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RESUMEN 

 

Las bacterias del género Legionella están presentes en forma ubicua en ambientes de 

agua dulce naturales y artificiales, donde pueden soportar temperaturas de 5-63 °C y un 

intervalo de pH de 5-9, tiene la capacidad de parasitar protozoos, como amibas de vida 

libre las cuales comúnmente se alimentan en las comunidades tróficas de las biopelículas. 

La alteración de las biopelículas de tipo sólido-liquido por medios mecánicos o naturales 

puede conducir a la producción de aerosoles, la infección humana por Legionella spp. se 

atribuye al resultado de la inhalación de estas pequeñas partículas que pueden llevar 

consigo numerosas bacterias infecciosas. El objetivo de este trabajo fue detectar la 

presencia de Legionella spp. en el agua y biopelículas del balneario natural “Hierve el 

Agua” en el Estado de Oaxaca así como las condiciones fisicoquímicas que este hábitat 

ofrece, en particular, la temperatura la conductividad y el pH. En cuatro estaciones de 

muestreo se recolectaron 42 muestras de agua las cuales fueron tomadas de biopelículas 

flotantes, biopelículas adheridas, sedimento y muestra mixta de agua. Se obtuvieron 27 

aislados bacterianos identificados como Legionella spp. mediante el cultivo en agar 

selectivo BCYE buscando la morfología colonial característica del género. Se realizó un 

análisis de PCR, amplificando un segmento de 232 pares de bases del gene MIP 

característico de la especie Legionella pneumophila, 18 de los 27 aislados resultaron 

positivos para L. pneumophila. La mayor presencia de L. pneumophila analizada por PCR 

fue registrada para el sitio de muestreo 3 donde 6/10 muestras resultaron positivas; 

seguidas por el sitio de muestreo 1 con 5/10 y los sitios 2 y 4 tuvieron menor cantidad de 

muestras positivas con 3/10. Por el tipo de muestra las biopelículas flotantes y las 

adheridas fue donde se encontró con más frecuencia la presencia de L. pneumophila con 

un 50% y 62.5% de resultados positivos respectivamente. Se registró una mayor 

detección de Legionella durante el primer muestreo con 11/21 muestras positivas 

comparadas con 6/21 del segundo muestreo. Los parámetros fisicoquímicos no 

demuestran diferencias significativas. Se reporta por primera vez la presencia de 

bacterias patógenas del género Legionella spp. y L. pneumophila en el balneario natural 

“Hierve el Agua”, Oaxaca. La presencia de esta bacteria sugiere un riesgo potencial de 

infección especialmente en personas inmunodeprimidas, por lo que el organismo 

bacteriano Legionella debe ser monitoreado constantemente. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Historia 

El primer aislamiento de Legionella pneumophila tuvo lugar en 1947, por inoculación en 

un cobayo con sangre de un paciente con enfermedad respiratoria febril. Para entonces 

se le caracterizó como un microorganismo semejante a Rickettsia. Estudios posteriores 

establecieron su verdadera identidad. La investigación retrospectiva de anticuerpos en 

sueros pareados, provenientes de 81 enfermos (15 de los cuales murieron) de un brote de 

neumonía, producido en 1965 en un hospital psiquiátrico de Washington, permitió 

demostrar la seroconversión para Legionella pneumophila en 69 de ellos (Palmeri, 2001). 

Pero el primer brote bien documentado de la enfermedad se estableció en 1957 en Austin 

Minnesota. Legionella también se relacionó con un brote de fiebre de corta duración y sin 

neumonía (Fiebre de Pontiac), que había afectado en 1968 al personal sanitario y a los 

visitantes del Oakland County Health Departament en Pontiac, Michigan EUA (Ruiz, 

2005). Legionella es una causa importante de neumonías graves, adquiridas tanto en la 

comunidad como en el ambiente hospitalario que se presentan esporádicamente o bien 

en forma de brotes, en conjunto representan del 1 al 5 % de las neumonías adquiridas en 

la comunidad, y también pueden ser responsables de infecciones extra pulmonares 

(Perea et al., 1992). 

 

En julio de 1976, en la ciudad de Filadelfia, en el estado de Pensilvania, EE UU tuvo lugar 

la 58ª Convención de la Legión Americana en el Hotel Bellevue Stratford. En el transcurso 

de los días, de los 4,400 asistentes entre miembros y acompañantes, se presentaron 182 

casos de neumonía, de los cuales fallecieron 29 pacientes. Durante el estudio 

epidemiológico se descubrieron 34 casos más que produjeron otras cinco muertes. El 

Centro de Control y Prevención de Enfermedades (CDC) de Atlanta, inició un estudio 

epidemiológico y microbiológico sin precedentes para determinar la causa del brote. La 

información era desconcertante: debido a que no habían patrones de intoxicación por 

alimentos, personas que compartieron la habitación con las que enfermaron 

permanecieron asintomáticas. Las opiniones de grupos de expertos eran contradictorias. 

Para identificar el agente etiológico, se examinaron muestras de tejido y suero de los 
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pacientes buscando evidencia de toxinas, bacterias, virus, hongos, clamidias y rickettsias. 

Del tejido pulmonar post mortem de cuatro de seis enfermos, que fue inoculado en 

animales de laboratorio, se aisló un bacilo Gram negativo. El bacilo pudo ser transferido a 

embriones de pollo. Las bacterias crecidas sirvieron como antígeno para probarlo con los 

sueros de pacientes por inmunofluorescencia indirecta, resultando positivas 101/111 de 

las muestra. Así se identificó, por primera vez en 1977, a un bacilo Gram negativo de 

crecimiento aerobio, como la causa de un brote de neumonía. A la bacteria se denominó 

por ello Legionella pneumophila y a la neumonía atípica se le llamó “enfermedad de los 

legionarios”. El procedimiento diagnóstico mencionado fue positivo en 54 muestras de 

casos esporádicos recientes de neumonía severa y, retrospectivamente, en sueros de 

pacientes de dos brotes de enfermedad respiratoria no resueltos. Indudablemente, esta 

bacteria había causado brotes de neumonía previos, pero el microorganismo aún no se 

conocía (Villaseñor y Sapian, 2004). 

 

1.2 Taxonomía 

Los microorganismos pertenecientes a la familia Legionellaceae son bacilos Gram-

negativos que pertenecen a la subdivisión gama de las proteobacterias y comprenden a 

Legionella como único género (Fry et al., 1991). A la fecha, se han descrito 52 diferentes 

especies de Legionella (Cuadro 1 y 2) y 70 serogrupos aproximadamente la mitad de ellos 

están asociados a enfermedades humanas (Yang et al., 2009; Lück et al., 2010). La 

especie L. pneumophila se ha subdividido en 15 serogrupos, pero el 85% de las 

infecciones en humanos son causados por miembros de los serogrupos 1, 4 y 6 (Mérault 

et al., 2011). 
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Cuadro 1 Ubicación taxonómica Legionella (Diederen, 2008) 

Dominio: Procariota 

Reino: Monera 

Filo: Proteobacteria 

Clase: Gammaproteobacteria 

Orden: Legionellales 

Familia: Legionellaceae 

Género: Legionella 

 

 

Cuadro 2. Especies del género Legionella conocidas actualmente (Diederen, 2008). 

 

1.3 Características 

Las legionelas son bacilos aerobios Gram-negativos, no esporulados exigentes en sus 

nutrimentos con 0.5-1.0 µm de ancho y de 2-50 µm de largo (Jawetz, 2010). Estos 

microorganismos son principalmente saprófitos acuáticos que en ocasiones causan 

enfermedad en los humanos. Los mayores reservorios de Legionella parecen ser las 

aguas dulces. Casi todas pero no todas las especies son móviles con uno o dos flagelos 
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monopolares. La ultraestructura es similar a la de otras bacterias Gram negativas, con 

una membrana externa, un polímero de peptidoglicanos y una membrana citoplasmática. 

El peptidoglicano contiene acido m-diaminopimelico y es sensible a la lisoenzima. El 

estudio total de ácidos grasos en la pared celular de estos microorganismos ha puesto de 

manifiesto la existencia de una elevada porción de ácidos grasos de cadena ramificada , 

característica poco comun de las bacterias Gram-negativas constituyendo su 

demostración mediante cromatografía de gases, un método definitivo para su 

identificación. No oxidan ni fermentan azucares y utilizan aminoácidos como fuente 

primaria de energía, pese a su diversidad todas las especies de Legionella tienen 

requerimientos nutricionales absolutos de L-cisteína en el aislamiento primario y todas, a 

excepción de una especie (L. oakridgensis), requieren de la presencia de L-cisteína en los 

medio de cultivo para su óptimo desarrollo en las siguientes fases de su identificación. Las 

reacciones de oxidasa y de catalasa son variables, la mayoría de las especies crecen 

mejor en medios con aire humidificado y otras con un 2-5 % de CO2 (Lennette, 1982). 

 

1.4 Ecología de Legionella  

Legionella puede estar presente tanto en ambientes de agua dulce naturales y artificiales, 

donde pueden soportar temperaturas de 5-63 °C y un intervalo de pH de 5-9 (Atlas, 1999). 

Legionella pneumophila es la responsable de más del 90% de los casos de legionelosis, 

seguida por L. longbeachae, L. bozemanii y L. micdadei, ya que el agua es el principal 

reservorio natural de Legionella, estas bacterias pueden encontrarse en todo el mundo en 

diversos ambientes acuáticos naturales y artificiales como torres de refrigeración, 

sistemas de distribución de agua en hoteles, casas, barcos y fábricas, equipos de terapia 

respiratoria, fuentes, dispositivos de nebulización y spas (WHO, 2007). 

Los principales reservorios de Legionella spp. son ambientes de agua dulce como lagos, 

ríos, aguas subterráneas y aguas termales, pero también pueden sobrevivir en agua de 

mar y el agua de las plantas de tratamiento de aguas residuales (Catalan et al., 1997, 

Costa et al., 2005, Palmer et al., 1993). Pueden utilizar un gran número de diferentes 

estrategias para sobrevivir en estos diferentes ambientes, incluyendo el uso de protozoos 

en especial las amebas de vida libre como anfitriones para la replicación intracelular, la 

protección de las células en quistes de amebas, su persistencia en biopelículas y su 
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capacidad para entrar en un estado viable pero no cultivable (Dusserre et al., 2008; 

Molmeret et al., 2005; Yamamoto, 1996). 

 

1.4.1 Biopelículas 

En las biopelículas, los organismos forman conjuntos que están irreversiblemente 

asociados con una superficie y encerrados en una matriz de sustancias poliméricas 

extracelulares (SPE) de origen propio que forman la matriz. 

Las biopelículas son conocidas sobre todo en las superficies sólidas, a pesar de que se 

pueden producir en una gran variedad de manifestaciones. Todas ellas comparten 

características comunes y toman beneficios ecológicos sustanciales. 

Entre estos beneficios esta la formación estable de un, microconsorcio sinérgico, las SPE 

contienen enzimas extracelulares que convierten la matriz en un sistema de digestión 

externa; facilita la transferencia horizontal de genes e intensifica la comunicación 

intercelular. Por mucho tiempo, se consideró a las biopelículas literalmente como un tema 

secundario y experimentaron poca conciencia, aunque son conocidas desde hace tiempo, 

su relevancia para procesos ambientales, así como en la medicina y salud pública han 

ganado mucha atención sólo en las últimas décadas (Wingender et al., 2011).  

 

1.4.2 Legionella en las biopelículas 

El hecho de que L. pneumophila se detecta comúnmente en ambientes acuáticos 

oligotróficos, a pesar de su naturaleza trofo-selectiva implica que la bacteria es capaz de 

obtener su suministro necesario de aminoácidos y carbono orgánico del mismo  ambiente, 

más específicamente del consorcio microbiano situado en biopelículas. Generalmente, 

hay tres fases distintas en el "ciclo de vida de las biopelículas” para las bacterias: (1) la 

fijación bacteriana a un sustrato, (2) la maduración de biopelículas y (3) el 

desprendimiento de la biopelícula y la posterior dispersión en el entorno. Lo que se sabe 

actualmente acerca de L. pneumophila, en relación con la comunidad microbiana de las 

biopelículas se analiza utilizando cada una de estas tres fases (Declerck, 2010). 
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Las biopelículas formadas a 37 y 42 °C muestran una estructura más gruesa y más 

extensa de considerablemente mayor densidad celular y sin los canales de agua 

comúnmente observados en otras biopelícula. También, en temperaturas más altas la 

morfología de la biopelícula asociada a L. pneumophila parece ser filamentosa y los 

filamentos son multinucleados pero no septados. El hecho de que L. pneumophila 

requiere nutrientes específicos para su crecimiento con el fin de ser cultivadas en 

el laboratorio, es lógico que en circunstancias ambientales la bacteria se incorpora en la 

biopelícula preestablecida como un colonizador secundario. Esto significa que en lugar de 

un acoplamiento a una superficie y el desarrollo de una biopelícula, la bacteria formará 

una asociación transitoria con otros microorganismos, previamente unidos a esa 

superficie y que ya han iniciado la formación de una biopelícula. La tasa de éxito en la 

colonización de la superficie también depende de varias propiedades de la célula. 

Componentes estructurales específicos como son: el pili, fimbrias, polisacáridos, proteínas 

asociadas a la superficie y flagelos han demostrado que desempeñan un papel crítico en 

la facilitación de la interacción bacteriana con las superficies de las biopelícula (Declerck, 

2010). Existen múltiples especies de microorganismos en las biopelícula, así que la 

competencia bacteriana para los nutrientes es alta, es ventajoso tener más de una 

manera de obtener los nutrientes necesarios para el crecimiento. En el caso de L. 

pneumophila, existen dos maneras distintas. En primer lugar, los nutrientes pueden ser 

entregados por el propio entorno de la biopelícula. En segundo lugar, L. pneumophila es 

capaz de infectar y replicarse dentro de los protozoos. Durante su estancia en el  

ambiente intracelular, en el huésped infectado se degradan péptidos y proteínas y se 

utilizan como una fuente de nutrientes. Recientemente, la atención de la investigación 

hacia la ecología de L. pneumophila se ha intensificado de manera significativa. Esto no 

es sólo porque mejorará nuestro entendimiento acerca de sus estrategias de 

supervivencia en los sistemas antropogénicos, sino también nos ayudará a desarrollar 

mejores y más eficientes estrategias de control para prevenir la aparición de la 

legionelosis (Declerck, 2007, 2010). 

 

1.5 Origen filogenético de la familia Legionellacea 

La familia Legionellaceae forma una sub línea dentro de la subdivisión gamma de las 

proteobacterias. La relación es apoyada por la presencia del oligonucleótido firma 

(CUAACUYYG), que está presente en la posición 510 (Escherichia coli numeración) en 
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todos los miembros del subgrupo gamma (Stackebrandt et al., 1983). Dos representantes 

de la familia Rickettsiaceae, Coxiella burnetii y Wolbachia persica, muestran una cercana 

relación con la familia Legionellacea (Fry et al., 1991). El origen evolutivo que comparten 

L. pneumophila y C. burnetii, agente causal de la fiebre “Q” fue previamente establecido 

por Weisberg y cols. (1989). Respecto a esto es interesante que algunas de las 

clasificaciones (Bozeman et al., 1968; Tatlock, 1944), describían a la familia 

Legionellaceae originalmente como un grupo de organismos parecidos a Rickettsias por 

sus características biológicas (Fry et al., 1991). El árbol filogenético (Fig. 1) muestra las 

relaciones internas dentro de la familia Legionellaceae basado en un análisis de 1350 

bases, tiene su origen utilizando Wolbachia persica como exogrupo, las cepas de 

Legionella muestran al menos el 95 % similitud en los 1350 bases de la secuencia de 

ARNr comparado con W. persica (Fry et al., 1991). 

Figura 1. Árbol filogenético sin raiz que muestra la posición de la familia Legionellaceae 
dentro de los confines de la subdivisión gamma de las Proteobacterias. Los géneros se 
abrevian: A., de Agrobacterium; B., Brucella; Cx, Coxiella; D., Desulfovibrio; E., 
Escherichia; H., Hafnia; M., Myxococcus; N., Neisseria; P., Proteus; Ps, Pseudomonas.; 
R., Ruminobacter; Ro, Rochalimaea.; Wolb, Wolbachia.; Woli., Wolinella (Fry et al., 1991). 
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La familia Legeonellaceae en un tiempo constaba de tres géneros: Legionella, Tlatlockia y 

Fluoribacter; con Tlatlockia micdadei y  Fluoribacter. bozemanii como principales 

representantes de los nuevos géneros (Fry et al., 1991). 

 

El género Tatlockia se propuso (Brown et al., 1981) para una cepa previamente 

clasificado como Legionella micdadei. La razón principal detrás de esta propuesta fue la 

incapacidad para detectar cualquier homología de ADN entre esta cepa y L. pneumophila 

(Brown et al., 1981). En la investigación actual L. micdadei (T. micdadei) mostró del 95 al 

96 % de similitud en la secuencia de ARNr (más de 1350 bases) a las cepas de L. 

pneumophila, L. spiritensis, L. erythra, L. hackeliae y L. bozemanii (F. bozemanae). 

Además, se encontró L. micdadei para estar dentro de los confines de la relación definida 

por Legionella en todos los árboles filogenéticos construidos (Fry et al., 1991). 

 

Se puede distinguir de otras especies de Legionella utilizando un análisis detallado de la 

composición cuantitativa de carbohidratos (Fox et al., 1984, 1990), ácidos grasos y la 

composición de ubiquinona (Karr et al., 1982.; Lambert y Moss, 1989). Sin embargo, el 

espectro de variación de estas características es de la misma magnitud que 

el encontrado entre otras especies de Legionella y es por lo tanto, insuficiente para 

justificar géneros separados para estas cepas (Brenner et al., 1984). 

 

Hoy en día estas especies no pueden ser interpretadas sistemáticamente para reconocer 

grupos fenotípicamente diferentes, no se han encontrado diferencias en las especies para 

que no estén relacionadas a nivel de secuencia de rRNA con el género Legionella. 

Además, L. bozemanii (F. bozemanae) y L. micdadei (T. micdadei) caen claramente 

dentro de la región filogenética definida por Legionella. Por lo tanto, es filogenéticamente 

no válido colocar estas especies en géneros separados (Fry et al., 1991). 
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1.6 Metabolismo de la absorción del hierro 

Se han demostrado en investigaciones previas la importancia del hierro para Legionella, 

estos estudios indican que el requerimiento de hierro es la llave para el éxito de la 

replicación intracelular, la infección extracelular y la virulencia de Legionella. En efecto el 

medio de cultivo estándar para el aislamiento de Legionella es notable por su contenido y 

agregado del hierro (Reinhar, 2002). La absorción de hierro es un proceso crucial durante 

todas las fases de crecimiento de L. pneumophila. Se lleva a cabo principalmente por la 

GTP-transportador-dependiente de hierro FeoB, que media en la captación de Fe II 

(Robey y Cianciotto, 2002). La proteína es necesaria para el crecimiento óptimo en 

condiciones de limitación de hierro en medios líquidos, así como en el crecimiento 

intracelular en amibas y macrófagos (Shevchuk, 2001). La IRAB es una proteína integral 

de la membrana interna con homología con transportadores de péptidos bacterianos. Su 

función se propone como un mediador en la absorción de iones de hierro en la célula, 

posiblemente quelado por pequeños péptidos (Shevchuk, 2001). La importancia potencial 

de la IRAB para la virulencia está dada por el hecho de que se encuentra casi 

exclusivamente en especies de Legionella patógenas, pero no en las especies no 

virulentas (Viswanathan et al., 2000). 

 

1.7 Factores de virulencia y patogenicidad 

 

La capacidad de la bacteria Gram-negativa intracelular facultativa L. pneumophila para 

causar la enfermedad de los legionarios depende predominantemente de los 

componentes y las características de su envoltura celular (Shevchuk, 2001). 

 

El citoplasma de las bacterias Gram-negativas está confinado por la membrana interna 

que se compone de una bicapa de fosfolípidos, dos valvas con las proteínas y 

lipoproteínas integrales y periféricas. Alberga las enzimas metabólicas, componentes de 

la cadena respiratoria y partes de la maquinaria de la adquisición de hierro. 

El periplasma contiene una capa relativamente delgada de peptidoglicano y proteínas 

diferentes. Los peptidoglicanos de Legionella están fuertemente reticulados (Amano y 
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Williams, 1983). En el periplasma están localizadas muchas enzimas de desintoxicación 

que degradan las sustancias nocivas del ambiente. Los mecanismos de secreción que 

cruzan las dos membranas también pasan por el espacio periplásmico. La membrana 

externa es asimétrica compuesta en su interior mayormente por fosfolípidos y una capa 

externa compuesta de lipopolisacáridos (LPS). Se albergan proteínas con diversas 

funciones en la virulencia tales como adhesión y captación en las células hospedadoras. 

(Shevchuk, 2001). Los LPS de Legionella tienen una arquitectura única, especialmente en 

relación con el antígeno O hidrofóbico (Shevchuk, 2001).  

 

1.7.1 Estructura antigénica de Legionella spp. 

Los organismos del genero Legionella poseen dos clases principales de antígenos. En la 

superficie celular existe un antígeno soluble, termolábil, identificado como un complejo de 

elevado peso molecular constituido por una asociación lípido-proteína-carbohidrato, en la 

fracción antigénica parece ser de vital importancia la parte de polisacárida y la 

responsable de su especificidad de serogrupo. Este complejo por su estructura química y 

su actividad biológica resulta similar, mas no idéntico a las clásicas endotoxinas de las 

bacterias Gram negativas (Rodríguez, 1996). 

 

Si bien no se conoce el mecanismo exacto por el cual L. pneumophila logra causar 

enfermedad, su capacidad de evitar la destrucción por las células fagocitadas del 

hospedero desempeña un papel significativo en el proceso infeccioso, además se han 

demostrado otros factores fundamentales para la infección intracelular como los que se 

mencionan a continuación: Proteína de choque térmico 60, potenciador de la infección a 

macrófagos (MIP), proteínas de membrana externa (MOMP), flagelos, Sistema de 

secreción de tipo lV Dot/icm, y genes que codifican el sistema de secreción de tipo ll 

requerido para el crecimiento intracelular (Forbes, 2009). 
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1.7.2 Membrana interna de Legionella spp. 

 

Las proteínas de la membrana celular interna a menudo regulan procesos citoplásmicos 

tales como la expresión génica y la síntesis de la transducción de señales 

moleculares. Un ejemplo de esto es la adenilato ciclasa (LADC), L. pneumophila expresa 

el gen correspondiente a la proteína exclusivamente durante la infección intracelular. Se 

subraya su importancia para la virulencia por el hallazgo de que un mutante LADC 

negativo se adhiere a los macrófagos menos eficazmente y su replicación dentro de las 

células de mamíferos y amebas es menor (Shevchuk, 2001). 

 

La membrana celular interna es atravesada por el complejo Tat que puede estar 

involucrado en la secreción de tipo II. Uno de los componentes de Tat, el DCT muestra 

funciones adicionales (Rossier y Cianciotto, 2005). En primer lugar, la replicación 

intracelular en macrófagos humanos se altera en ausencia de DCT de forma 

independiente de la secreción de tipo II. En segundo lugar, los mutantes - DCT negativos 

son defectuosos en crecimiento bajo condiciones de limitación de hierro, tanto 

extracelularmente como dentro de amebas. Por otra parte, TatB de L. pneumophila 

también se requiere para sintetizar el citocromo C dependiente de la respiración y, 

finalmente, para la exportación de una actividad específica de la fosfolipasa C (Shevchuk, 

2001). 

 

 

En resumen, la membrana interna de L. pneumophila tiene una estrecha relación con las 

funciones de virulencia indirectamente a través de la mediación de la adquisición del 

hierro y otros procesos celulares tales como la secreción de proteínas. La contribución de 

los componentes de la membrana interna a la virulencia pueden surgir de la necesidad de 

una mayor adaptabilidad a condiciones de supervivencia en medios hostiles, debido a que 

las células huésped y los tejidos son ejemplos de entornos hostiles para la mayoría de las 

bacterias (Shevchuk, 2001). 
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1.7.3 Periplasma 

 

El espacio periplásmico es una capa de tipo gel compuesta de proteínas solubles y de 

peptidoglicano fuertemente reticulados situados entre la membrana exterior e interior. 

Está enriquecido en proteasas y nucleasas y otras enzimas de degradación. Se ha 

demostrado que principalmente en el periplasma se encuentran enzimas, tales como 

metaloproteasas, fosfatasas, isomerasas, los componentes periplásmicos de la 

maquinaria de Dot/icm y otras proteínas implicadas en virulencia de L. pneumophila que 

promueven la penetración de las células hospederas (Shevchuk, 2001). 

 

Los peptidoglucano contenidos en la membrana de L. pneumophila contienen 

ácido murámico, glucosamina, ácido glutámico, alanina, y meso-ácido-diaminopimélico 

(meso-DAP). Curiosamente son extremadamente fuertes tienen una composición de 

enlaces cruzados con aproximadamente el 85 % de meso–DAP y 90 % de residuos de 

alanina que contribuyen a estos enlaces. Estos peptidoglicanos son parcialmente 

resistentes a tratamiento con lisoenzimas. La capa de peptidoglicanos tan estable 

probablemente promueve a la supervivencia en ambientes hostiles (Amano y Williams, 

1983). El importante papel de los peptidoglicanos en la virulencia es subrayado por el 

hallazgo de que DAP auxotrófico de L. pneumophila en mutantes alteran negativamente la 

supervivencia dentro de los macrófagos y las amebas (Amano y Williams, 1983). 

 

Fragmentos de peptidoglicano de muchas bacterias son reconocidos por los miembros de 

la familia de receptores NLR (dominio de unión a nucleótidos, proteínas ricos leucina) en 

el citosol de la célula infectada. Su activación conduce a respuestas inflamatorias, L. 

pneumophila es sólo débilmente detectado por los NLRs y los detalles de su 

reconocimiento por el anfitrión tiene que ser objeto de futuras investigaciones (Shevchuk, 

2001). 

 

El periplasma alberga muchas enzimas que degradan sustancias perjudiciales que entran 

en la célula bacteriana. Un ejemplo es la cobre-zinc superóxido dismutasa (Cu-Zn-SOD). 
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Se demostró que esta enzima es esencial para la supervivencia en la fase de crecimiento 

estacionario. Como Legionella tiene que sobrevivir por largos períodos cuando ningún 

hospedero está disponible, el Cu-Zn -SOD puede ayudar a las bacterias para superar el 

estrés oxidativo encontrado durante este período. (Shevchuk, 2001). 

 

El peróxido de hidrógeno que se produce por el Cu-Zn-SOD puede ser convertido a H2O y 

O2 por la catalasa periplásmica de KatA. KatA y su contraparte citoplasmática KatB son 

necesarios para los ciclos de infección óptimos en macrófagos primarios y amebas. Los 

autores proponen un modelo en el que KatA y KatB mantienen un bajo nivel de H2O2 

intracelular, que se requiere para un funcionamiento óptimo del aparato Dot/Icm y muchos 

otros procesos (Shevchuk, 2001). 

 

1.7.4 La membrana externa celular de Legionella  spp. 

 

La característica distintiva de todas las bacterias Gram-negativas, es una bicapa lipídica 

compuesta de fosfolípidos, lipoproteínas, lipopolisacaridos (LPS), y proteínas. Los 

fosfolípidos se encuentran principalmente en el interior de la membrana externa, al igual 

que las lipoproteínas que conectan con la membrana externa a los peptidoglicanos. La 

membrana externa es la localización de moléculas de (LPS) (Shevchuk, 2001). 

 

Los fosfolípidos de L. pneumophila se analizaron poco después del descubrimiento de las 

bacterias. Ellos son, en orden decreciente de concentración, fosfatidilcolina, 

fosfatidiletanolamina, cardiolipina, monometilfosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, y 

dimetilfosfato intracelular (Finnerty et al., 1979). El descubrimiento de la fosfatidilcolina es 

sorprendente ya que sólo el 10 % de todas las bacterias conocidas contienen este lípido 

en sus membranas en su mayoría aquellas bacterias que están estrechamente asociadas 

a los eucariotas, la falta de esta reduce la capacidad infectiva de Legionella (Shevchuk, 

2001). 
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Además los diferentes tipos de fosfolípidos, la composición de los ácidos grasos de la 

membrana también influye en las propiedades bacterianas. En la fase estacionaria de 

crecimiento de L. pneumophila, la proporción de ramificado de los ácidos grasos de 

cadena se eleva a más del 60 % y la duración media de los ácidos grasos en las 

moléculas de fosfolípidos se reduce en comparación exponencial al crecimiento. Un 

enfoque bioinformático propuso alrededor de 250 proteínas en la membrana externa de L. 

pneumophila. Con pocas excepciones, las proteínas de la membrana externa se pueden 

dividir en dos clases: lipoproteínas y proteínas β-barril. Las lipoproteínas tienen restos 

lipídicos unidos a un residuo de cisteína amino-terminal proteínas β-barril son casi todas 

las proteínas integrales de membrana de la membrana externa. La mayor parte de las 

proteínas de la membrana externa están involucradas en la fijación o la invasión 

intracelular (Shevchuk, 2001). 

La principal proteína de la membrana externa de L. pneumophila (MOMP) está implicada 

en la unión a las células (Krinos et al., 1999). La proteína de choque térmico Hsp60 

también es importante para el apego y la invasión de un modelo de células HeLa 

(Hoffman y Garduño, 1999; Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). 

 

1.7.5 Flagelos y pili de Legionella. 

 

Los pili de L. pneumophila varían en longitud y pueden ser formas largas de 0.8-1.5 µm o 

formas cortas de 0,1-0,6 µm. Están implicados en el apego y la adherencia a las células 

hospederas, la competencia natural de L. pneumophila así como la capacidad de la 

formación de biopelículas (Stone y Abu Kwaik, 1998; Lucas et al., 2006). Adicionalmente a 

los pili, L. pneumophila exhibe una solo flagelo monopolar, que está anclado en ambas 

membranas interna y externa y al cuerpo basal de peptidoglicanos. Este juega un papel 

importante en la motilidad celular, la adhesión, y la invasión del huésped, también se ha 

descrito por estar involucrado en la formación de biopelículas (Heuner y Albert-

Weissenberger, 2008). 

 

La transición de las bacterias a la fase de transmisión es co-regulado por la expresión 

flagelar. Reguladores de flagelación también controlan rasgos de virulencia importantes 
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como evitar los lisosomas y la citotoxicidad (Gabay et al., 1986), por otro lado la flagelina 

citosólica se describe para desencadenar la respuesta de macrófagos a una infección por 

L. pneumophila (Shevchuk, 2001). 

 

1.7.6 Vesículas de membrana externa 

 

Las vesículas de membrana externa (VME) se desprenden de la membrana externa por L. 

pneumophila y la mayoría de otras bacterias Gram-negativas, estas miden entre 100 y 

250 nm de diámetro y consisten en componentes de la membrana externa y el 

periplasma, incluyendo los LPS. Las VME de L. pneumophila contienen una parte 

desproporcionadamente alta de proteínas asociadas a la virulencia, la membrana lipolítica 

y las actividades proteolíticas. En general, las VME de otras bacterias pueden mediar el 

contacto interbacterial y también el contacto con las células eucariotas. Estas pueden 

matar otras bacterias por la entrega de factores nocivos. Las enzimas de degradación en 

asociación con las VME son macromoléculas que pueden promover la adquisición de 

nutrientes, es decir, mediante la escisión de las proteínas en aminoácidos que son luego 

retomados por la bacteria. Modulaciones de la formación de biopelículas y funciones de 

detección de quórum también se han asignado a las VME (Shevchuk, 2001). 

  

1.7.7 Dot/Icm (Defective organelle trafficking/ Intracellular multiplication) 

 

El sistema de secreción tipo IV el cual esta codificada en 23 genes conocidos como 

Dot/Icm, que pueden engañar a las células eucariontes en el transporte al retículo 

endoplásmico (RE); estos genes de virulencia que significan: tráfico defectuoso de 

organelos (defective organelle trafficking: Dot) y multiplicación intracelular (Intracellular 

multiplication: icm), ambos promueven la infección intracelular por varias vías. Primero 

incrementan la entrada de Legionella pneumophila a la célula hospedera, segundo, es 

esencial para mantener la capacidad de Legionella de inhibir la fusión 

lisosómica/fagoendolisosómica y establecer su nicho replicativo (Forbes, 2009). 
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Sistemas de translocación de proteínas especializadas son esenciales para el éxito de la 

colonización utilizados por muchos patógenos bacterianos. Estos sistemas ofrecen 

factores de virulencia en células hospederas para facilitar diversos aspectos del proceso 

de infección, incluyendo la entrada en la célula huésped, la inhibición de la fagocitosis y la 

inmunidad innata, la supervivencia intracelular y la reproducción, y la propagación del 

agente patógeno entre las células hospederas (Thanassi et al., 2012). El sistema de 

secreción tipo IV Dot/Icm conjugación-adaptado asociado con la bacteria patógena 

oportunista Legionella pneumophila representa un ejemplo de ello, que se transloca 

efectores en las células hospederas, la actividad de Dot/Icm es esencial para el éxito de L. 

pneumophila en su replicación intracelular dentro de los fagocitos, las células que están 

diseñadas para digerir partículas interiorizadas, incluyendo células bacterianas. El análisis 

genético de mutantes no replicables en macrófagos llevó a la identificación de varios loci 

llamado Dot o icm en el cromosoma de L. pneumophila que son esenciales para su 

replicación intracelular (Isberg et al., 2009). 

 

Tres líneas de evidencia sugieren que estos genes codifican proteínas que se ensamblan 

en una membrana asociada al complejo protéico implicada en sustrato de translocación. 

En primer lugar, muchas de estas proteínas antes mencionadas son proteínas de la 

membrana; segundo, algunas de estas proteínas comparten homologías detectables con 

proteínas implicadas en la construcción del aparato conductor para la conjugación de 

plásmidos y lo más importante, estas proteínas son necesarias para la transferencia 

conyugal de elementos movilizables derivados de la Inc Q plásmido RSF1010 (Segal et 

al., 1999).  

 

Finalmente el sistema Dot/Icm es importante para la apoptosis y la regresión de la célula 

hospedera. Las proteínas efectoras secretadas por el sistema IV son especialmente 

responsables de alterar la fusión de la célula hospedera, uno de tales efectores es la 

denominada proteína RalF, que actúa como una proteína del hospedero (ARF1) y está 

implicada en la circulación vesicular entre el RE y el aparato de Golgi. Al menos 275 

efectores han sido identificados con múltiples objetivos y superpuestas funciones de las 

células del hospedero incluyendo actividad de la GTPasa de las mismas, el metabolismo 

de los fosfoinositidos, la secreción proteica, la apoptosis, traslación de proteínas 
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eucarióticas, ubiquitinación, y funciones mitocondriales. Variaciones mutagénicas en el 

sistema Dot/Icm conducen a la perdida de la virulencia. (Schuelein et al., 2001; Mandell, 

2005).  

 

1.7.8 Potenciador de la Inefectividad en Macrofagos (MIP) 

El potenciador de la infectividad de macrófagos MIP, es una membrana proteíca 

homodimérica asociada que se encuentra principalmente en la superficie bacteriana. Esta 

proteína está codificada por el gen potenciador de la infectividad de macrófagos, que se 

secuenció por primera vez en 1989 (Engelberg et al., 1989). El gen MIP es una 

peptidilpropil isomerasa de superficie, de 24 kDa, necesaria en las etapas iniciales de la 

infección para una óptima invasión intracelular, además inhibe la acción de la 

proteinquinasa C necesaria para una completa virulencia en ciertos animales. Por otro 

lado la proteína de choque térmico Hsp60 ha demostrado que incrementa la invasión de 

las células epiteliales y de cultivos celulares tipo Hela (Mandell, 2005; Shevchuk, 2001). El 

gen MIP encuentra en las cepas virulentas y se cree que participa en este proceso, ya 

que las cepas sin esta proteína muestran una disminución de 80 veces en la infectividad 

(Cianciotto et al., 1990). Legionella pneumophila puede multiplicarse dentro de los 

macrófagos alveolares como resultado de la inhibición de la fusión de lisosomas-

fagosoma (Cianciotto, 1989). Este gen ha permitido que las técnicas de manipulación de 

ADN, incluyendo PCR, a ser aplicada al reconocimiento de Legionella pneumophila 

(Lindsay, 1994). 

 

Poco después de su primera descripción, MIP ha demostrado ser un FKBP Tipo P-Plase, 

que era un hallazgo novedoso dentro de esta familia de proteínas (Fischer et al., 1992). 

MIP es diferencialmente expresado bajo el control de letA, que es un regulador global de 

la virulencia asociada a los genes de L. pneumophila (Shi et al., 2006;  Wieland et al., 

2002). La proteína se compone de dos dominios que están conectados a través de una α-

hélice muy larga (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). El pliegue del dominio C-terminal 

(residuos 100-213) está estrechamente relacionada con la proteína de unión a FK506- 

humana (FKBP12), y como FKBP12, expone actividad MIP/trans peptidil-prolil cis- 
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isomerasa (PPIase). El dominio N-terminal de α-helicoidal es responsable de la formación 

de homodímeros de MIP muy estables (Köhler et al., 2003). 

 

1.8 Ciclo de vida de Legionella 

La replicación en macrófagos es una característica de la infección por L. pneumophila. 

Dentro de los macrófagos, (Figura 2) las bacterias bloquean la fusión del fagolisosoma  

e interceptan el tráfico de vesículas en éstos por la vía secretora. El resultado de esto es 

la Legionella containing vacuole (LCV), esta porta en última instancia, las propiedades del 

retículo endoplasmático rugoso. La formación de la LCV depende de la función del 

Dot/Icm tipo de sistema de secreción IV B utilizado por el patógeno para entregar  

efectores en el citoplasma de la célula hospedera. Al menos 275 efectores han sido 

identificados, los cuales tienen objetivos múltiples y superpuestos sede de las funciones 

celulares incluyendo la actividad GTPasa de la célula hospedera, el metabolismo del 

fosfato, la secreción de proteínas, la apoptosis eucariota, traducción de proteínas, 

ubiquitinación, la activación de NF-kB y la función mitocondrial (Shevchuk, 2001). 

 

La intervención a los macrófagos puede ser mediada por la intervención del complemento 

fijado sobre la superficie celular, aunque también puede ocurrir sin su intervención. En el 

interior de las células reside en un fagosoma especializado que no se fusiona con los 

lisosomas y por lo tanto el fagosoma no llega a ser acidificado; y además la actividad 

respiratoria es minimizada. En el interior del fagosoma continua la multiplicación 

bacteriana hasta que el macrófago es destruido y liberada la progenie bacteriana, este 

ciclo puede repetirse en los alveolos lo que conduce a una amplificación de la infección.  

L. pneumophila tiene dos fases en su ciclo de vida: la fase replicativa intracelular (FR) y la 

transmisora no replicativa infecciosa (FT), o forma quística. En la FR son avirulentas, no 

flageladas, y resistentes a detergentes. Mientras que en la FT son virulentas, flageladas, y 

móviles. Un sistema complejo regulatorio es el que rige la diferenciación entre estas dos 

fases. En la TP la bacteria tiene una expresión genética concerniente con la transmisión y 

el ataque a las células del hospedero, mientras que en la FR sólo expresa componentes 

de metabolismo aeróbico, por lo que este sistema regulatorio no sólo controla la virulencia 

si no también la motilidad. La fase replicativa comienza con la unión del complemento a 
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una proteína que es la porina de la membrana externa y C3b en la superficie bacteriana. 

Esto permite que las bacterias se unan a los receptores C3R del complemento de los 

fagocitos mononucleares (Murray et al., 2006; Cohen, 2010). 

 

Un sistema complejo regulatorio es el que rige la diferenciación entre estas dos fases. En 

la FT la bacteria tiene una expresión genética concerniente con la transmisión y el ataque 

a las células del hospedero, así como substratos del sistema de secreción Dot/Icm tipo IV 

y más de 90 proteínas, mientras que en la FR sólo expresa componentes del metabolismo 

aeróbico, por lo que este sistema regulatorio no solo controla la virulencia sino también la 

motilidad (Mandell, 2005). 

 

 

Figura 2. Se muestra el proceso de infección intracelular de Legionella pneumophila en la 

célula hospedera (Metapathogen, 2012) 
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1.9 Inmunología. 

Legionella pneumophila es un patógeno intracelular, se replica dentro de los macrófagos 

alveolares, sin embargo la resolución de la infección en el pulmón requiere múltiples tipos 

de células y un abundante cruce entre células inmunológicas. 

 

El control inmunológico de la infección está mediado por el sistema inmunitario celular, y 

es el que parece ser el mecanismo de defensa principal del huésped frente a esta 

infección. La respuesta de linfocitos T colaboradores (Th1), y sus citosinas asociadas, es 

particularmente importante para el combate de Legionella. La activación del IFN-γ hace 

que los macrófagos impidan el crecimiento de Legionella pneumophila. Este cambio en la 

permisividad del hospedero implica entre otros, una reducción en el hierro intracelular, un 

factor necesario para la replicación y crecimiento dentro de la celula. Se producen 

anticuerpos durante la infección por Legionella pneumophila, pero la respuesta humoral 

no parece decisiva en la defensa del huésped (Perea, 1992; Mandell, 2005). 

 

Los macrófagos y células dendríticas (DC) son centinelas importantes del sistema inmune 

para la detección de agentes infecciosos, mecanismos microbianos altamente 

conservados, denominados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP). Las 

células dendríticas representan un grupo heterogéneo de células con propiedades 

funcionales especializadas, las células dendríticas juegan un rol crítico en la obtención de 

la respuesta inmunitaria adaptativa a través de su papel como células primarias de 

presentación del antígeno. Estudios recientes han mostrado que las células dendríticas 

plasmocitoides (pDC) realizan una importante contribución a la restricción de la infección 

de Legionella in vivo. Durante la infección por Legionella las pDC son rápidamente 

reclutadas a los pulmones y en el agotamiento de la pDC hay un incremento significante y 

una sobrecarga microbiana en el pulmón (Schuelein, 2011). 

 

1.10 Síntomas y manifestaciones clínicas 

La infección por Legionella se manifiesta en dos formas muy diferentes: la fiebre de 

Pontiac y la neumonía o Legionelosis (enfermedad de los legionarios). No se sabe con 
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certeza porque la enfermedad se expresa en algunas de estas dos forma y no en la otra, 

pero probablemente el tamaño del inóculo, la modalidad de transmisión y los factores del 

hospedador sean importantes (Mandell, 2005). 

 

1.10.1  Legionelosis. 

La manifestación principal de esta enfermedad es la neumonía, abarca un largo espectro 

de sintomas que comprenden desde tos leve con fiebre débil hasta un cuadro de estupor 

asociado con infiltrados pulmonares diseminados e insuficiencia multisistémica. El periodo 

de incubación de la enfermedad de los legionarios oscila entre 2 y 10 días. En una fase 

temprana los pacientes refieren síntomas inespecíficos como: fiebre, malestar general, 

mialgias, anorexia y cefalea (Mandell, 2005). El dolor torácico de tipo pleurítico puede o 

no ser una manifestación importante en algunos casos. La diarrea se observa en el 25 al 

50 % de los casos: por lo general las heces son blandas y no sanguinolentas. Del 10 al 20 

% de los pacientes padecen nauseas, vómitos y dolor abdominal. Los síntomas 

neurológicos varían entre cefalea y letargia y un cuadro de encefalopatía, el síntoma 

neurológico más frecuente es alteración del estado mental (Mandell, 2005). En los casos 

típicos el examen físico del tórax revela sonidos anormales en el pulmón (rales 

pulmonares) en una fase temprana de la enfermedad (Mandell, 2005). La bradicardia en 

relación con la fiebre es una manifestación sobrevalorada, pero puede observarse en 

ancianos con neumonía avanzada. La hipotensión se observó en el 17 % de los pacientes 

con neumonía adquirida en la comunidad (Mandell, 2005). La fiebre es virtualmente 

universal; en una serie el 19 % de los pacientes tenían más de 40 °C. Los escalofríos con 

temblores son más frecuentes en los pacientes con neumonía avanzada. En estudios 

prospectivos comparativos, las manifestaciones clínicas generalmente eran similares en 

las neumonías causadas por L. pneumophila y las causadas por otros microorganismos. 

Asimismo, las anormalidades de laboratorio, como anomalías en pruebas funcionales 

hepáticas, hipofosfatemia y alteraciones hematológicas no son más frecuentes en la 

enfermedad de los legionarios que en la neumonía por otras causas. Por otra parte, la 

hiponatremia (nivel sérico de sodio ≤ 130mEq/L) se observó con mucha mayor frecuencia 

en la enfermedad de los legionarios que en las neumonías por otras causas. La incidencia 

de la enfermedad clínicamente significativa es superior en hombres mayores de 55 años 

de edad. Los factores asociados con riesgo elevado incluyen: tabaquismo, bronquitis 

crónica, enfisema, esteroides y otros tratamientos inmunosupresores (Jaweetz, 2010). 
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Aunque la presentación clínica no es específica, las siguientes manifestaciones deben 

orientar hacia el diagnóstico de la enfermedad de los legionarios en un paciente con 

neumonía de causa desconocida: 1) abundante cantidad de neutrófilos y cantidad mínima 

o nula de microorganismos en las secreciones respiratorias teñidas con la tinción de 

Gram; 2) hiponatremia (nivel sérico de sodio ≤ 130mEq/L) y 3) ausencia a la respuesta de 

tratamiento con antibióticos betalactamicos (penicilina o cefalosporina) y aminoglucósidos. 

En pacientes inmunosuprimidos se han documentado diversas manifestaciones 

extrapulmonares, como, sinusitis, absceso peri-rectal, pericarditis, pielonefritis, peritonitis, 

pancreatitis y endocarditis. Aparentemente la diseminación es consecuencia de la 

bacteremia. Se han observado casos de infección de la herida, secundaria a la 

contaminación con agua por Legionella. La anemia es una manifestación frecuente; su 

gravedad se correlaciona con la duración de la infección (Mandell, 2005). 

 

1.10.2 Fiebre de Pontiac 

La fiebre de Pontiac es una enfermedad tipo gripal aguda y auto limitada sin neumonía. El 

periodo de incubación de la fiebre de Pontiac es de 24 a 48 horas, y la tasa de ataque en 

las personas expuestas supera el 90%. Los síntomas principales comprenden malestar 

general, mialgias, fiebre, escalofríos y cefalea, tos seca mareos y náuseas. Estos 

pacientes solo necesitan un tratamiento sintomático generalmente se recuperan por 

completo (Mandell, 2005). 

 

1.11 Diagnóstico 

 

En los últimos años se han desarrollado diferentes métodos para la confirmación del 

diagnóstico clínico de la legionelosis, aunque el cultivo de muestras respiratorias sigue 

siendo el método de preferencia ya que tiene, a diferencia de otros métodos habituales, 

una alta sensibilidad y permite la detección de otras especies de Legionella. Además del 

cultivo la detección de Legionella por inmunofluorescencia directa, la detección de 

antígeno en orina, el diagnóstico serológico y las prueba de biología molecular completan 
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las posibilidades diagnósticas de esta infección (Ruiz, 2005). Las colonias de Legionella 

son ligeramente mucoides, de color blanco a gris convexas semejando vidrio esmerilado 

yen presencia de luz ultravioleta pueden presentar fluorescencia amarillo-verdosa. Para 

confirmar la identificación se debe realizar la tinción de Gram, pruebas bioquímicas y 

fenotípicas (producción de oxidasa, gelatinasa y β-lactamasa, oscurecimiento en los 

medios suplementados con tirosina, autofluorescencia y capacidad de hidrolizar el 

hipurato). Esta última prueba diferencia L. pneumophila de otras especies de Legionella 

implicadas en infecciones. Asimismo, deben realizarse pruebas serológicas para la 

confirmación del serogrupo (Ruiz, 2005). 

 

1.11.1 Cultivo 

Los esputos, incluso los que no reúnen los criterios de aceptación establecidos para otros 

patógenos respiratorios, son aceptables para el cultivo de Legionella. Otras muestras 

como lavados broncoalveoares y líquidos pleurales, son también válidas aunque debido a 

su bajo inóculo bacteriano, se recomienda la concentración por centrifugación previa al 

cultivo. Aunque un porcentaje relativamente importante de enfermos tienen bacteriemia, 

los métodos habituales de hemocultivos no se recomiendan por su escasa sensibilidad 

(Ruiz, 2005). En muestras ambientales los métodos habitualmente empleados son los de 

filtración por membrana de un volumen adecuado de agua, aproximadamente 1 L 

procedente del circuito de agua caliente y los puntos terminales de los circuitos de agua 

(Ruiz, 2005). 

 

1.11.2 Medios de cultivo 

El medio de cultivo para Legionella más comúnmente utilizado es el agar α-BCYE (agar 

tamponado que contiene extracto de levadura, pirofosfato férrico, carbón activado y 

cetoglutarato) (Ruiz, 2005). La L-cisteína es un componente esencial del medio de cultivo 

y los cetoácidos y los iones férricos concurren para estimular el desarrollo de Legionella. 

Los ingredientes activos del extracto de levadura aparentemente son los derivados 

purínicos y pirimídínicos entre los cuales los más importantes son las guaninas. El carbón 

activado absorbe y detoxifica los ácidos grasos y radicales oxigenados y previene la 

oxidación de la cisteína (Mandell, 2005). 
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1.11.3 Inmunofluorescencia directa 

Legionella pueden detectarse en muestras respiratorias por tinción directa con 

fluorocromos. Este método, aunque rápido, tiene importantes limitaciones, como 

resultados falsos positivos por reacciones cruzadas con otras bacterias y el hecho de que 

los resultados negativos no excluyen la presencia de la enfermedad (Ruiz, 2005). 

 

1.11.4 Detección de antígeno en orina 

Desde los primeros días de infección se produce la eliminación por la orina de antígenos 

solubles de la pared celular de L. pneumophila, que son detectados por métodos de 

radioinmunoanálisis (RIA) (sensibilidad del 80 % y especificidad del 99 %) y 

enzimoinmunoanalisis (ELISA) (sensibilidad del 95 % especificidad del 94 %) (Ruiz, 

2005). 

 

No obstante, aparte de los aspectos positivos del método deben señalarse algunas 

limitaciones: a) detecta solo el antígeno de L. pneumophila serogrupo 1 y no el de los 

restantes serogrupos que pueden llegar a representar el 20% de las infecciones por 

Legionella, y b) en el caso de brotes no puede prescindirse del cultivo de las muestras 

respiratorias puesto que es indispensable el tipado molecular de las cepas para saber la 

relación entre los pacientes infectados y el origen de la infección (Ruiz, 2005). 

 

1.11.5 Pruebas serológicas  

Los anticuerpos frente a Legionella se elaboran muy lentamente, siendo en muchos casos 

detectables solo a partir de las tres semanas del comienzo de la infección. Incluso en 

algunos pacientes inmunodeprimidos no se forman. Al igual que en otras enfermedades 

infecciosas, solo el estudio pareado de muestras de suero recogidas con un intervalo de 

3-4 semanas puede tener utilidad diagnóstica. La detección de títulos de anticuerpos 

superiores a 1/256 de muestras de suero recogidas durante la fase aguda de la infección 

puede tener interés epidemiológico. No obstante, se debe considerar la posibilidad de que 
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en determinados grupos de la población la prevalencia de anticuerpos ante Legionella sea 

relativamente alta. Los métodos utilizados del diagnóstico serológico de legionelosis son 

la inmunofluorescencia indirecta y el análisis inmunoenzimático (Ruiz, 2005). 

 

1.11.6 Métodos de Biología Molecular 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), concretamente la realizada en tiempo 

real, aporta rapidez y alta especificidad al diagnóstico; sin embargo es una técnica 

costosa y de menor sensibilidad que el cultivo. Estos métodos se aplican sobre todo para 

establecer epidemiológicamente la relación clonal de las cepas aisladas en muestras 

procedentes de pacientes y las procedentes de diferentes orígenes ambientales. Los 

métodos más utilizados con estos fines son los de la electroforesis en gel de campo 

pulsante y el de PCR con indicadores de secuencia arbitraria (Ruiz, 2005). El estándar 

actual para el diagnóstico molecular de L. pneumophila se basa en la detección del gen 

MIP (potenciador de la infectividad a macrófagos) específico para L. pneumophila y la 

detección de 16S rRNA para la identificación del género Legionella (Templeton et al., 

2003). El gen MIP fue uno de los primeros genes asociados con la capacidad de L. 

pneumophila de replicarse en células eucariotas y codifica una superficie peptidilprolil cis/ 

trans isomerasa (PPIasa) (Cianciotto et al., 1990). Los 24 kDa del gen MIP son producto 

de la similitud entre las secuencias de aminoácidos estructuralmente parecida a la de la 

familia eucariótica principalmente de proteínas de unión a FK-506, una clase de 

inmunofilinas (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). 

 

1.12 Tratamiento de la legionelosis 

Legionella es un patógeno intracelular, y los antibióticos capaces de alcanzar altas 

concentraciones intracelulares se asocian con mayor probabilidad de eficacia en los seres 

humanos que los agentes con escasa penetración celular. Los sistemas intracelulares en 

modelos de cultivos celulares confirman que los macrólidos, las quinolonas, la rifampicina, 

la trimetoprima-sulfametoxazol y las tetraciclinas son eficaces contra Legionella in vivo. La 

superioridad de estos agentes respecto de los betalactámicos y los aminoglucósidos 

probablemente se debe a la excelente capacidad de penetración de estos antibióticos en 

las células fagocíticas (Mandell, 2005). 
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Los estudios clínicos de eficacia antibiótica son más precisos si el diagnóstico de la 

enfermedad de los legionarios se establece por aislamiento de Legionella en cultivos y no 

por métodos serológicos; los antibióticos que cumplen este requisito comprenden: la 

azitromicina, la ciprofloxacina, el levofloxacino y la rifampicina. Los nuevos macrólidos 

(sobre todo la azitromicina) y las quinolonas (cipro, levo y trovafloxacina) son los fármacos 

de elección para el tratamiento de la enfermedad. La eritromicina ha sido remplazada por 

otros macrólidos debido a su actividad relativamente reducía in vitro y en modelos 

intracelulares animales. La eritromicina se asocia con más frecuencia a efectos adversos 

que los nuevos macrólidos, como: ototoxicidad, manifestaciones gastrointestinales y 

tromboflebitis en el sitio de la inyección intravenosa. Una de las desventajas de la 

eritromicina es que en pacientes de edad avanzada con trastornos cardiopulmonares es la 

gran cantidad de líquido necesario para su administración. Algunos autores sugieren 

combinar un macrólido con rifampicina en pacientes con enfermedad de los legionarios 

grave. Aunque los antibióticos por via oral son recomendados en casos seleccionados, en 

pacientes con edad avanzada y aparentemente estables en el momento del diagnóstico 

puede darse un deterioro brusco del estado clínico. Además dado que la disfunción 

gastrointestinal que es un trastorno frecuente en la enfermedad de los legionarios, puede 

reducir la absorción de un antibiótico oral, es prudente recomendar la vía parenteral. La 

respuesta clínica, incluida la remisión de la fiebre y una sensación de bienestar, 

generalmente se observa en el curso de 3 a 5 días. Una vez documentada la respuesta 

clínica, el tratamiento vía parenteral puede reemplazarse por una vía oral. El tratamiento 

debe durar de 10 a 14 días, aunque en pacientes inmunosuprimidos debe prolongarse 

más. Se han comunicado casos de recidivas, pero la revisión de la mayoría de estos 

informes sugiere que podría tratarse de casos de reinfección en paciente con exposición 

persistente a aguas contaminadas (Mandell, 2005).  

 

1.13 Epidemiología 

La ecología ambiental de Legionella es particularmente pertinente en la medida que la 

enfermedad de los legionarios es una forma de neumonía que en teoría podría prevenirse 

erradicando el microorganismo de su reservorio. El hábitat natural de Legionella es una 

acumulación de agua en forma de rio, lago, arroyo o aguas termales. Legionella es capaz 
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de sobrevivir a una amplia gama de condiciones ambientales: Temperatura, de 0 a 63°C; 

pH, de 5 a 8.5; oxígeno disuelto, de 0,2 a 15 mg/mL. Puede vivir durante años en 

muestras de agua conservadas es una temperatura de entre 2 y 8 C° (Mandell, 2005). 

 

Los cuerpos acuáticos naturales contienen escasas cantidades de microorganismos 

Legionella. Dado que las especies de Legionella toleran el cloro, este microorganismo 

sobrevive al tratamiento del agua y aunque en cantidades reducidas, se encuentra 

presente en el sistema de distribución de agua potable. En ciertos hábitats artificiales, 

como torres de refrigeración o sistemas de suministro de agua, que aseguran condiciones 

favorables de temperatura, protección física y nutrición, el microorganismo puede 

desarrollarse y proliferar en forma significativa. En la actualidad se sabe que el desarrollo 

óptimo de Legionella requiere la presencia de hospederos protozoos (Mandell, 2005). 

Legionella tiene la capacidad de parasitar protozoos, como amebas de vida libre de los 

géneros: Acanthamoeba, Naegleria y Hartmannella reportadas como los que comúnmente 

se alimentan en las comunidades tróficas en las biopelículas (Greub y Raoult, 2004; 

Declerck et al., 2007). Otros autores la han reportado en los ciliados: Tetrahymena 

pyriformis y Tetrahymena vorax (Rowbotham, 1980). La ruptura de protozoos hospederos 

libera una gran cantidad de legionelas móviles. 

 

La localización intracelular de Legionella puede facilitar su supervivencia en un medio 

desfavorable. La colonización de los sistemas de distribución de agua por Legionella 

depende de una combinación de varios factores , incluidos la temperatura del agua, la 

acumulación de sedimento y la microflora comensal así como de la formación de 

biopelículas que son agregados microbianos organizados que están formados por 

diferentes tipos de microorganismos: bacterias protozoos, algas y hongos microscópicos; 

la biopelícula brinda protección contra antibióticos y sustancias químicas nocivas, crea 

también un micro habitat que provee nutrientes para el desarrollo óptimo de toda clase de 

microorganismos. La alteración de biopelículas de tipo sólido-liquido por medios 

mecánicos o naturales puede conducir a la producción de aerosoles que permiten la 

transmisión de patógenos asociados con biopelículas sobre considerable distancias hasta 

que son inhaladas por personas susceptibles (Jennings et al., 2003). La infección humana 

por Legionella spp. se atribuye principalmente al resultado de la inhalación de aerosoles 
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(0.5 mm) estas pequeñas partículas se llenan con numerosas bacterias infecciosas 

(Fields et al., 2002).  

 

1.14 Prevención 

 

La ubicuidad de Legionella hace muy difícil su control, especialmente en la comunidad, 

donde las fuentes potenciales son muy variables. El diseño de instalaciones adecuadas y 

su correcto mantenimiento son aspectos fundamentales para evitar la legionelosis. El 

mantenimiento de las instalaciones comprende el control estricto de la temperatura y los 

niveles de cloro del agua, la detección precoz de problemas causados por el 

estancamiento del agua tanto en circuitos de agua sanitaria como en torres de 

refrigeración y la inspección periódica de todas las instalaciones que se han relacionado 

con brotes de la enfermedad de los legionarios. La investigación y el control de un brote 

comunitario se inician con la acotación del área afectada mediante estudios 

epidemiológicos convencionales. Se establecen e investigan, a continuación, las fuentes 

posibles de la infección en la zona: agua de distribución de la red, torres de refrigeración, 

instalaciones de aire acondicionado fuentes ornamentales y saunas. Es indispensable que 

todas las instalaciones estén previamente censadas, puesto que este hecho facilita 

enormemente el trabajo de los investigadores. El hallazgo de Legionella en alguna de 

ellas no significa necesariamente que sea responsable del brote. Solo la comparación de 

los aislados clínicos y ambientales médiate técnicas de análisis molecular aseguraran la 

posible relación con un mismo origen. El cierre inmediato de la instalación acabara con el 

brote. La revisión, el tratamiento y el mantenimiento de las instalaciones implicadas 

deberían evitar nuevos brotes en el futuro. En los hospitales y grandes edificios, la 

investigación epidemiológica es mucho más simple, puesto que en la gran mayoría de los 

casos será el agua sanitaria caliente la fuente del brote de legionelosis. Para la 

prevención primaria de la legionelosis nosocomial es necesario saber si existe 

colonización del agua sanitaria por Legionella y establecer un sistema de vigilancia de la 

neumonía nosocomial con aplicación sistemática de pruebas para Legionella en caso de 

que el análisis ambiental sea positivo. Esta colonización puede minimizarse mediante la 

cloración adecuada del circuito de agua fría y manteniendo temperaturas superiores a 

60°C en acumuladores y de 50° C en puntos periféricos en la red de agua sanitaria 
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caliente. Sin embargo, a veces ocurre que, a pesar de estas medidas, la colonización por 

Legionella y los casos de neumonía nosocomial por este microorganismo persisten. Esto 

es especialmente peligroso cuando se trata de hospitales con pacientes 

inmunodeprimidos. Se aconsejan entonces medidas de desinfección complementarias. En 

este sentido, el sistema de ionización con cobre y plata ha demostrado ser especialmente 

eficaz para el control de casos y para reducir los recuentos ambientales (Ruiz, 2005).  

Varios informes han demostrado que la hipercloración de los sistemas de distribución de 

agua no impidieron colonización por L. pneumophila, ya que era sólo es eficaz para un 

corto período de tiempo y la recolonización era frecuentemente observada (Galli et al., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Detección de Legionella spp. en agua y biopelículas del balneario natural “Hierve el Agua” en el Estado de Oaxaca 

 

30 
 

2. ANTECEDENTES 

 

En 1990, Marín y Montes reportaron el informe de un caso de neumonía por Legionella 

pneumophila en México. Se trata de un paciente masculino adulto joven que ingresó al 

Hospital de Especialidades del Instituto de Seguridad Social del Estado de México y 

Municipios (ISSEMYM) de Toluca con neumonía intersticial atípica, se reportó tinción de 

Giménez positiva para Legionella pneumophila.  

 

Bej et al., 1991, demostró que las células de L. pneumophila expuestas a cloro y a altas 

temperaturas (quedando células no viables) no son detectadas mediante los análisis de 

PCR mientras que células viables también analizadas eran positivas a la amplificación 

mediante PCR. 

 

Bernarder et al., (1997) demostró que los análisis de PCR anidados fueron específicos 

tanto para detectar la presencia de L. pneumophila como para descartarla. Esto fue 

concluido en un estudio en el cual 22 de 25 pacientes que sufrían de neumonías atípicas 

estaban infectados por L. pneumophila esto fue comparado por un grupo control de 

pacientes que arrojaron resultados negativos en los análisis de PCR. Los autores 

concluyen que un análisis de PCR anidado rápido y simple utilizando primers del gen MIP, 

prueban ser más sensibles y específicos que los cultivos, y tan específicos como análisis 

de PCR no anidados reportados previamente. 

 

Pascual et al., (2001) detectó la presencia de L. pneumophila en aerosoles. De un total de 

64 muestras que fueron tomadas de un depósito de una planta de tratamiento de agua, de 

una planta química, y un depósito de agua en un edificio de oficinas fueron cultivadas y 

analizadas mediante PCR anidado, de las cuales tres muestras fueron positivas tanto en 

el cultivo como en el análisis de PCR y nueve muestras que fueron negativas en cultivo 

resultaron positivas en el análisis por PCR probando que L. pneumophila estaba presente 

en aerosoles de estos tres diferentes ambientes. 
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En 2003, Villaseñor y Sapian, publicaron en el boletín Epidemiología del Sistema Nacional 

de Vigilancia Epidemiológica de la Secretaría de Salud en México, un artículo donde se da 

una breve reseña de la enfermedad de los legionarios y sobre los eventos emergentes del 

agente causal, ambos autores hacen una llamada de atención para investigar la presencia 

de esta bacteria en el país y de esta forma iniciar las medidas que permitan controlar su 

aparición en México. 

 

Declerck (2010) demostró la relación que tiene el ambiente en el crecimiento de 

Legionella pneumophila particularmente en biopelículas tanto liquido-sólidas como liquido-

aéreas estas últimas representadas por biopelículas volátiles en aerosoles, así como la 

interacción de L. pneumophila con otras bacterias y de su estilo de vida intracelular para 

la replicación en protozoos. 

 

Yong et al., (2010) utilizando una nueva gama de primers del gene MIP y 16S rRNA 

demostró la importancia del desarrollo de nuevos primer objetivo para la identificación de 

L. pneumophila utilizando una hibridación entre L. pneumophila y L. micdadei. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Las bacterias del género Legionella pueden estar presentes en casi cualquier cuerpo de 

agua tanto natural como artificial, sobre todo si tienen las características fisicoquímicas 

adecuadas como salinidad, temperatura, pH y nutrición para su desarrollo y proliferación; 

el balneario natural “Hierve el Agua” en el estado de Oaxaca provee un ambiente propicio 

para el desarrollo y proliferación de L. pneumophila, además es un centro ecoturístico 

recreativo importante en la zona que es muy visitado por turistas nacionales y extranjeros, 

lo cual lo hacen un lugar muy concurrido; por las razones anteriores y, el hecho de que no 

existen registros previos de esta bacteria, siendo este el primer estudio que se realiza 

para detectar la presencia de L. pneumophila en el estado de Oaxaca, hace de este sitio 

un lugar importante para determinar la presencia de este microorganismo además al ser 

un sitio turístico muy atractivo, aumenta la posibilidad de infección a bañistas por este 

patógeno, lo cual es un riesgo para la salud pública. Por lo anterior es importante la 

detección oportuna de L. pneumophila basada en el aislamiento por cultivo selectivo así 

como la confirmación taxonómica de la especie en particular mediante pruebas de 

biología molecular para la verificación de los aislados bacterianos obtenidos en los 

muestreos que se llevaron a cabo, y así poder determinar la presencia o ausencia de L. 

pneumophila en este lugar. 
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Detectar la presencia de Legionella spp. en el agua y biopelículas del balneario natural 

“Hierve el Agua” en el estado de Oaxaca. 

 

Objetivo particulares 

a) Identificar los aislados, de Legionella spp. a nivel de género por la morfología 

colonial característica, mediante cultivo en medio selectivo 

b) Confirmar la identificación taxonómica de la especie L. pneumophila utilizando 

análisis de PCR 

c) Establecer la relación entre los parámetros fisicoquímicos del agua del área de 

estudio con la presencia de L. pneumophila 
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5. DESCRIPCIÓN DE LA ZONA DE ESTUDIO 

 

“Hierve el Agua” es un balneario natural localizado en las montañas al este de Mitla en el 

exterior del Valle de Oaxaca y es uno de los más espectaculares sitios del sur de México 

(Figura 3) (Hewitt et al., 1987). 

 

Las cascadas de Hierve el Agua se localizan a 70 km al oriente de la ciudad de Oaxaca 

en la población de San Isidro Roaguía, municipio de San Lorenzo Albarradas en el estado 

de Oaxaca (Figura 3) lugar donde se ubican las singulares cascadas de travertino y 

calcita. Estas estructuras son conocidas como “Cascadas de Sal”, formadas por agua 

sobresaturada de carbonato de calcio; que brota de pequeñas grietas o fisuras de los 

cuerpos de caliza de la formación Tepozcolula (Cretácico Superior) formando ojos de 

agua y manantiales de agua cálida (22-27 °C); al escurrir por un escarpe de más de 200 

m de profundidad, se van configurando grandes estalactitas semejantes a las que se 

forman en las grutas. Los ojos de agua están situados en una explanada denominada “El 

Anfiteatro”, en la cual los lugareños han construido dos albercas, en donde el agua 

adquiere una tonalidad verde turquesa, semejante al color del agua del Mar Caribe, 

debido a la cantidad de sales disueltas que contiene. (Instituto de Geología, UNAM, 

2012). 

 

En la explanada del centro recreativo se localizan cuatro manantiales (Fig. 4) que en 

época de lluvias su flujo es considerable y en época de estiaje la cantidad de agua que 

brota se reduce. Tres de ellos vierten su agua en las albercas, mientras que el otro se 

encuentra a unos 300 m al sureste de “El Anfiteatro” y es el que forma la “Cascada 

Petrificada”. Debido a que el flujo de agua no es constante al escurrir lentamente y 

ponerse en contacto con el aire; deja escapar parte del dióxido de carbono disuelto, 

permitiendo que la calcita y el travertino se precipiten. A medida que continúa el 

escurrimiento va quedando una costra de calcita y que posteriormente la oquedad es 

rellenada por capas de travertino y calcita (Instituto de Geología, UNAM, 2012). 
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Figura 3. Ubicación del área de estudio, balneario natural “Hierve el Agua”, en Estado de 

Oaxaca (Google Earth 2014).  

 

Figura 4. Referencia geográfica de los sitios de muestreo, las flechas indican el 

movimiento del agua (Google Earth 2014). 

 

La vegetación que rodea a la enorme “Cascada de Sal” está compuesta por diferentes 

especies de encinos, matorral xerófilo, además de variadas cactáceas como tetechos, 

nopales y biznagas; además, aquí abundan los magueyes y los agaves espadín y tobalá. 

(SECTUR Oaxaca 2013). 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Sitios de muestreo 

Se llevaron a cabo dos muestreos en el balneario natural “Hierve el Agua”, a lo largo de 

un año el primero se realizó en el mes de septiembre de 2012 y el segundo en abril de 

2013. En los muestreos se recolectaron 42 muestras de agua y biopelículas de distintos 

puntos de la explanada “El Anfiteatro” con frascos de polipropileno estériles en los cuales 

las muestras permanecieron almacenadas y fueron transportadas al laboratorio. En los 

muestreos se recolectaron agua y biopelículas de distintos puntos de la explanada Las 

muestras fueron tomadas de biopelícula flotante (Bf), biopelícula adherida (Ba), sedimento 

(S), muestra mixta de agua (Mm), y un muestreo de biopelícula adherida y sedimento 

tomado de la cascada. La colecta de las biopelículas fue basada en la distribución y 

características de las mismas como color y la textura. Las muestras se transportaron a 

temperatura ambiente desde el balneario “Hierve el Agua” hasta el Laboratorio de 

Patógenos Emergentes de la Unidad de Investigación Interdisciplinaria para las Ciencias 

de la Salud y la Educación (UIICSE), de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES-

I), UNAM para ser procesadas. Se registraron los parámetros fisicoquímicos del agua in 

situ, para establecer su relación con las biopelículas y los aislados bacterianos.  

 

Figura 5. Sitio de muestreo 1. Tipo de muestras: Bf, Ba, S y Mm. 

1 
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Figura 6. Sitio de muestreo 2. Tipo de muestras: Bf, Ba, S y Mm. 

 

 Figura 7. Sitio de muestreo 3. Tipo de muestras: Bf, Ba, S y Mm. 

 

3 

2 
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Figura 8. Sitio de muestreo 4. Tipo de muestras: Bf, Ba, S y Mm. 

 

Figura 9. Sitio de muestreo 5 “cascada” tipo de muestra: Biopelícula Adherida  

 

5 

4 
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6.2 Medición de parámetros fisicoquímicos 

 

El registro de las lecturas de los parámetros fisicoquímicos se tomaron para determinar su 

relación con la presencia de Legionella, se realizaron las determinaciones in situ de la 

temperatura (°C), pH y conductividad (mS/cm3) del agua de los diferentes cuerpos de 

agua que componen el balneario, la temperatura atmosférica al momento de la colecta 

(Declerck et al., 2007).  

 

 

6.2.1 Temperatura del agua (°C) 

 

La temperatura de los diferentes cuerpos de agua fue medida con un termómetro digital 

Hanna H 19040, se tomaron los valores de la temperatura del agua en tres puntos 

diferentes de cada uno de ellos y se hizo un promedio para establecer la temperatura final 

para identificar el gradiente de temperaturas a la cual prolifera Legionella (Declerck, 

2007). 

 

 

6.2.2 Temperatura atmosférica (°C) 

 

Esta medición fue hecha con un termómetro digital Hanna H 19040, a diferencia de la 

medición anterior, en esta el sensor fue expuesto al ambiente. Este parámetro se 

estableció para posteriormente establecer si la temperatura atmosférica tenía un efecto en 

la temperatura del agua que pudiera afectar a la presencia de las bacterias del género 

Legionella (Declerck, 2007). 

 

 

 6.2.3 pH  

 

Se midió con un potenciómetro digital de campo pH/EC/TDS Waterproof Hanna 

Instruments. Esta medición se hace para determinar si las condiciones de pH en el 

ambiente pueden determinar la presencia de bacterias del género Legionella. Diversos 
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trabajos reportan que la proliferación de estas bacterias se da en un amplio de pH de 5.0 

a 9.2 (Atlas, 1999; Declerck, 2010). 

 

 

6.2.4 Conductividad  (mS/cm3)  

 

Este parámetro fue medido con un conductímetro digital Hanna H 19040 calibrado previo 

a la medición. Este parámetro depende de la cantidad de iones disueltos en el agua, 

principalmente sulfatos y carbonatos (Declerck, 2010). 

 

 

6.3 Análisis microbiológico.  

En el laboratorio se llevó a cabo el aislamiento microbiológico por el método cultivo 

selectivo de Legionella spp. Las muestras fueron incubadas a 37 ºC de 72 a 96 horas 

(NCID 2005). Se tomaron 50 mL de muestra y se centrifugaron en tubos de polipropileno 

estériles a 3000 x g durante 10 minutos para obtener una pastilla celular y el 

sobrenadante fue desechado. Las muestras fueron tratadas por descontaminación ácida 

para disminuir los microorganismos no pertenecientes al género Legionella, para esto se 

colocó 1.0 ml de la suspensión en un tubo estéril de 15 ml conteniendo 1.0 ml de buffer 

ácido (KCl-HCl 0.2N), posteriormente se incubaron por 15 minutos, después se agregó 

0.1 ml de la suspensión en el medio de levadura y carbón amortiguado (BCYE; del inglés 

Buffered Charcoal-Yeast Extract) DIFCO Becton, Dickinson and Company Sparks MD 

21152 USA, adicionado con L-cisteína y pirofosfato férrico, las placas de cultivo se 

mantuvieron en incubación a 35 °C El crecimiento bacteriano fue observado diariamente 

(NCID, 2005). 

 

6.4 Identificación por morfología colonial y celular 

El examen de los cultivos para la identificación macroscópica se realizó para buscar la 

morfología colonial característica de Legionella spp. la cual debe ser convexa, circular de 

color blanco a gris brillante con una textura parecida al vidrio esmerilado (NCID, 2005). 

Cuando las colonias fueron identificadas, se hizo la observación microscópica para la 
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identificación de la morfología bacilar bacteriana de Legionella spp. mediante tinción de 

Gram haciendo registro fotográfico. 

    

6.5 Análisis moleculares 

 

6.5.1 Extracción de DNA. 

Para analizar el DNA de Legionella, se realizó la extracción y purificación con un kit de 

extracción Wizard Genomic DNA Purification Kit, de la marca comercial Promega 

(Madison, WI) utilizando el protocolo para extracción de DNA para bacterias Gram 

positivas y Gram negativas (Insolation of Genomic DNA from Gram Positive and Gram 

Negative Bacteria Quick Protocol). Las muestras fueron equilibradas a temperatura 

ambiente (15-25ºC), se seleccionó una colonia típica del organismo buscado y la 

extracción del DNA se desarrolló con la metodología de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. 

 

6.5.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para garantizar la identificación precisa de las bacterias a nivel de especie se realizó un 

análisis moleculares por PCR para la identificación del gen MIP con un tamaño de 232 pb. 

Por lo tanto el ADN puro extraído de los aislados bacterianos fue procesado con un Kit 

Promega PCR Master Mix M7502 Madison WI para amplificar el segmento del gen MIP. 

Para esta amplificación se utilizaron los primers Lmip920 (5’-

GCTACAGACAAGGATAAGTTG-3’) Lmip1548 (5’ GTTTTGTATGACTTTAATTCA-3’) (Bej 

et al., 1991; Pascual et al., 2001; Bernarder et al. 1996); utilizados como primers internos 

en los análisis de PCR anidados estos amplifican un segmento de 650-pb. Para los 

primers externos fueron utilizadas las secuencias Lmip976 (5’-

TAAAAATCAAGGCATAGATG-3’) y Lmip (5’AGACCTGAGGGAACATAAAT-3’) (Pascual 

et al., 2001) los cuales amplifican un segmento de 471-pb y los primers externos 

Lmip1021 (5’-CATGCAAGACGCTATGAGTG-3’) y Lmip1392 (5’-

CAAGTTGATCCAGCTGGCAT-3’) (Bernarder et al., 1996) obteniendo un segmento de 

403-pb. También fueron utilizados en un análisis PCR no anidado los primers lpg0774 
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upstream (5’-TGCTAACAACCACTATCCCAAA-3’) downstream (5’-

GTTTCAAATAAAAGCGTGCTCCT-3’) que amplifican un segmento de 156 pb (Yong et 

al., 2010). 

 

El compuesto tuvo un volumen final de 25 µl. Las amplificaciones de los segmentos se 

llevaron a cabo en un termociclador PERKIN ELMER Gene Amp PCR System 2400 con 

los  parámetros de la temperatura que se muestran en el cuadro 3. 

 

Cuadro 3. Temperaturas y ciclos utilizados en los diferentes ensayos de PCR, se citan los 
diferentes autores de cada método. 
 

 PCR 

Temperaturas 

Bernarder, 1996 

30 ciclos 

Pascual, 2001  

35 ciclos 

Yong, 2010 

35 ciclos 

Desnaturalización 95° C / 5 min. 94° C / 5 min. 95° C / 4 min. 

1° alineamiento 95° C / 30 seg. 94° C / 15 seg. 95° C / 1 min. 

2° alineamiento 55° C / 30 seg. 50° C / 15 seg. 57.5° C / 1 min. 

3° alineamiento 72° C / 1 min. 72° C / 15 seg. 72° C / 1 min. 

Extensión 72° C / 5 min. 72° C / 6 min. 72° C / 5 min. 

 

Después de que las amplificaciones se realizaron, 5 µl del ADN fue analizado por 

electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % a 75 volts durante 60 minutos. Los geles se 

tiñeron con bromuro de etidio, se utilizó un marcador molecular BioLine Hyper Leadder UK 

de 100 pb y fueron fotografiados bajo luz UV utilizando una cámara fotográfica  Nikon 

Semipro. 
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7. RESULTADOS 

 

Se llevaron a cabo dos muestreos en el balneario natural “Hierve el Agua”, a lo largo de 

un año el primero se realizó en el mes de septiembre de 2012 el segundo en abril de 

2013. En los muestreos se recolectaron 42 muestras de agua y biopelículas en ambos 

muestreos de distintos puntos de la explanada “El Anfiteatro”. Las muestras fueron 

tomadas de biopelícula flotante (Bf), biopelícula adherida (Ba), sedimento (S), muestra 

mixta de agua (Mm), y un muestreo de biopelícula adherida y sedimento tomado de la 

cascada. Los diferentes puntos de muestreo se observan en el cuadro 3, numerados del 

sitio 1 a los sitios 4 y 5 (cascada). Las 42 muestras fueron procesadas y se obtuvieron un 

total de 27 crecimientos bacterianos (64 %) sembrados en el medio selectivo de estos se 

pudieron identificar 16 colonias bacterianas con características semejantes a las de 

Legionella. Por medio del análisis molecular por PCR se procesaron un total de 27 

aislados, tuviesen o no, las características coloniales típicas del género estas muestras 

fueron ensayadas con los diferentes tipos de primers y los métodos que sugiere cada 

autor (Cuadro 3). 
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Cuadro 4. Resultados generales, características de las muestras  positivas para morfología colonial 
y análisis de PCR. 
 

Bf: Biopelícula flotante Ba: Biopelícula adherida S: Sedimento Mm: Muestra mixta de la columna 
de agua. 

 

 

 

 

Numero 
de aislado 

ID 
de 

muestra 

Tipo de 
muestra 

Número 
de 

muestreo 

Morfología 
colonial 

compatible 
con 

Legionella 

L. pneumophila identificada por PCR 

Yong 
2010 

Bernarder 
1997 

Pascual 
2001 

1 1MM Mm 1º + - + - 

2 2aII Bf 1º - - + + 

3 Cascada Ba 1º + - + + 

4 1aI Bf 1º + - + + 

5 2c S 1º + - + - 

6 3MM Mm 1º - - - - 

7 2aI Bf 1º + - - - 

8 2MM Mm 1º - - - - 

9 4aII Bf 1º - + - + 

10 1b Ba 1º - - - + 

11 4aII Bf 1º + - - + 

12 3b Ba 1º + - + + 

13 3c S 1º - + - - 

14 4b Ba 1º - - - - 

15 2b Ba 1º - - - - 

16 1c S 1º - - - - 

17 3aII Bf 1º - - - - 

18 3aII Bf 1º - - - - 

19 3aI Bf 2º + - + + 

20 1b Ba 2º + - - + 

21 1aI Bf 2º + + - - 

22 3b Ba 2º + + - - 

23 1c S 2º + - - - 

24 3c S 2º + + - - 

25 3ª Ba 2º + - - - 

26 4aI Bf 2º + - + - 

27 ME 
cascada 

Ba 2º + + - - 

Totales 
positivas  

 
 

16 6 8 9 
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7.1 Análisis microbiológico 

 

 

7.1.1 Cultivos bacterianos. 

 

La presencia de Legionella spp. se determinó por el crecimiento de colonias bacterianas 

en medio selectivo BCYE así como la presencia de la morfología colonial típica para 

Legionella spp. considerando aquellas que presentaban formas y características 

parecidas a las del género Legionella. La mayoría de los crecimientos coloniales fueron 

evidentes de 3 a 6 días después de que estos habían sido sembrados e incubados 

(37°C). Las placas fueron incubadas hasta un máximo de 7 días después de sembradas, 

las que no presentaron crecimiento en este lapso de tiempo fueron descartadas según el 

protocolo del (NCID, 2005) para el cultivo de Legionella. 

 

 

La mayor presencia de Legionella spp. en conjunto de ambos muestreos fue registrada 

para el sitio de muestreo 1 donde 6/10 muestras resultaron positivas; seguidas por el sitio 

de muestreo 3 con 4/10 muestras positivas los sitios 2 y 4 tuvieron menor cantidad de 

muestras positivas con 3/10 respecivamente, por lo que corresponde al muestreo 

realizado en el sitio de la cascada los resultados fueron positivos en ambos muestreos 

(Fig. 12). Con respecto al tipo de muestra las biopelículas flotantes (Bf) y las adheridas 

(Ba) fueron donde se encontró con más frecuencia la presencia de Legionella spp. 

(Cuadro 5). 

 

 

Un análisis de la calidad de agua efectuado para cada sitio de muestreo mediante una 

medición de coliformes fecales totales muestra un resultado en promedio de 1 NMP 

(numero más probable) lo que indica que los cuerpos de agua tienen una buena calidad y 

la contaminación por materia fecal es casi nula y adecuada para el uso recreativo.  
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Cuadro 5. Tipo de muestras con crecimiento positivo y negativo de Legionella spp. en ambos 
muestreos, en los cuatro sitios de muestreo y la muestra (cascada) detectados mediante 
morfología colonial típica. 

 
Muestreo Tipo de 

Muestra 
Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 

 Bf I + + - - 

 Bf II - - - + 

 1° Ba + - + - 

 S - + - - 

 Ma + - - - 

 Cascada  +   

 Bf I + - + + 

 Bf II - - - - 

 2° Ba + + + - 

 S + - + - 

 Mm - - - + 

 Cascada  +   

Tipo de muestras: Bf: Biopelícula flotante I y II de la cual fueron colectadas dos muestras de cada 

sitio por muestreo, Ba: Biopelícula adherida, S: Sedimento, Mm: muestra de mixta.

 

Figura 10. Placa de Petri con medio selectivo de agar BCYE enriquecido con cisteína mostrando la 

morfología colonial típica para Legionella spp. aislados a partir de las muestras de biopelículas 

del balneario natural de Hierve el Agua 
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Figura 12. Tipo de muestras y numero de muestras positivas basadas en la detección de la 
morfología colonial típica el género (Bf: Biopelícula flotante, Ba: Biopelícula adherida, S: 
Sedimento, Mm: muestra mixta) registradas durante el primer y segundo muestreo. 
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7.2  Análisis de PCR  

Las amplificaciones de DNA obtenidos durante el análisis de PCR fueron fragmentados 

con peso molecular de 232 pb pertenecientes al gen MIP, lo cual demostró la presencia 

de L. pneumophila en 18 de 27 (66.6 %) aislados bacterianos obtenidos previamente, 6 de 

estas 17 muestras fueron positivas para L. pneumophila serotipo 01 usando los primers 

específicos de 103 pb de Yong et al., 2010 característicos del serotipo 01 (Cuadro 3). 

Todos los amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 1.5% con un control 

positivo de DNA templado de la cepa Legionella pneumophila ATCC33152 Philadelphia 

ATCC (Manassas, VA). 

 
 

Se obtuvo un total de 18 muestras positivas para Legionella pneumophila. La mayor 

presencia de L. pneumophila analizada por PCR fue registrada para el sitio de muestreo 3 

donde 6/10 (60 %) muestras resultaron positivas; seguidas por el sitio de muestreo 1 con 

5/10 (50%) muestras positivas, los sitios 2 y 4 tuvieron menor cantidad de muestras 

positivas con 3/10 (30%) cada uno el muestreo realizado en la cascada arrojo resultados 

positivos 2/2 (Cuadro 4). En cuanto al tipo de muestra las biopelículas flotantes y 

adheridas fueron donde se encontró con más frecuencia la presencia de Legionella 

pneumophila con un 50% y 62.5% de resultados positivos respectivamente, se registró 

una mayor detección de Legionella spp. durante el primer muestreo con 11/21 muestras 

positivas comparadas con 6/21 del segundo muestreo. 
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Figura 13. Electroforesis mostrando los amplificados obtenidos utilizando los primers de Pascual et 
al. 2001 en gel de agarosa al 1.5%. Marcador molecular (MM), Control (C), muestras positivas por 
No. de aislado: 2, 3, 4, 8, 9, 11, 12, 19, 20. Relación entre No. de aislado y característica de la 
muestra: 2-2aII-Bf, 3-cascada-Ba, 4-1aI-Bf, 8-MM2-Mm, 9-4aII-Bf, 11-4aII-Bf, 12-3b-Ba para el 
primer muestreo y 19-3aI-Bf, 20-1b-Ba para el segundo muestreo 

 

 
 
Figura 14. Electroforesis que muestra los amplificados positivos obtenidos utilizando los primers de 
Bernarder et al., 1997 en gel de agarosa al 1.5%. Control positivo (carril 1). Muestras positivas por 
No. de aislado: 1, 2, 3, 4, 5, 12, 19, 26. Relación entre No. de aislado y característica de la 
muestra: 1-MM1-Mm, 2-2aII-Bf, 3-Cascada-Ba, 4-1aI-Bf, 5-2c-S, 12-3b-Ba y para el segundo 
muestreo: 19-3aI-Bf, 26-4aI-Bf. 
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Figura 15. Electroforesis Mostrando los amplificados positivos obtenidos utilizando los primer Yong 
et al. 2010 en gel de agarosa al 1.5%. Control (C). Muestras positivas por número de aislado: 9, 13, 
21, 22, 24, 27. Relación entre No. de aislado y característica de la muestra: 9-4aII-Bf, 13-3c-S para 
el primer maestreo y para el segundo muestreo 21-1aI, 22-3b-Ba, 24-3c-S, 27-cascada-Ba. 

 

7.3 Parámetros fisicoquímicos 

 

Todos los parámetros medidos se sitúan dentro del rango en el que Legionella ha sido 

reportada, el resultado de las mediciones indican un ambiente propicio para el desarrollo y 

la proliferación de bacterias del género. En los cuadros 6 y 7 se observan los resultados 

generales de las mediciones realizadas en el primer y segundo muestreo.  
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Cuadro 6. Parámetros fisicoquímicos  del agua de los sitios de muestreo y el sitio de muestreo la 
cascada en el primer muestreo. 

 

 
 
 
Cuadro 7. Parámetros fisicoquímicos del agua de los sitios de muestreo y el sitio de muestreo de la 
cascada en el segundo muestreo. 

 

 

7.3.1 Temperatura atmosférica   

 La temperatura atmosférica en promedio de cinco mediciones fue de 25 °C para el primer 

muestreo y de 21.32 °C para el segundo estas medidas se mantienen dentro de los 

intervalos óptimos que requiere Legionella spp. y L. pneumophila para su desarrollo y 

proliferación. El intervalo de las temperaturas (Fig. 16) entre ambos muestreos sugiere un 

cambio de 4 °C esto debido a que los muestreos se realizaron en diferentes temporadas 

(lluvias y secas). 

 

Cuerpo de agua pH Temperatura  
del agua (°C) 

Temperatura 
atmosférica 

(°C) 

Conductividad 
(ms/cm3) 

1 7.2 24.9 25 9.9 
2 7.8 23.0 25 9.1 
3 8.4 22.2 25 8.5 
4 7.3 23.4 25 9.4 
5 6.9 23.1 25 9.9 

Cuerpo de agua pH Temperatura °C 
del agua 

Temperatura 
atmosférica 

(°C) 

Conductividad 
(ms/cm3) 

1 6.2 28.1 21.3 10.6 
2 6.6 24.4 21.3 9.5 
3 6.2 24.6 21.3 8.6 
4 6.5 24.2 21.3 10.4 
5 6.3 24.1 21.3 10.1 
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Figura 16. Temperaturas atmosférica registradas para ambos el primer y el segundo muestreos.  

 

7.3.2 Temperatura del agua de los sitios de muestreo 

La temperatura registrada en los sitios de muestreo son un factor que propicia y promueve 

el desarrollo y la proliferación de Legionella, las temperaturas mínimas registradas en el 

agua para el primer y segundo muestreo estuvieron entre 22.2  y 24.1 °C medidas en los 

sitios 3 y 5 respectivamente y las máximas fueron de 24.9 °C y 28.1 °C ambas tomadas 

en el sitio 1, esto debido a que en este ligar es donde el agua emana a la superficie, 

habiendo un intervalo entre las temperaturas máximas y mínimas de 2.7 °C en el primer 

muestreo y otro de 4 °C en el segundo lo cual denota una pequeña diferencia entre ellas 

(Fig. 17). El intervalo de temperaturas entre muestreos fue de 1.3 °C siendo esta una 

diferencia mínima. 
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Figura 17. Temperaturas del agua registradas para cada sitio de muestreo en el primer y segundo 

muestreo  

 

7.3.3 pH  

El pH mínimo registrado en el primer muestreo fue de 6.93 en el sitio 5 y el máximo 

registrado fue de 8.43 en el sitio 3 habiendo un intervalo de 1.50. El registro mínimo para 

el segundo muestro fue de 6.17 en el sitio 1 y el máximo registrado fue de 6.63 para el 

sitio 2 con un intervalo de 0.46. Estos ambitos (Fig. 18) se encuentran dentro del rango 

óptimo para el crecimiento de Legionella 

 

Figura 18. Medidas de pH registradas para los diferentes sitios de muestreo en el primer y segundo 
muestreos 
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7.3.4 Conductividad  

Las medidas de conductividad encontradas se encuentran en el ámbito de tolerancia de 

Legionella siendo 9.90 a 8.50 ms/cm3 de los sitios 3 y 1 respectivamente los cuales 

marcan el rango para el primer muestreo con un intervalo de 1.40 ms/cm3. Para el 

segundo muestreo el ámbito fue de 8.6 a 10.6 ms/cm3 del sitio 3 y 1 respectivamente 

marcando un intervalo de 2 ms/cm3 entre ambos (Fig. 19). 

 

Figura 19. Conductividad registrada para los diferentes sitios de muestreo en el primer y segundo 
muestreo. 
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8. DISCUSIÓN 

 

De los 27 aislados bacterianos obtenidos, 16 resultaron positivos como Legionella spp. 

identificados mediante la observación de las características coloniales sin embargo, solo 3 

de estos 16 aislados presentaban la morfología típica del género la cual es convexa, 

circular de color blanco a gris brillante con una textura parecida al vidrio esmerilado, 

mismas que crecieron a los tres o cuatro días después de que fueron sembradas aunque 

se dejaron crecer hasta los 7 días que marca el protocolo (NCID, 2005), los 11 restantes 

presentaban una morfología atípica aunque se desarrollaron bien en el medio selectivo 

BCYE para Legionella, adicionado con cisteína, la incubación tuvo la misma duración para 

estas colonias atípicas que tenían características distintas, no presentaban las formas de 

crecimiento circular que presenta el género, éstas mostraban un crecimiento no uniforme 

y ninguna forma reconocible, muchas de ellas presentaban la textura característica con 

una consistencia ligeramente viscosa y la coloración que presentaba la mayoría de ella 

era de blancas brillantes a grises tenues aunque hubo dos de ellas que denotaban un 

color marrón y otra de color verde-amarillo. 

 

 

Los resultados de las amplificaciones de los 27 aislados analizados por PCR para 

confirmar la presencia del gen de patogenicidad MIP y del gen LPG0744 coincidieron en 

un 81.25% con las muestras en cultivo con crecimiento positivo, 13 de 16 colonias 

pertenecían al género Legionella pneumophila utilizando las diferentes metodologías 

(Bernarder et al., 1997; Pascual et al. 2001; Bej et al. 1991), la taxonomía de seis de estos 

aislados de Legionella spp. fue confirmada como de organismos pertenecientes al género 

y especie L. pneumophila serotipo 1 por el método de Yong et al., (2010) con los primers 

lpg0744. Yu et al. 2002 encontraron que L. pneumophila serogrupo 1 es responsable del 

80 al 90 % de los casos la enfermedad del legionario. Por otra parte en una serie de 

estudios de América del Norte y Europa Occidental, del 1 al 13% de todos los casos de 

neumonía están asociados con este patógeno (Broome et al., 1983). Aunque la 

identificación de especies de Legionella y sus diferentes serogrupos es importante para la 

gestión clínica y ambiental, así como el análisis epidemiológico, algunas pruebas 

moleculares rápidas pueden diferenciar los aislamientos de L. pneumophila serogrupo 1 

de otros serogrupos, así como L. pneumophila de otras especies de Legionella. Antes de 
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la determinación de las secuencias del genoma de Legionella, se han identificado los 

genes que eran específicos para L. pneumophila por hibridación experimental de 

sustracción genómica de L. pneumophila con L. micdadei. Dos blancos surgieron como 

potencialmente útiles para discriminar serogrupos de Legionella basados en el hecho de 

que lpg0774 (lpp0839), se asoció con la región de la biosíntesis de LPS del serogrupo 1 

(Yong et al., 2010) 

 

La presencia de los amplicones obtenidos del gen MIP para la identificación de Legionella 

spp. sirvió para comprobar de los resultados obtenidos de las observaciones de la 

morfología colonial de Legionella. Por lo tanto, la utilización de la amplificación del gen 

MIP es un método confiable que representa una herramienta útil para identificar aislados 

de muestras clínicas y ambientales de L. pneumophila y especies de Legionella (Haroon 

et al., 2011). Por otra parte la amplificación del gen MIP utilizando la técnica de PCR 

anidado puede ser ventajoso en la construcción de una prueba de identificación rápida de 

muestras para su confirmación con aumento de especificidad y sensibilidad (Bernarder et 

al., 1996). Este método de PCR anidado obtuvo resultados positivos para L. pneumophila 

recolectada de bioaerosoles en un estudio previo, aun cuando las muestras en los medios 

de cultivo selectivo dieron resultados negativos (Pascual et al., 2001). 

 

 

En cuanto al tipo de muestra, con los resultados de los aislados bacterianos se comprobó 

la importancia de las biopelículas para el género Legionella porque en las biopelículas 

flotante (Bf) y las adheridas (Ba) fue donde se encontraron con más frecuencia bacterias 

del género Legionella spp, ya que la naturaleza de estos medios implica que la bacteria es 

capaz de obtener el suministro necesario de aminoácidos y el carbono orgánico de ese 

mismo ambiente, además de la protección a cambios ambientales y biocidas, más 

específicamente del consorcio microbiano situado en las biopelículas (Declerck, 2010). 

Legionella spp. coloniza biopelículas existentes y prolifera en altos números (Rogers et 

al., 1994). 

 

 

Se considera que todos los sitios son cuerpos de agua poco contaminados aptos para el 

usp recreativo y con una baja cantidad de nutrientes, esto puede ser un factor favorable 
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para la presencia y el crecimiento de los organismos del género ya que Legionella spp. se 

detecta comúnmente en ambientes oligotróficos acuáticos (bajo contenido de nutrientes), 

esto por otra parte también puede favorecer a la formación de las biopelículas (Declerck, 

2010). En comparación con las biopelículas flotantes, las biopelículas adheridas pueden 

ser vistas como un sistema de nutrientes adecuado para la mayor replicación y 

proliferación de bacterias heterótrofas (Hsu et al., 2011). El sitio de muestreo 1 es el 

segundo lugar con mayor presencia de Legionella a pesar de que este no está al alcance 

de la actividad humana, y es allí, uno de los lugares donde el agua emana a la superficie. 

Esto sugiere que Legionella spp. puede provenir de las aguas subterráneas y aportes 

atmosféricos, como se ha propuesto previamente (Sakamoto et al., 2009; Costa et al., 

2005; Parthuisot et al., 2010). 

 

 

En el sitio 3 de muestreo se encontró la mayor presencia de Legionella donde 60% de las 

muestras resultaron positivas, en particular este sitio es un cuerpo de agua más pequeño 

en, comparación con el sitio 2 y 4, además presentaba mayor estancamiento promoviendo 

la propagación de microflora comensal y azolve de sedimentos ya que el agua contenida 

en ese sistema tiene una menor circulación. La colonización de los sistemas de agua por 

especies de Legionella depende de una combinación de los factores antes mencionados 

(Abu et al. 1998). 

 

Investigadores de todo el mundo han informado de que la presencia de Legionella en el  

ambiente acuático depende del espectro de organismos protozoos en particular de 

amebas de vida libre (Greub y Raoult, 2004). Otros autores también han demostrado que 

Legionella dentro de las amebas de vida libre (AVL) en biopelículas flotantes se detectan 

con mayor frecuencia que en las biopelículas adheridas. Esto sugiere que las condiciones 

de nutrientes y la presencia de AVL influyen en la presencia y supervivencia de Legionella 

(Hsu et al., 2011). Condiciones de nutrientes bajas y alta prevalencia de AVL dentro de las 

biopelículas flotantes puede llevar a que Legionella se establezca en estos protozoos 

(Taylor et al., 2009). Un ejemplo de lo anterior es, la incapacidad de Legionella para 

utilizar L-cisteína que puede actuar como un factor limitante en el crecimiento extracelular 

(Ewann y Hoffman, 2006). Legionella dentro de las AVL representan un riesgo significativo 

para la salud humana, ya que al estar en el medio intracelular para su multiplicación, se 

encuentran con frecuencia en las biopelículas flotantes, de modo que más fácilmente 
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puede formar aerosol, aumentando así el riesgo de difusión del microorganismo por 

inhalación humana pudiendo llegar mas fácilmente a los usuarios del balneario. Legionella 

en el medio intracelular en AVL puede causar sinergia debido a que su capacidad de 

resistir a desinfectantes al igual que para resistir la destrucción por los macrófagos 

humanos (Fritsche et al., 1998). 

 

La presencia de Legionella spp. en el área de estudio está relacionada a las condiciones 

físicoquímicas que este hábitat ofrece en particular, la temperatura la conductividad y el 

pH registrados son ideales. Legionella está presente en forma ubicua tanto en ambientes 

de agua dulce naturales como antropogénicos, donde pueden soportar temperaturas de 5 

a 63 °C y un intervalo de pH de 5-9 (Atlas, 1999). Huang et al., en 2010 demostraron la 

incidencia de Legionella en muestras de agua de manantial con intervalos de pH de 5-6, 

6-7, 7-8 y 8-9 fue del  50 % (1/2), 46,2% (6/13), 31,0% (13/42) y 0% (0/15), de muestras 

positivas respectivamente, no observaron especies de Legionella en el agua de manantial 

con un pH del 8-9. Sin embargo, Ohno et al., en 2003 encontraron que el pH óptimo para  

Legionella en un ambiente acuático varió de 6-8 y que la mayor supervivencia de 

Legionella fue evidente en un microcosmos de agua caliente ajustada a pH 8,0, un 

hallazgo que era incompatible con el resultado de Katz y Hammel et al., 1987 quienes 

prueban que el pH es un factor importante para la supervivencia de L. pneumophila al 

demostrar que la bacteria muestra una disminución de 2 log después de una incubación 

de 1 mes en agua del grifo con un pH 4,0 a 7,0, pero una disminución de 6 log en pH 8,0.  

En el presente estudio la mayor presencia de Legionella se obtuvo del sitio de muestreo 3 

(Figura 18) el cual tuvo valores de pH de 8.43 en el primer muestreo y 6.21 en el segundo 

este cambio puede deberse a la diferencia de temporadas en que se llevaron a cabo los 

muestreos (húmedas o secas) ya que en temporada de lluvias (húmedas) debido a la 

geomorfología del lugar pudo haber un gran aporte de agua de origen fluvial modificando 

así el pH del sitio. El pH de 8.43 del primer muestreo sobrepasa significativamente los 

márgenes establecidos por los autores que se mencionan anteriormente la supervivencia 

de Legionella en este medio poco óptimo puede deberse a la presencia de AVL y a los 

microambientes que ofrecen las biopelículas al igual que a un mayor estancamiento del 

agua promoviendo la proliferación de la microflora comensal y azolve de sedimentos (Abu 

et al. 1998). ya que el agua que contiene el sitio 3 tiene una menor circulación por otra 
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parte Atlas et al., (1999) propone un intervalo de pH de 5-9 para el crecimiento óptimo de 

Legionella spp. 

 

Con respecto a la temperatura del agua, los intervalos registrados (Figura 17) que van de 

22.2 °C a 28.1° C caen en el valor óptimo de temperatura para el desarrollo de las 

bacterias del género Legionella lo cuales concuerdan con el estudio de Huang et al., 

(2010), en el cual se reporta que las especies de Legionella se distribuyeron en agua con 

temperaturas de 22.7-48.6° C. Legionella mantiene sin problemas su actividad metabólica 

hasta una temperatura de 42° C aunque su cultivabilidad desciende, sin embargo, con 

temperaturas más bajas también mostraron una supervivencia más larga sin pérdida 

potencial de cultivabilidad, lo que sugiere que este género puede haber evolucionado para 

adaptarse a ambientes acuosos a bajas temperaturas, aunque la temperatura de 

crecimiento preferida en medio de laboratorio es 36 °C. En otro estudio Kusnetsov et al., 

(1996) reportan que el crecimiento celular y la actividad metabólica disminuyeron 

notablemente en todas las cepas de L. pneumophila a temperatura por encima de 45 °C; 

Sin embargo, la actividad metabólica fue todavía posible a 51.6 °C, más allá de la 

temperatura máxima para el crecimiento celular. Por otro lado Huang et al., (2010) 

demostraron que la cultivabilidad de L. pneumophila en agua termal a 45 y 50 °C se 

pierde más rápidamente que a los 42 °C y se pierde completamente la actividad 

metabólica a los 50 °C. 

 

La conductividad medida en los sitios de muestreo se ajusta al rango de tolerancia de 

Legionella spp. reportada por Ohno et al. 2003 en donde se demuestra que L. 

pneumophila podría mantener la actividad metabólica estando en agua con una 

concentración de sales casi similar a la del agua marina sin embargo, tanto el 

cultivabilidad y la actividad metabólica de L. pneumophila se pierden rápidamente en agua 

destilada esterilizada. Además, la dilución con agua destilada esterilizada de dos 

muestras de agua caliente de manantial disminuyó la capacidad de supervivencia de L. 

pneumophila en función de la tasa de dilución (Huang et al.,  2010). No está claro qué 

factor causó este fenómeno; Sin embargo, algunos minerales han sido conocidos por 

jugar un papel importante en el metabolismo bacteriano (Huang et al., en 2010). Las 

medidas de conductividad tomadas en los cuatro sitios de muestreo (Figura 19), la 
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mayoría de ellas arriba de los 9 ms/cm3, sugiere que estos sitios tienen una cantidad 

considerable de minerales disueltos un factor importante en el desarrollo de L. 

pneumophila. Aunque el efecto de los minerales en la supervivencia de L. pneumophila es 

aún desconocido, States et al., 1985  mostraron que los niveles más bajos de ciertos 

minerales, tales como hierro, zinc, y el potasio son factores importantes en la 

supervivencia y el crecimiento de L. pneumophila en agua del grifo en contraste, los 

niveles más altos de minerales son tóxicos. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Se determinó la presencia de bacterias del genero Legionella spp. en el agua y  

biopelículas del balneario natural “Hierve el Agua” en el Estado de Oaxaca en dos 

muestreos efectuados a lo largo de un año. 

 

Mediante la utilización de la técnica de cultivo en medio selectivo BCYE enriquecido con 

cisteína, se logró detectar la presencia de Legionella spp. mostrando colonias 

morfológicamente similares a las descritas para el género Legionella además  se reporta 

por primera vez la presencia de bacterias patógenas del género Legionella spp. en el 

estado de Oaxaca. 

 

Aislados bacterianos con formas coloniales similares a las típicas del género en los 

cultivos microbiológicos identificadas como Legionella spp. fueron confirmadas por PCR 

punto final y anidado como pertenecientes a la especie L. pneumophila, algunas de las 

cuales fueron aproximadas al serotipo 1 correspondiente al grupo más virulento del 

género.  

 

Se estableció que no existe relación directa de Legionella spp. con los parámetros 

fisicoquímicos medidos para cada sitio de muestreo, los resultados demostraron que eran 

condiciones ideales para la bacteria al estar entre los intervalos que la misma requiere y 

no se muestra una diferencia significativa. 

 

La presencia de esta bacteria en el balneario sugiere un riesgo potencial de infección 

especialmente en personas inmunodeprimidas, por lo que Legionella debe ser 

monitoreada constantemente ya que las condiciones físicas y químicas de este tipo de 

ambiente facilitan el desarrollo de estas bacterias. 
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ANEXO 

 

 

Electroforesis que muestra el total de amplificados obtenidos utilizando los primers de Bernarder et 
al., 1997 en gel de agarosa al 1.5%. Control positivo (carril 1). Muestras positivas por No. de 
aislado: 1, 2, 3, 4, 5, 12, 19, 26. Relación entre No. de aislado y característica de la muestra: 1-
MM1-Mm, 2-2aII-Bf, 3-Cascada-Ba, 4-1aI-Bf, 5-2c-S, 12-3b-Ba y para el segundo muestreo: 19-
3aI-Bf, 26-4aI-Bf. 
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Electroforesis mostrando el total de amplificados obtenidos utilizando los primers de Pascual et al. 
2001 en gel de agarosa al 1.5%. Marcador molecular (MM), Control (C), muestras positivas por No. 
de aislado: 2, 3, 4, 8, 9, 11, 12, 19, 20. Relación entre No. de aislado y característica de la muestra: 
2-2aII-Bf, 3-cascada-Ba, 4-1aI-Bf, 8-MM2-Mm, 9-4aII-Bf, 11-4aII-Bf, 12-3b-Ba para el primer 
muestreo y 19-3aI-Bf, 20-1b-Ba para el segundo muestreo 
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