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LA BACTERIA

Un importante acontecimiento para el mundo de la microbiolo-
gia tuvo lugar en enero de 1977, con el descubrimiento de una nueva
bacteria responsable de una enfermedad respiratoria humana.

El afio anterior tuvo lugar un brote epidémico de neumonia en
el hotel Bellevue-Stratford de la ciudad de Filadelfia (USA) que
afectd a 182 participantes de una convencion anual de la Legion
Americana celebrada entre el 21 y 24 de julio de 1976. Los estudios
realizados por D. W. Fraser y J. E. McDade llevaron al aislamiento
de una bacteria, no conocida hasta entonces (se observé por prime-
ra vez en una preparacion de bazo de un cobaya inoculado con teji-
do pulmonar de un enfermo fallecido victima de la enfermedad), a
la que se denomind Legionella pneumophila (Brenner y cols. 1979),
de la que hoy se consideran tres subespecies.

El agente causal no fue descubierto en el curso de un clsico ais-
lamiento de bacterias, sino a través de un procedimiento disefiado
para el aislamiento de rickettsias. Estos microorganismos, aunque
similares a las bacterias, tienen la particularidad de que no crecen
en medios de cultivo sintéticos sino que necesitan desarrollarse
sobre organismos vivos (artropodos, cobayos, embrién de pollo,
etc). La relacion causal se realizé investigando la presencia, en el
suero de pacientes de la enfermedad de los legionarios, de anticuer-
pos especificos para el microorganismo aislado. Al principio no se
sabia si se trataba de una rickettsia o de una bacteria, ya que ademas
era incapaz de crecer en una extensa gama de medios de cultivo.

Robert E. Weaver, del CDC de Atlanta, encontré un medio bac-
teriolégico en el cual podia crecer este bacilo. Era un medio similar
al que se utilizé para aislar el gonococo. Se prepar6 por adicion de
un 1% de hemoglobina (hierro) y otro 1% de un suplemento co-
mercial (Isovitale X, que contiene abundante cantidad del aminoa-
cido cisteina) a un medio estandar (agar de Mueller-Hinton).

Cuando Weaver inocul6 este medio con una suspension concen-
trada de material procedente de un saco vitelino infectado se obser-
V0, tras algunos dias de incubacion, que habian aparecido varias co-
lonias bacterianas sobre el medio de cultivo. El bacilo aislado no era
pues una rickettsia sino una bacteria.

La prueba definitiva de que este organismo era una nueva espe-
cie se obtuvo cuando D. J. Brenner, A. G. Steigerwalt y otros inves-
tigadores del CDC, compararon el material genético de la bacteria
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de Filadelfia con el de otras bacterias por medio de técnicas de hi-
bridacion de su ADN.

Como ocurre con muchas otras bacterias teluricas, el estudio
sistematico ha permitido el descubrimiento de diversas especies.
Desde entonces se han identificado unas 42 especies de Legionella
de las que al menos 20 tienen poder patdgeno humano. Los 15 se-
rogrupos de la especie L. pneumophila tienen importancia epide-
miologica, aunque es el serogrupo 1 el mas importante, seguido del
4y6.

La legionelosis es un buen ejemplo de enfermedad infecciosa
emergente, se presenta como dos entidades clinicas distintas: una
forma neuménica, asociada a una importante morbilidad y mortali-
dad y que comprende la mayoria de los casos diagnosticados ac-
tualmente (legionelosis), y una forma sin afectacion pulmonar, de
resolucion espontanea y rapida que cursa de manera inespecifica 6
pseudogripal (fiebre de Pontiac).

La transmision ocurre a través de la inhalacion de aerosoles
(dispersion de gotas de agua en el aire) 6 por aspiracion de agua
contaminada con esta bacteria. Se han comunicado casos de infec-
cion tras el lavado de heridas con agua contaminada. El hombre es
un hospedador ocasional de la bacteria ya que no es necesario para
la replicacion ni supervivencia del microorganismo. No se ha de-
mostrado la transmisién de persona a persona. No se ha documen-
tado la existencia de reservorios animales.

Diversos aspectos hacen de las legionelas microorganismos de
gran interés, como son sus caracteristicas microbioldgicas, la inter-
accion con los protozoos de vida libre en su habitat acuatico y, por
Gltimo, su capacidad patégena mediante mecanismo invasor y, pro-
bablemente, por un mecanismo inmunitario (fiebre de Pontiac).

Las legionelas tienen la estructura caracteristica de los bacilos
gramnegativos, con un tamafo que oscila entre 0,3 y 0,9 um de
ancho por 1,5 a 5 wm de largo; en los tejidos se pueden presentar en
forma cocoide o bacilar, y en algunos cultivos son pleomorficos y
pueden presentar formas muy alargadas. Son méviles (excepto una
especie, L. oakridgensis) gracias a uno o més flagelos polares o sub-
polares y se ha podido demostrar la existencia de fimbrias y de una
estructura polisacarida acida extracelular.

La coloracion de Gram es muy tenue, sobre todo cuando el co-
lorante de contraste es la safranina. Se tifie bien (de color rojo) por
el método de Giménez y las técnicas de plata (método de impreg-
nacion con plata de Dieterle modificado). No son acido-alcohol re-
sistentes, aunque la especie L. micdadei aparece en muestras clini-
cas o de tejidos como débilmente tefiida por la coloracion de Ziehl-
Neelsen, sin embargo pierde estas caracteristicas en resiembras
posteriores.

El lipopolisacérido de la membrana externa de la pared presen-
ta caracteristicas diferenciales con respecto al de las enterobacte-
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rias, tanto en aspectos bioquimicos, ya que es muy rico en acidos
grasos ramificados, inusuales en las bacterias gramnegativas, como
en la actividad endotdxica. No obstante, al igual que en otras bacte-
rias gramnegativas, es antigénico. Se desconoce hasta qué punto
estos aspectos estructurales que hacen referencia al liposacéarido
pueden tener relacion con las propiedades tintoriales mencionadas a
continuacion y la notable resistencia al calor y a los acidos de estos
microorganismos, caracteristicas que se han utilizado para la des-
contaminacion de la muestras clinicas.

Aunque la bacteria crece bien en ambiente aerobio, se ha com-
probado que una concentracion de 2,5-4% de CO, en la atmosfera
de incubacion favorece el crecimiento. Estas bacterias son capaces
de sobrevivir en el interior de los macréfagos en el tejido pulmonar.
En ocasiones se ha considerado la microaspiracion de agua conta-
minada para justificar algunos casos nosocomiales.

Cuando las gotas que contienen la bacteria son de tamafio menor
de 5 micras se produce una situacion de riesgo de infeccion, ya que
son gotas que pueden penetrar en las vias respiratorias alcanzando
los pulmones y ademas pueden permanecer suspendidas en el aire y
ser transportadas a kildmetros de distancia.

Muchos agentes infecciosos que provocan epidemias de neumo-
nia, no se propagan de persona a persona, lo hacen a través del aire
a partir de un nicho ecolégico caracteristico en un medio ambiente
no humano. Un ejemplo comun es el hongo Histoplasma capsula-
tum. Vive en el suelo y provoca la enfermedad cuando se inhala el
polvillo que él contamina. Parecia, pues, probable desde un princi-
pio que L. pneumophila se desenvolviera en un ambiente inorgani-
co. Esta hip6tesis se confirmé con estudios de laboratorio que mos-
traban que la bacteria podia sobrevivir (aunque aparentemente sin
proliferar) durante mas de un afio en agua corriente.

Un brote en 1965, localizado en un hospital y diagnosticado res-
trospectivamente, sugirié que L. pneumophila podia vivir en el
suelo. El verano de ese afio se habia excavado el terreno en varios
puntos del centro para la instalacion de un nuevo sistema de riego
del césped. Se pudo observar que eran principalmente los pacientes
cuyas camas se hallaban préximas a las ventanas y en los edificios
cercanos a la excavacion quienes contrajeron la enfermedad. Los
casos se presentaban agrupados en el tiempo, apareciendo un brote
a los cinco o seis dias después de cada excavacion, lo que sugeria
que el polvo contaminado que se levantaba en los trabajos se habia
diseminado hasta infectar a las enfermos a través del aire.

El agua es el mayor reservorio de legionelas y la bacteria se en-
cuentra ampliamente repartida en el medio ambiente. En agua fres-
ca puede aislarse hasta en un 40% por cultivo y hasta el 80% por
PCR.

Esta bacteria, como ya se ha indicado, requiere una combina-
cion determinada de nutrientes (cisteina, sales de hierro, etc), para
su crecimiento en el laboratorio; estos requerimientos nutricionales
parece estar en contradiccion con la amplia distribucion de las le-
gionelas en ambientes acuéticos, donde raramente se encuentran
estos nutrientes.

Legionella es un huésped natural de protozoos de agua dulce,
capaz de producir infeccién humana como consecuencia de la in-
tervencion que el hombre ha hecho en los medios acuaticos, lo que
probablemente ha provocado una alteracion entre la bacteria y el
medio natural. Desde los reservorios naturales (rios, lagos, fuentes,
tierra himeda, lodos, etc) la bacteria pasa a colonizar los sistemas
de abastecimiento de agua. La existencia de agua a una temperatu-
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ra adecuada (entre 25°C y 45°C) y la existencia de nutrientes son
factores que favorecen la multiplicacion.

Ya en 1980 se describid la capacidad de Legionella para crecer
intracelularmente e infectar algunas especies de amebas. En la ac-
tualidad se sabe que esta bacteria sobrevive y se multiplica en mu-
chas especies de protozoos y que esta relacion podria jugar un papel
importante tanto en la supervivencia como en la epidemiologia del
microorganismo.

Determinadas instalaciones con inadecuada construccién o
mantenimiento deficiente favorecen el estancamiento del agua y la
acumulacién de lodos y materia organica, donde Legionella puede
sobrevivir en asociaciéon con otros microorganismos (protozoos:
Acanthamoeba y Naegleria y otras 12 especies, dos especies de pro-
tozoos ciliados; otras bacterias y algas), formando una superficie
solida/acuosa que se designa biocapa. Algunos estudios indican que
las legionellas no pueden multiplicarse en ausencia de protozoos, de
manera que estos actuarian como hospedadores naturales de la bac-
teria.

ANALISIS MICROBIOLOGICO

El cultivo de la bacteria es la técnica de referencia para el ana-
lisis de las muestras de agua.

La Norma Internacional de la International Organization for
Standardization, 1SO 11731:1998(E), describe un método de culti-
vo para el aislamiento de organismos de Legionella y estimacion de
su nimero en muestras ambientales. Habitualmente se realiza un
procedimiento de concentracion de la muestra.

Nuestro Laboratorio esta acreditado por el Ministerio de Defen-
sa (BVQI) para la realizacion de esta técnica segln la norma ante-
riormente citada.

Las fases del método son las siguientes:

« Concentracion de cada muestra 100 veces, por centrifugacion
o filtracion (fig. 1).

 Descontaminacion mediante tratamiento con calor (50°C du-
rante 30 minutos) o tratamiento acido (pH 2,2 durante 5 minutos).

 Siembra en medios de cultivo especificos e incubacion a 36°C
en aerobiosis o en atmoésfera de 2-4% CO,, durante al menos 10
dias, revisando los cultivos cada 48 horas (fig. 2).

Fig. 1. Rampa de filtracion por vacio.
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Fig. 2. Placas de cultivo preparadas para incubacion.

 En aquellas colonias sospechosas de pertenecer al género Le-
gionella se comprobard su requerimiento de L-cisteina para crecer,
y se identificaran en especie y serogrupo mediante reaccion serolo-
gica con antisueros especificos.

« Se identificaran 5 o 6 colonias por muestra de agua por si co-
existieran varios tipos de Legionella.

Fig. 3. Colonias de Legionella en medio GVPC.

— Medios de cultivo y procedimiento

* Inoculacion del medio selectivo con glicina, vancomicina, po-
limixina B y cicloheximida (GVPC).

* Inoculacion del medio selectivo (GVPC) con 0,1 ml del con-
centrado.

* Inoculacion del medio selectivo (GVPC) con 0,1 ml del con-
centrado tratado con calor.

* Inoculacion del medio selectivo (GVPC) con 0,1 ml del con-
centrado tratado con buffer acido.

* Incubacion.

» Examen de las placas

* Confirmacion de presuntas colonias de Legionella (figs. 3y 4).

* Subcultivo en medio no selectivo de «Buffered Charcoal Yeast
Extract agar medium» (BCYE).

* Subcultivo en medio sin cisteina (BCYE-Cys).

« Legionella, al contrario de la gran mayoria de las bacterias de
interés clinico, no crece en medio de agar sangre.

— Seroaglutinacion en latex (figs. 5y 6) para discriminacion de:
Legionella pneumophila serogrupo 1
Legionella pneumophila serogrupo 2-14
Otras especies de Legionella

Fig. 5. Seleccion de colonias.

Fig. 4. Colonia de Legionella.(6x).

Fig. 6. Seroaglutinacion en latex.
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— Obtencion y expresion de los resultados:

Se obtendra el resultado a partir de los siguientes datos:

* Volumen de agua filtrado expresado en ml = Vf

» Volumen del concentrado expresado en ml = V¢

* Volumen del concentrado sembrado en la placa expresado en
ml =Vp

 NUmero de unidades formadoras colonias* de Legionella = N

e UFC/L = nimero de unidades formadoras de colonias por
litro de agua.

» Vc - 1000

Vp . Vf
 Se expresard el resultado de la siguiente manera: «Analisis
segin Norma ISO 11731: 1998(E)».

 Si no se confirma la existencia de ninguna colonia pertene-
ciente al género Legionella: «No se detecta en el volumen de agua
analizado»

* Si se confirma la existencia de una o varias colonias perte-
necientes al género Legionella, se obtiene el nimero de UFC/L
segln la férmula anterior y se realiza una confirmacion por aglu-
tinacion en latex, discriminando especie y serogrupo en su €aso:
«(NUmero) UFC/L de Legionella (especie) (serogrupo) en el volu-
men de agua analizado». Si no se puede confirmar por aglutina-
cion: «(Numero) UFC/L de presunta Legionella en el volumen de
agua analizado».

-N = UFC/L

(*) En la placa de GVPC que presente mayor nimero de colonias de Legionella.

230 Sanid. mil. 2007; 63 (3)

« Laidentificacion definitiva se realiza en centros especializados
con diversas pruebas, entre las que se incluyen la deteccidon de los &ci-
dos grasos y de las quinonas mediante técnicas cromatograficas. La
identificacion también puede efectuarse por métodos genéticos.
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