20 18 22 20 20 22 24 40 50

=== |. bozemaniiSG.2 30 24 22 24 20 20 18 20 20

Fuente: Elaboracién propia
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5.5. Conclusiones de la caracterizacion

Podemos deducir estas posibles respuestas a los planteamientos de Jacob, F.,
Lwoff, S., Wollman, E.:

1. Espectro de actividad no es reducido sino amplio, mas parecido al de las
arqueobacterias.

2. Naturaleza proteica: Si

3. Mecanismo de accién bactericida: Si

4. Unién a receptores especificos

5. Codificacion por plasmidos que ademas confieren inmunidad frente a la
bacteriocinas.:

6. Dudas en los gram-positivos: muy limitada en las legionelas.

Tabla 18. Caracteristicas del extracto enzimatico crudo.

Caracteristicas del extracto enzimatico crudo de las cepas:
L.pneumophila SG1 [Knoxville] y L. bozemanii SG2 [ ATCC35545]

80°C | 80°C 80°C 90°C 90°C 100°C 100°C 100°C
5min | 10 min 20 min 10 min 20 min 5min 10 min 20 min
25 mm 24 mm 22 mm 24 mm 20 mm 20 mm 19 mm 20 mm 20 mm

aenzimas
Estabilidad
pH

20 mm 20 mm 19 mm 19 mm 20 mm 18 mm 17 mm 16 mm

Tm:::éoms 18 mm 18 mm 18 mm 18 mm 18 mm 18 mm 16 mm 16 mm 16 mm

Fuente: Elaboracién propia

TO

ante)

Tal como se indica en la metodologia y a través de una curva de calibrado con
BSA, se han obtenido los siguientes resultados:
Grafico 7. Curva de calibrado concentracion BSA

ABSORBANCIA

Fuente: Elaboracion propia
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La medicion realizada con el espectofotometro, dio lo siguientes resultados:

Extracto blanco 0,42
Extracto B4 (4°C) 0,272

Esto, puede deberse a que el medio tiene proteinas, que una vez cultivado las
pierde por procesos de crecimiento y metabdlicos de la bacteria. Por tanto, éste
blanco no seria el mas adecuado para este experimento. De momento,
tomamos el dato del espectofotometro relativo al sobrenadante de L. bozemanii
SG. 2 (B4 a 4°C) para estimar la concentracion de un extracto activo.

Por tanto, y a través de la curva de calibrado, calculamos la concentracién de
proteinas de dicho extracto y estimamos que esta alrededor de 7 pg/ml.

Una vez conocida la concentracion del extracto, deducimos que lo mejor seria
concentrar éste extracto por precipitacion; se precipitaran las proteinas por el
agregado de un solvente organico (acetona). Una vez concentrado se
procedera a la electroforesis.

Paralelamente a la muestra concentrada, se correra el caldo de cultivo de
extracto de levadura, concentrado, para desestimar las proteinas que sean del
propio medio.

Las transferencias de la actividad de bacteriocinas producidas por legionelas

q. !UE |XDOS DE LA TRANSFERENCIA DE BACTERIOCINAS

frente a otras especies, incluidos serogrupos, que se hace a partir de los halos
de inhibicion, se han probado frente a cepas de bacterias de habitat orofaringe
gram negativos (N. lactamica y N. sicca) asi como también frente a gram-
positivos de origen hidrico (E. faecalis ATCC19433).

1. Utilizando como receptora primera, la cepa L. pneumophila SG.1 UZ2189 se
comprueba la actividad de L. dumoffi, L. feeleii SG. 1, L. israelensis, L. jordanis,
L. longbeachae SG.1 y L. wadsworthii. De estas 7 cepas al aplicar los discos
frente a la indicadora N. sicca, la segunda receptora, seran activas 5 especies
excepto L. hackeliae SG. 2 y L. longbeachae SG. 1.

2. Al comparar el comportamiento de E. faecalis ATCC19433 como receptora
tercera, frente a L. feeleii SG. 1, L. hackeliae SG. 2, L. longbechae SG. 1y L.
wadsworthii, estas cuatro especies presentaban actividad inhibidora.
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TABLA 19. Pruebas realizadas de la transferencia de bacteriocinas

TRANSFERENCIA DE BACTERIOCINAS
Legionella pneumophila sobre diferentes bacterias receptoras
N. sicca (ATCC9913) L. anisa

Disco de bacteriocinas 4% Base Receptora

Lp? (Knoxville)

Lp1 (Philadelphia)

L. micdadei
L. sainthelensis
L. steigerwartii

L. oakridgensis

L. jamestownensis
N. sicca (ATCC9913)
L. jamestownensis

N. sicca (ATCC9913)

L anisa

N. sicca (ATCC9913)
L. anisa
N. sicca (ATCC9913)

E. faecalis (ATCC19433)

E. faecalis (ATCC19433)

Lp1 (UZ1289) N. sicca (ATCC9913) L. anisa, L. oakridgensis
Lp1(522) E. cloacae (ATCC23355) L. oakridgensis
L. pne. SG3 L. maceacheamii N. sicca (ATCC9913) E. faecalis (ATCC19433) L. anisa, L. oakridgensis
L pne. SG9 E. cloacae (ATCC23355) L. oakridgensis
L. pne. SG10 L. maceacheamii L. jamestownensis N. sicca (ATCC9913) E. faecalis (ATCC19433)
L pne. SG13 E.. cloacae (ATCC23355) N. sicca (ATCC9913) L. anisa
lla spp. sobre dif ptoras
L. anisa N. sicca (ATCC9913) L. oakridgensis
L. bozemanii SG2 N. sicca (ATCC9913) E. faecalis (ATCC19433) L. anisa, L. oakridgensis
L. dumoffi Lp1(UZ2189) N. sicca (ATCC9913) L. anisa
L. feeleii SG1 L jamestownensis N. sicca (ATCC9913) E. faecalis (ATCC19433) L. anisa, L. oakridgensis
L. feeleii SG1 Lp1(UZ2189) E. faecalis (ATCC19433) L. oakridgensis
L. israeliensis L. dumoffii N. sicca (ATCC9913) L. oakridgensis
L. jamestownensis L. dumoffi N. sicca (ATCC9913) L. oakridgensis
L. longbeachae SG1 Lp1(UZ2189) E. faecalis (ATCC19433) L. oakridgensis

L. anisa, L. oakridgensis

L. anisa, L. oakridgensis

Fuente: Elaboracién propia

3. Al haber demostrado que las bacteriocinas de diversas especies del género
Legionella activas frente L. pneumophila SG. 1 (UZ 2189) poseian actividad
versus E. faecalis (ATCC 19433) y N. sicca (ATCC 9413), significa que las
bacteriocinas (legionelinas) tienen un espectro amplio que incluyen bacterias
gram+ y gram-.

4. Finalmente, constituye una prueba que los discos procedentes de L.
pneumophila SG.1, son capaces de inhibir sucesivamente a E. faecalis y N.
sicca. Al enfrentarse a L. oakridgensis; poseen todavia actividad inhibitoria.

A continuacion puede observarse un cuadro de conexiones, realizado a partir
de la transferencia de bacteriocinas.

TABLA 20. Conexiones en la transferencia de bacteriocinas. Receptora
primera Legionella y discos de L. pneumophila.

Receptora PRIMERA
Legionella

DISCO de

L. pneumophila Base TERCERA

L. dumoffi

1289
L erythra

2189 N. sicca ATCC
L. feeleii SG. 2

L. pneumophila SG. 10
L. longbeachae SG. 1

S
L. pneumophila 5G. 13 5 }E. faecalis ATTC 19433
L. maceachearnii

L. pneumophila SG. 14

Fuente: Elaboracion propia
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TABLA 21. Conexiones en la transferencia de bacteriocinas. Receptora
primera Legionella y discos de Legionella spp.

Base PRIMERA Base TERCERA
DISCO de L. - E.faecalis ATCC 19433

Legionella

L. anisa

L. jamestownensis
L. bozemanii 5G. 1

L. jordanis
L. feeleii SG. 1

L. parisiensis
L. feeleii SG. 2

L. steigerwartii

L. hackeliae 5G. 2 E. faecalis
L. maceachearnii

L. micdadei

L. steigerwartii

Fuente: Elaboracién propia
Los resultados de las tablas anteriores, muestran algunas de las conexiones
positivas obtenidas tras las numerosas pruebas realizadas; pero no siempre las
bacterias muestran interconexiones.

Por ejemplo, las bacteriocinas producidas por L. anisa, cuando se enfrenta a
una receptora L. jordanis, siguen teniendo actividad cuando se enfrenta en el
segundo pase a la receptora N. sicca; sin embargo, cuando su primera
receptora es L. longbeachae SG. 2 y L. oakridgensis, y se transfieren las
bacteriocinas a N. sicca, no inhiben. Lo mismo ocurre con L. feeleii SG. 2; las
bacteriocinas que produce frente a L. jordanis, siguen inhibiendo en el segundo
pase frente a N. sicca, pero no lo hacen las producidas frente a L. oakridgensis.

TABLA 22. Conexiones en la transferencia de bacteriocinas. Receptora
primera N. sicca.

DISCO de Legionella Base SEGUNDA

. pneumophila SG. 1 522
\ ‘ . pneumophila SG. 1 1289
- pneumophila SG. 1 knoxville
. pneumophila SG. 5
\ g
- pneumophila 5G. 6 N. sicca ATCC

NS
~

. bozemanii SG. 2 E. faecalis ATCC 19433

. cherrii

. erythra

L. feeleii SG. 2

L. jordanis

Fuente: Elaboracion propia
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Se considera que un antibidtico es efectivo cuando elimina o inhibe el
crecimiento de un organismo infeccioso. En nuestra investigacion, hemos
trabajado en estudiar precisamente qué bacterias son inhibidas por las
bacteriocinas de las legionelas, pero en este trayecto, hemos descubierto, que
ademas de la eliminacién o muerte de las bacterias receptoras, estos discos de
bacteriocinas, podian inhibir otro tipo de sintesis de proteinas como son los
procesos de pigmentacion o la hemodlisis.

Al igual que se producen estos fenomenos, se pueden estar produciendo otras
interacciones en la sintesis de proteinas, que a la vista somos incapaces de
ver, y que desconocemos si pueden tener efectos y repercusion en la virulencia
de la bacteria donadora y en la receptora.

IMAGEN 12. B-hemodlisis del disco de bacteriocinas de L. sainthelensis.

Fuente: Elaboracién propia

Podia ser objeto de estudio por tanto, no solo la basqueda de antibiéticos que
eliminen o inhiban el crecimiento de la bacteria, si no antibiéticos que interfieran
de alguna forma en la sintesis de proteinas modificando con ello la virulencia
de dicho organismo infeccioso.

Es conocido, que muchas de las legionelas que crecen en las torres de
refrigeracion, no son tipificables; es decir, no son identificables por los métodos
utilizados habitualmente. Esto es debido que al estar sometidas a segun qué
condiciones, cambian su estructura, sus anticuerpos, etc.



RESULTADOS

A través del estudio de sus bacteriocinas, pretendemos comparar las
legionelas originales y las legionelas desarrolladas en las torres de
refrigeracion. Nos planteamos la siguiente cuestion: ¢ Aumenta, disminuye o se
mantiene la misma produccién de bacteriocinas cuando las legionelas se
desarrollan en las torres de refrigeracion? ¢Varia su produccion
bacteriocinogénica? ¢ Influye ésto en su virulencia?.
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Para complementar la historia natural de la legionelosis, hemos examinado las
legionelas de las fuentes hidricas con una investigacion aplicando marcadores
convencionales, moleculares y las bacteriocinas tanto de las legionelas como
de las bacterias que comparten habitat con ellas, y llegando a analizar sus
interacciones con la microbiota de los humanos, a nivel orofaringeo y en otros
nichos ecologicos acuaticos, incluidos los que representan los protozoos
ambientales, entre los que se identificaron especies pertinentes a los géneros
Acanthamoeba y Hartmanella, tanto en torres de refrigeracion como en la red
de agua caliente.

1. Las legionelas tienen muy limitada su inmunidad a las bacteriocinas que
producen, en tanto que su espectro de actividad es mas amplio. Una
evaluacion ecologica sugiere que el SG. 1 de L. pneumophila esta mejor
dotada ya que es un buen productor de bacteriocinas, y es muy resistente para
una posible competicion, sin excluir su recepcion de sefiales.

2. El espectro antimicrobiano de las cepas seleccionadas, sugiere que las
sustancias inhibidoras son distintas o que poseen mecanismos de accién
diferentes, ya que la sensibilidad de los microorganismos indicadores
empleados varia dependiendo de la cepa de Legionella estudiada. .

3. Existe una evidente relacion entre la produccion de bacteriocinas y la
sensibilidad a las mismas, que no varia sélo entre las especies sino también
entre los serogrupos de una misma especie y a Su vez entre cepas
pertenecientes a una misma especie pueden discriminarse por técnicas de
bacteriocinotipia.

4. Un elevado porcentaje de bacilos gram-negativos pertenecientes a la
microbiota acuatica, producen bacteriocinas con actividad anti-legionela,
capaces de impedir la formacion de biofilms en su habitat. La cloracion y la
elevacion de las temperaturas en las torres de refrigeracion, han hecho
desaparecer esas bacterias que anteriormente antagonizaban a las legionelas.
Esta barrera microbiolégica, de enterobacterias, aeromonas, pseudomonas,
etc, ha sido eliminada con los métodos de desinfeccién (cloracién), lo que
permite que las legionelas se multipliquen y lleguen incluso a desarrollar
biofilms.

5. Todavia resulta problemético demostrar la produccién de bacteriocinas en
condiciones naturales, contrastando que en periodos de sequia las
colonizaciones de Legionella spp. Cuando un lago o una laguna entra en época
de sequia y la periferia se deseca, provoca que el huésped natural de la
legionela, en lugar de un protozoo o ameba vegetativa, pase a ser un quiste
gue favorece el crecimiento. Ademas estas legionelas pueden quedar también
en hierbas acuaticas como el Miryophillum spicatum, donde también pueden
guedar las legionelinas que condicionen las legionelas que puedan
desarrollarse, o no, despues.



6. Dada la baja densidad de microorganismos en el agua, resulta poco
probable la lisis de las legionelas planctonicas (libres), pero el contacto con
otras bacterias en los biofilms, pueden implicar fenbmenos de competicion.

7. El extracto de 16 cepas de Legionella spp. tratado con proteasas pierde
totalmente su actividad inhibitoria demostrando que la sustancia es
proteinacea:

7.1. Tiene un espectro antimicrobiano amplio que incluye BGP y BGN.

7.2. Tiene unas propiedades fisico-quimicas adecuadas para resistir
tratamientos por calor y cambios de pH.

7.3. Poseen un tamafio molecular de alrededor de 14 kDa, que es
superior al P.M. de otras bacteriocinas estudiadas en otros trabajos que tenian
alrededor de 1,5-2 KDa.

8. Ademas de antagonizar el crecimiento de legionelas y otras bacterias,
influyen también en las reacciones metabdlicas de otras bacterias anulando por
ejemplo la pigmentacién o produciendo hemdlisis, y la posible repercusion en la
virulencia de algunas bacterias.

9. De las especies y serogrupos estudiados, so6lo 11 cepas poseen inmunidad a
las legionelinas estudiadas, en tanto que todas las cepas producian
bacteriocinas aunque en un grado variable.

10. Se ha demostrado la posibilidad de estudiar estas bacteriocinas de
legionelas con otras bacterias indicadoras pertenecientes a las especies N.
lactamica, N. sicca y E. faecalis, distintas a las legionelas, facilitando asi, el
trabajo en el laboratorio, excluyendo el uso de medio BCYE-a.
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ANEXO 1. Siembras por agotamiento de las principales cepas receptoras de laboratorio (N. sicca, N. lactamica, E. faecalis).

\"




ANEXO 2. Actividad de L.pneumophila sg.1 (2 cepas), sg.8, sg.11, y sg.14, L. maceachearnii y L. wadsworthii frente a L.
jamestownensis, como receptora

DISCOS.

. pneumophila SG. 8

. pneumophila SG. 14

. longheachae SG. 2

. pneumophila SG. 1 (UZ4890)
. pneumophila SG. 1 (UZ1289)
. pneumophila SG. 11

. maceachearnii

. wadsworthii

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

rrrrrrrr

ANEXO 3. Actividad de diferentes serotipos de L. pneumophila [#1,#5,#6,#7,#8,#9,#10#14 ], L. anisa , frente a L. pneumophila
SG.1(Philadelphia).

DISCOS.

. pneumophila SG. 1 (UZ1289)
. pneumophila SG. 7

. pneumophila SG. 8

. pneumophila SG. 9

anisa

. pneumophila SG. 14

. pneumophila SG. 6

. pneumophila SG. 10

N>R~ WNE

L
L
L
L
L.
L
L
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ANEXO 4. Actividad de 2 cepas de Lpn1[UZ2189, UZ4890], Lpn SG.#7, #8, #9, #13, #14 y L. jordanis* frente a L. hackeliae SG. 2.

DISCOS.

. pneumophila SG. 13

. pneumophila SG.1 (UZ2189)
. pneumophila SG. 9

. pneumophila SG. 8

. pneumophila SG. 7

. pneumophila SG. 14

. jordanis

. pneumophila SG. 1 (UZ4890)

1L
2.L
3.L
4. L
5.L
6.L
7.L
8.L

1. L. bozemanii SG1:

2. L. bozemanii SG. 2: 3. L. jordanis:
doble inhibicion por si
misma 'y por L. autoinmune, activa autoinmune, y sensible
bozemanii SG.2. frente a L. bozemanii a L. bozemanii SG. 2,
iiiSinergia entre SG. 1y L. jordanis, producen halo grande
bacteriocinas de alto por bacteriocinas de [bajo PM].
PM [halo pequefio] y bajo PM.
bajo PM [halo grande]!!!




ANEXO 6. Idéntica actividad de 9 cepas de Legionella spp sobre 2 de Stahylococcus aureus [UZ68015 y ATCC25923] la primera
de origen clinico y la segunda de origen ambiental

ANEXO 7. Actividad inhibidora de los Extractos Crudos [3 dias en medio liquido, centrif.10* y Fitrar] L. pneumophila SG. 1 (#1-3) y
L. bozemanii SG.2(# 4-7) vs E. faecalis 19433.




ANEXO 8. Tras la concentracion de los extractos de L.pneumophila SG. 1(sn) y L.bozemanii SG. 2 (sn) incrementan los halos de
inhibicion.

DISCOS.

. pneumophila SG. 1 (Philadelphia)
. pneumophila SG.1 (Knoxville)
anisa

bozemanii SG. 1

micdadei

. bozemanii SG. 2

. pneumophila SG. 5
. pneumophila SG. 12

N~ WNE
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ANEXO 9. Péster publicado en Noviembre 2013 para las Jornadas del IUCA sobre las interacciones bacterianas de Legionella
frente a otras especies.




ANEXO 9. Péster publicado en Noviembre 2013 para las Jornadas del IUCA sobre la caracterizacion del extracto enzimético crudo.




ANEXO 10. Abstract presentado en Noviembre 2013 para las Jornadas del IUCA sobre las interacciones bacterianas de Legionell.




ANEXO 11. Abstract presentado en Noviembre 2013 para las Jornadas del IUCA sobre la caracterizacion del extracto enzimatico
crudo.




ANEXO 12. Trabajo publicado en la Revista Espafiola de Quimioterapia: Arquitectura evolutiva de las poblaciones de Legionella
spp.
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