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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Introduccion: Legionella pneumophila (L. pneumophila) fue aislada en tres torres de refrigeracién implica-
Recibido el 28 de julio de 2010 das en tres brotes de legionelosis comunitaria. En cada una de ellas se encontraron cepas con dos subtipos
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) diferentes de ADN cromosémico. Sin embargo, s6lo uno de ellos era idéntico al de las cepas clinicas. Para
On-line el 19 de febrero de 2011

intentar entender porque solo una de las cepas ambientales produjo los casos clinicos investigamos la
virulencia intrinseca de estas cepas.
Meétodos: Se seleccionaron 6 cepas de L. pneumophila sg.1: dos cepas (A1y B1) procedentes de la torre de

. o refrigeracion 1, dos cepas (A2 y B2) de la torre 2 y dos cepas (A3 y B3) de la torre 3. Las cepas A presentaban
Infecciones comunitarias s . Cys e .. . . ..
Epidemiologia molecular un perfil de ADN cromosomico idéntico a la cepa clinica aislada en lo.s lnd}VldUOS afectadgs en cada uno
Virulencia de los brotes de legionelosis. La cepa B presentaba un perfil cromosémico diferente. Se realizaron ensayos
de replicacién en macréfagos, se determing la presencia del epitopo reconocido por MAb 3/1 y se estudié
la cinética de crecimiento en medio BCYE. Las cepas se tipificaron mediante electroforesis en campo
pulsante.
Resultados: Las cepas A no presentaron mayor grado de virulencia, sin embargo, fueron capaces de crecer
y sobrevivir mejor que las cepas B en medio BCYE.
Conclusiones: Estos resultados sugieren que las cepas mejor adaptadas al medio conseguiran desplazar
a las demas y seran capaces de propagarse e infectar a los humanos. La adaptacién a las condiciones
ambientales podria desempefiar un papel importante en la patogenia de cada cepa.
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Diversity of Legionella pneumophila in cooling towers: coculture kinetics and
virulence studies

ABSTRACT

Keywords: Background: Legionella pneumophila (L. pneumophila) was isolated from three cooling towers involved in
Legionella pneumophila three community outbreaks of Legionnairesi disease. Each cooling tower had two different chromosomal
Community infections DNA subtypes. However, only one matched identically to the clinical strains. To try to understand why

Molecular epidemiology

Virulence traits only one of the environmental strains caused clinical cases we investigated the intrinsic virulence of

these strains.

Methods: We selected six strains of L. pneumophila sg.1: two strains (Al and B1) from cooling tower
1, two strains (A2 and B2) from tower 2 and two strains (A3 and B3) from tower 3. One of the two
subtypes (A) exhibited the same chromosomal DNA subtype as the strains isolated from the patients
in each outbreak and the other exhibited a different subtype. The replication within macrophages, the
presence of lipopolysaccharide epitope recognized by MAb 3/1 and the growth kinetics in BCYE broth
were investigated. Isolates were typed by pulsed field electrophoresis.
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Results: The A strains did not have a higher virulence level, but were able to grow and survive better than

strains B in BCYE broth.

Conclusions: These results suggest that the strains better adapted to the environment will manage to
displace the others and will be able to spread and infect humans. The adaptation to the environmental
conditions could play an important role in the pathogenesis of the strains.

© 2010 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Las especies de Legionella se encuentran mayoritariamente
en ecosistemas acudticos naturales y artificiales. Los brotes de
legionelosis se asocian principalmente con los sistemas de agua
potable!2, con las torres de refrigeracién® y con los condensado-
res evaporativos®. El disefio de estos sistemas, la temperatura del
agua y el funcionamiento discontinuo favorecen la presencia y la
amplificacién de Legionella>*.

Se ha sugerido que podria haber una asociacién entre los recuen-
tos elevados de Legionella en torres de refrigeracién y la aparicién de
brotes de legionelosis’. Sin embargo, la sola presencia de inéculos
elevados no justifica la aparicién de un brote ni implica necesa-
riamente a dicha torre como responsable del mismo. Los estudios
epidemiolédgicos en estos casos deben ir acompaifiados de estudios
genéticos que permitan establecer un nexo claro entre las cepas de
Legionella aisladas en el ambiente y las cepas clinicas aisladas en las
personas afectas. Entre los diferentes sistemas de tipificacién dispo-
nibles, las técnicas genotipicas son las que proporcionan un mayor
grado de sensibilidad y especificidad®. Una de las técnicas utiliza-
das para comparar las cepas clinicas y ambientales es la Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE, ‘electroforesis de campo pulsante’)°.

A partir de los estudios genéticos realizados en varios brotes
de legionelosis comunitaria, observamos que las cepas bacterianas
aisladas en los pacientes pertenecientes a un mismo brote presen-
taban un patrén idéntico de ADN cromosémico. Sin embargo, en
la torre de refrigeracion responsable del brote, ademas de la cepa
con el patrén idéntico al de la cepa clinica, se encontraron varios
patrones cromosomicos diferentes. Estos hallazgos sugieren que, a
pesar de que varias cepas de Legionella pueden co-habitar en una
torre de refrigeracion, s6lo una de ellas es la causante de los casos
clinicos.

Con el objetivo de intentar entender por qué sélo una de las
cepas ambientales causé los casos clinicos, investigamos diferentes
caracteristicas de las cepas aisladas en tres torres de refrigeracién
implicadas en 3 brotes comunitarios de legionelosis no relacio-
nados entre si. Para ello, realizamos ensayos de replicacién en
macréfagos, determinamos la presencia del epitopo reconocido por
MAD 3/1y estudiamos la cinética de crecimiento en medio BCYE de
las diferentes cepas ambientales.

Material y métodos

Metodologia utilizada para la obtencién de cepas ambientales y
clinicas de Legionella

Tras la declaracién de un brote de legionelosis comunitaria
se realizan estudios epidemiolégico-moleculares encaminados a
hallar la fuente causante del brote. Por un lado, se obtienen las cepas
clinicas a partir de muestras de esputo tratadas con tampén acido
(0,2 M KCL/HCL pH 2,2; 10 minutos) o con calor (50 °C/30 minutos)
y sembradas en medio agar selectivo (GVPC y BCYE-alfa (OXOID,
Wesel, Germany). Por otro lado, para obtener las cepas ambienta-
les, se recogen muestras de agua de las instalaciones sospechosas
de estar relacionadas con los casos clinicos. Tras la concentracién de
las muestras por filtracién se realizan tres tipos de siembra: siem-
bra directa sin tratamiento, siembra tras el tratamiento con tampén

acido y siembra tras tratamiento por calor. En los tres casos se usa
medio selectivo para Legionella (GVPC y BCYE-alfa). Las colonias de
Legionella se identifican por su capacidad de crecer en agar BCYE-
alfa, pero no en agar sangre (OXOID). El serogrupo se determina
mediante un test de aglutinacién en latex (OXOID) y mediante el
anticuerpo contra serogrupo 1 del panel de Dresden (Dresden Panel
Mab Lp1).

Para relacionar las cepas ambientales con las cepas clinicas se
utiliza una técnica genotipica, sfil-PFGE que se basa en la diges-
tion del ADN gen6émico con una enzima de restriccion (Sfil) y la
separaciéon de los fragmentos por PFGE siguiendo la metodolo-
gia descrita por Sabria et al'0. Para visualizar los fragmentos de
restriccién se tifié el gel con bromuro de etidio y se utilizé6 un
equipo de captacién de imagenes (BioRad). La interpretacién de los
patrones de restriccién obtenidos por sfil-PFGE se realiz6 de forma
visual siguiendo los criterios de Tenover®. Segln estos criterios,
la torre de refrigeracién en la que se aislé una cepa de Legione-
lla con idéntico patrén de ADN cromosémico (mismo nidmero de
bandas con idéntico peso molecular) se consider6 fuente de la
infeccién.

Cepas de Legionella

Para realizar este estudio se utilizaron cepas de L. pneumophila
sg.1 aisladas en tres torres de refrigeracion (TR1, TR2 y TR3) aso-
ciadas a tres brotes de legionelosis comunitaria no relacionados
entre si. En la TR1, asociada al brote 1 en el que hubo 113 casos
confirmados y fallecieron dos pacientes, se aislaron dos subtipos
de ADN cromosémico diferentes (A1 y B1). En la TR2 asociada al
brote 2 con 5 casos confirmados, se encontraron 3 subtipos (A2,
B2 y C2). En la TR3 asociada al brote 3 en el que se confirma-
ron 13 casos y fallecié un paciente, se encontraron dos subtipos
(A3y B3).

Se seleccionaron dos subtipos cromosémicos (A y B) de cada
una de las torres de refrigeracién: uno de ellos idéntico al subtipo
de ADN cromosémico de la cepa clinica aislada en los pacientes
afectados en cada brote (subtipo A1 procedente de TR1, subtipo
A2 de TR2 y subtipo A3 de TR3), y el otro con un subtipo cromo-
sémico diferente al de la cepa clinica (subtipo B1 procedente de
TR1, subtipo B2 de TR2 y subtipo B3 de TR3) (fig. 1). En el caso de
la TR2, se eligi6 el subtipo B1 al azar para tratar de homogeneizar
los experimentos y realizar en todos los casos cocultivo entre dos
cepas.

Todas las cepas bacterianas crecieron en placas de medio selec-
tivo para Legionella, BCYE agar a 36°C durante 72 horas. Para
determinar la concentraciéon exacta al inicio de cada experimento,
se resuspendieron varias colonias de cada una de las placas de cul-
tivo en agua destilada estéril y se ajust6 la densidad 6ptica (OD
620nm) a 0,5. Tras realizar un banco de diluciones de cada resus-
pensién bacteriana se volvieron a sembrar en placas con medio
BCYE agar para comprobar los indculos iniciales..

Cinética de crecimiento en macréfagos U937

Las células U937 se cultivaron en medio RPMI 1640 (GIBCO-BRL)
complementado con un 10% de FCS (Hyclone) sin antibidticos a
37°C. En placas de 24 pozos, las células se trataron con 108 M
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Figura 1. Perfil de ADN cromosémico de las 6 cepas de L. pneumophila sg.1. Se mues-
tran los 2 subtipos de ADN cromosémico, obtenidos por Sfi1-PFGE, aislados en cada
una de las torres de refrigeracion. Los subtipos A1, A2 y A3 pertenecen a las cepas
con patrén de ADN cromosémico idéntico al de la cepa aislada en los pacientes de
cada uno de los brotes de legionelosis.

de acetato de forbol miristato (Sigma-Aldrich) durante 48h a 37°C
con el fin de permitir su diferenciacién a macréfagos. Unos pozos
se infectaron con la cepa A1, otros con la cepa B1 y otros con ambas
cepas Al + B1 durante 90 minutos. Tras el periodo de infeccién,
las células se trataron con gentamicina 0,08 mg/ml (Sigma-Aldrich)
durante una hora, se lavaron y se incubaron a 37 °C durante dife-
rentes periodos de tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) antes de realizar
la lisis celular. La suspensién obtenida de esta lisis se sembré en
medio BCYE agar y se incub6 a 36 °C durante 7 dias. De cada una de
las placas procedentes de los diferentes pozos se seleccionaron 10
colonias que fueron analizadas por PFGE.

El mismo protocolo se repiti6 con las cepas procedentes de la
TR2 (cepas A2 y B2) y con las de la TR3 (cepas A3 y B3). Todo el
experimento fue realizado por duplicado.

Test seroldgico

Se determiné la presencia del epitopo del anticuerpo mono-
clonal MAb 3/1 (Dresden Panel against L. pneumophila sg.1)!!
de cada una de las cepas procedentes de las tres torres de
refrigeracion.

Cinética de crecimiento en medio de cultivo

La misma cantidad de las dos cepas de L. pneumophila proce-
dentes de la TR1 (cepas A1 y B1) fue inoculada en una botella con
100 ml de medio liquido BCYE (10g/L estracto de levadura, 2 g/L
charcoal, 10g/L aces, 1g/L a-cetoglutarato, 0,04% cisteina, 0,025%
pirofosfato férrico). Se incub6 a 36 °C durante 70 horas en agitacién.
Cada 4 horas se extrajo 1 ml del cocultivo bacteriano y se sembré en
BCYE agar. Tras incubar las placas durante 7 dias, se analizaron 10
colonias por PFGE y se determind la curva de crecimiento de cada
cepa.

El mismo protocolo se repitié con las cepas procedentes de la
TR2 (cepas A2y B2)y delaTR3 (cepas A3y B3). Todo el experimento
fue realizado por duplicado.

Tabla 1
Subtipo MAb 3/1 determinado con Dresden Panel plus contra L. pneumophila sg.1y
la tasa de crecimiento intracelular a las 24 y a las 72 horas.

Cepa MAD 3/1 Indice de crecimiento intracelular
ufc.a24h? ufc.a72hb

Al + <102 104 -10°

B1 + <10? 10% -10°

A2 - 10? 103

B2 - <10? 102

A3 + 102 102

B3 - 10% 103

Los resultados representan el valor promedio obtenido entre las 2 réplicas.
3 [ndice de crecimiento intracelular en células U937 alas 24 h (u.f.c. 24 h/u.f.c.0 h).
b [ndice de crecimiento intracelular en células U937 alas 72 h (u.f.c. 72 h/u.f.c.0 h).

Resultados
Cinética de crecimiento en macréfagos U937

Todas las cepas fueron capaces de infectar y crecer en células
U937. Las dos cepas procedentes de la TR 1 (A1 y B1) alcanzaron
una tasa de crecimiento superior que el resto a las 72 horas de la
infeccion (tabla 1).

Coinfeccién en macrofagos U937

El andlisis mediante PFGE de las 10 colonias procedentes de la
coinfeccién con las cepas A y B procedentes de TR1 y TR2 mostré
que, durante las 72 horas de coinfeccién, la proporcién de las cepas
con subtipo cromosdémico idéntico a la cepa clinica (A1 y A2) era
inferior (20-40%) que la otra cepa no relacionada con la clinica (tabla
2). Sin embargo, en la coinfeccién realizada con las cepas bacteria-
nas procedentes de la TR3 (A3 y B3) el 90% de las cepas, a lo largo de
las 72 horas del experimento, presentaron el subtipo cromosémico
idéntico al de los casos clinicos.

MAD subtipos

MAD 3/1 reaccioné fuertemente con las cepas Al, B1 y A3. La
cepa A2 presenté muy poca reactividad (se consideré negativa)
y las cepas B2 y B3 fueron claramente negativas para MAb 3/1
(tabla 1).

Cinética de crecimiento en medio liquido (BCYE)

El analisis por PFGE de las colonias aisladas a lo largo del expe-
rimento, mostré que durante las primeras horas la proporcién de
colonias con el subtipo cromosémico idéntico al de la cepa clinica
era inferior o igual al de la otra cepa en los 3 casos. Sin embargo,
esta proporcion fue aumentando a lo largo de las horas llegando a
ser del 100% al final del experimento (tabla 3).

Al comparar estos datos con la curva de crecimiento se observo
que en la primera fase las cepas con el subtipo de ADN cromos6-
mico B predominaban en 2 de los 3 casos. En la fase exponencial,
la proporcién de cepas con subtipo A increment6 y en la fase

Tabla 2
Proporcién de cepas ambientales con subtipo de ADN cromosémico idéntico a los
asilados clinicos (A) en la coinfeccién de células U937.

Horas cocultivo Cepas de TR1 Cepas de TR2 Cepas de TR3

celular % aislados A1 % aislados A2 % aislados A3
0 40 40 90
24 40 40 90
48 20 40 90
72 20 30 90

Los resultados representan el valor promedio obtenido entre las 2 réplicas.
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Tabla 3
Proporcién de cepas con subtipo de ADN cromosémico idéntico a la cepa clinica (A)
en los tres experimentos de cocultivo en medio BCYE.

Horas cocultivo Cepas de TR1 Cepas de TR2 Cepas de TR3
% aislados A1l % aislados A2 % aislados A3

5 40 50 30

23 60 50 40

30 60 50 40

46 100 60 60

52 100 60 80

70 100 100 90

Los resultados representan el valor promedio obtenido entre las 2 réplicas.

post-exponencial, las cepas con el subtipo cromosémico A despla-
zaron completamente a los asilados con subtipo B (fig. 2).

No se observaron diferencias significativas en las curvas indivi-
duales de crecimiento de cada cepa (n=6).

Discusion

Entre las diferentes especies pertenecientes a la familia Legione-
llaceae, L. pneumophila es la especie mas frecuentemente implicada
en casos de legionelosis!'?13, Las manifestaciones clinicas de la
legionelosis presentan un amplio espectro que va desde formas
asintomaticas, solo detectables por seroprevalencia, a neumonias
severas'¥. La adquisicién hospitalaria, el retraso en el inicio del
tratamiento y la inmunosupresién se han asociado con la seve-
ridad de la neumonia. Sin embargo, la virulencia de cada cepa
probablemente juega un papel importante en la patogénesis de la
legionelosis.

Elgrado de virulencia de Legionella spp. suele determinarse a tra-
vés del estudio de caracteristicas tales como la citopatogenicidad,
la capacidad replicativa en macréfagos, la induccién de la apopto-
sis/fragmentacién de ADN, la lisis celular mediada por la formacién
de poros, la presencia del loci dot/icm y la presencia del epitopo
reconocido por MAb 3/1 (Dresden panel)!>16, Sin embargo, ninguna
de estas caracteristicas es concluyente.

94
8,5
8 -
7,5 4

Log unfc/ml

En este estudio, no observamos diferencias significativas en el
indice de crecimiento intracelular entre las cepas relacionadas con
los casos clinicos (A) y las cepas no relacionadas (B) después de
72 horas de la infeccién de macréfagos. Estos resultados coinci-
den con los de otros autores que han observado que los serogrupos
que con mas frecuencia se relacionan con los casos clinicos no son
necesariamente mas eficaces en la infeccién intracelular!’. Por otro
lado, tampoco hemos encontrado que las cepas positivas para MAb
3/1 se relacionaran en todos los casos con las cepas aisladas en los
pacientes.

En la coinfeccién de macré6fagos con ambas cepas aisladas de
cada torre de refrigeracion, las cepas con el subtipo de ADN cro-
mosoémico no relacionadas con los casos clinicos predominaron
durante las 72 horas en dos de los tres experimentos. Sin embargo,
en el cocultivo en medio BCYE, las cepas relacionadas con los casos
clinicos fueron capaces de crecer mejor y desplazar a la otra cepa en
todos los experimentos. Estos resultados sugieren que los factores
relacionados con la adaptacion a las condiciones ambientales pue-
den tener un papel importante en la capacidad de cada cepa para
infectar a los humanos.

Una de las caracteristicas de los microorganismos en general,
es la capacidad de alterar su estructura celular y su metabolismo
cuando se producen cambios en el entorno!819, El estudio de la
respuesta de L. pneumophila a los cambios ambientales permite
establecer una relacién entre las fases de crecimiento y la expresién
de rasgos correlacionados con virulencia. La transiciéon de la fase
exponencial de crecimiento a la fase post-exponencial implica una
serie de alteraciones fenotipicas y genotipicas de gran importancia.
Cuando los niveles de nutrientes y el resto de condiciones son favo-
rables, se expresan los caracteres requeridos para la replicacién.
Cuando las condiciones se vuelven adversas, la bacteria expresa
factores de virulencia dirigidos a la lisis de la célula huésped y a su
dispersién y supervivencia en el ambiente acuatico?0.

Nosotros hemos observado, que las cepas relacionadas con los
casos clinicos son capaces de crecer mejor que las otras en el
medio de cultivo sugiriendo una mejor adaptacién a las condicio-
nes ambientales. Estos resultados podrian explicar el hecho de que
aunque en una misma torre de refrigeracién coexistan diferentes

-

T T T 1
20 40 60 80
Horas

Figura 2. Curva de crecimiento del cocultivo de las cepas de L. pneumophila procedentes de la torre de refrigeracién 1. Se muestra el perfil de ADN cromosémico de 10

aislados en las 3 fases de crecimiento.
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cepas bacterianas, sélo una de ellas se relaciona con los casos clini-
cos. Las cepas mejor adaptadas al ambiente conseguiran desplazar
a las otras y seran capaces de dispersarse e infectar a los humanos.
Por lo tanto, la mejor adaptacién a las condiciones ambientales y
las interacciones entre estos microorganismos en su habitat natu-
ral podrian ser tan importantes como los caracteres asociados a la
virulencia intrinseca de cada cepa.

En resumen, hemos comparado por primera vez el cocultivo y
la coinfeccién de macréfagos con cepas de Legionella aisladas en
varias torres de refrigeracién implicadas en brotes comunitarios de
legionelosis. Hemos observado que las cepas que causaron los casos
clinicos no presentan un mayor grado de virulencia, sin embargo,
son capaces de crecer mejor y desplazar a las cepas que cohabitan
en la misma torre de refrigeracion. La adaptacion a las condiciones
ambientales podria tener un papel en la patogénesis de estas cepas
bacterianas. Es probable, que ademas de una mejor adaptacién a las
condiciones ambientales, la existencia de alguna sustancia inhibi-
toria del crecimiento producida por una de las cepas podria explicar
los resultados obtenidos. La bisqueda de estas sustancias asi como
estudios similares de cocultivo entre varias cepas relacionadas con
casos clinicos aisladas en diferentes brotes de legionelosis o el
cocultivo de cepas relacionadas y no relacionadas con casos clinicos
aisladas en diferentes torres de refrigeracion, podrian confirmar los
resultados obtenidos y corroborarian la importancia de la adapta-
cién al medio y lainteraccién entre cepas bacterianas que coexisten
en el mismo entorno.
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