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INTRODUCCION 

Las legionellas son causas de enfermedades 
pulmonares conocidas como legionelosis. El género 
Legionella comprende más de 30 especies, las cuales 
pueden ser subdivididas en serotipos (Winn, 1988). 
Legionellapneumophila, serotipo 1; son los agentes más 
prevalentesde la Legionelosis. 

El hábitat natural de legionellas es el medio 
acuático. Tal es así quepueden ser rápidamenteaisladas 
de sistemas deagua doméstica, a menudo en asociación 
con amebas de vida libre (Winn, 1988 y Rowbotham, 
1986). Las legionellae son capaces de multiplicarse 
intracelularmente en macróf egos pulmonares condu-
ciendo a severos perjuicios de los tejidos en el curso de 
la infección. 

Prolongados pasajes o repiques de Legionella 
en medios de cultivo en laboratorios, conducen a una 
espontánea pérdida devirulencia, peroactualmente son 
pococonocidos losfactoresdeterminantesdela virulencia 
de legionella. 

Las aproximaciones genéticas revelan que una 
membrana ligada a la proteína, denominado infectivo 
potenciadormacrófago(macrophageinfectivitypotentiator) 
es importante para el inicio de la infección de las células 
sanas (Cianciotto y otros, 1989 y 1990), además, dos 
proteínas que exhiben actividades hemolíticas han sido 
donadas recientemente en E.coli K-12 (Quinn, 1989 y 
Wintermeyer). Lamayor proteína secretoria (Msp) es una 
metal° proteasa de 38 KD, parece no tener influencia en 
la virulencia (Blander y otros, 1990). Aun que no se ha 
esclarecido si esta otraproteína hemolitica, denominada 
legiolisina (39 KD), contribuye o no a la virulencia. 
También una proteína de choque térmico de 60 KD con 
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1. Doctora en biología 

epitopos inmunodominantes y una proteína 
péptidoglucano asociada de 19 KD fueron cbnadas y 
analizadas recientemente. 

En un estudio preliminar, nosotros reportamos 
sobreel análisis molecular de la proteína específica de L. 
pneumophila. 

Experimentos de subclonantes y análisis de 
secuencias revelaron homología de esta proteína a 
lipoproteínas de Haemophilus influenzae y Escherichia 
coli (Ludwig y otros, 1991). La proteína 19 KD se 
encontró asociada con la capa de mureína del 
recombinante E. coli y L. pneumophila (Ppl). Por consi-
guientese denominóproteína asociadaapéptidog lucen° 
de legionaria (PplA). En esteestudio, nosotros analizamos 
la presencia genética y la expresión de secuencias 
homólogos de Ppl en legionellae y otras bacterias gram 
negativas. 

MATERIALES Y METODOS 

CEPAS BACTERIALES Y LOS PLASMIDOS 

Las cepas bacteriales usadas en este estudio 
están listados en la tabla 1 El recombinante ppL espe-
cífico plasmido pBLL 30 ha sido descrito recientemente. 
El plásmido se ha mantenido en DH5 de E. coli bajo 
presión antibiótica (ampicilina 100 )Jgime). 

MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y ENZIMAS 

Especímenes de Legionellafueron cultivados en 
placas de BCYE-agar (oxoid, wesel. Alemania) incuba-
dos a 37°C en 5% de atmósfera de CO2  por 2 a 3 días 
(Harrison yTaylor, 1978). Las cepasde E. cotrytodas las 
otras bacterias gram negativas, fueron incubados a 37°C 
por 24 horas en agar Luda Bertani (LB) a excepción de 
Bordetellaperfussis, quefueculfivadoen Bordet-Gengou 
(BG, Difco, Detroit, Michigan, USA) conteniendo 5% de 
sangre de ovino por 5 días a 37 °C . Los radioquímicos 
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fueron comprados de NEN Research Alemania, todos los 
otros compuestos químicos fueron regalados de Sigma 
(Deisenhofen, Alemania). 

TECNICAS DE DNA 

Plásmido y DNA cromosomal fueron aislados 
como descritos tempranamente (19;20). Para el análisis 
de las enzimas de restricción, DNA fue tratado con 
enzimas apropiadasylosf ragmentos resultantes fueron 
separados en gel con 1 % de agarosa, Hind III ligado a 
lambda de DNA fue el marcador de tamaño. 

PCRamplificacIón 

Un fragmento 523 bp acodado solamente a 
PpLA fueamplificado por reacción encadena polimerasa 
(POR) usandoel bio-medtermociclo 60 (Braun, Gottingen, 
Alemania). Primerofueron seleccionadosdeacuerdo a la 
secuenciapubficadapor Ludwig ycolaboradores (Ludwig 
y otros, 1991) 5'GCCGGATCGTTTTATAAATGGG 3' 
(posición de 116-139) y S'CTTGTTGCCTCATAAATAA 
ACTCTC 3' (posición invertida 639-615)1a sintesísde los 
oligonucleófidos ha sido realizada con el método de 
acoplamiento automatizado fosforamididita (TIB 
MOLBIOL, Berlín, Alemania). La solución de PCR conte-
nía 100 mM KCl, 20 mM Tris (pH 8,3); 0,02% gelatina, 2 
mM, MgC12 200 pM, de cada una de la dioxi nucleófido 

trifosfato, 0,5 pM cada uno de los primeros y 2.5 

unidades (units) de taq DNA polimerasa (Boehringer, 
Alemania). El volumen total de la reacción PCR era 100 
p I aproximadamente 0.5 ug deltemplate DNA (plásmido 

pBLL 30) (ibid)fue inicialmente desnaturalizado a 95°C 
por 3 minutos. Después de un total de 30 ciclos fueron 
corridos usando 3 temperaturas para el PCR losciclos de 
desnaturalización a 94°Cpor minuto, primerocalentando 
y enfriando a 55 °C y extendiendo a 72°C por 2 minutos. 

MARCACION RADIOACTIVA. 

El fragmento específico de pplA generado por 
PCR (ver aniba) ha sidoaisladodeagarosaymarcado por 
el métodode FeinbergyVogelstein (Feiberg yVogelstein, 
1983)conerrandom priminDKircompradodeBoehringer, 
Mannheim, Alemania, usando P-dCTP32. 

Southem Hibridación 

La transferencia del fragmento DNA a la mem-
brana de Nylon Biodine ha sido hecha de acuerdo al 
método de Southern (Southem, 1975) modificado y 
descrito porel artículo (BioSupport, New York, USA). La 
hibridación a elevada estringencia se hizo en 50% de 
formamida a 42%en 5 xSSC.Losfiltros hansido lavados 
3 veces con 0,1 % x SSC/ 0,1 c%) SDS a 56°C para 
condiciones de baja estringencia, el contenido de  

formamida de la solución fue reducido a 25% y la 
hibridación fue llevada a cabo a 37 °C con 6 x SSC. Los 
filtros fueron lavados en 2 x SSC/0,1% SDS a 56°C tres 
veces. Estas condiciones permitieron aproximadamente 
10%a 25%de apareamiento forzado de acuerdo a Davis 
et al (1980). 

PREPARACIONDE ANTICUERPO ANTI-PPLA. 

Elanticuerpoanti-PplA policlonal monoespecífico 
ha sido preparado en conejos, usando la cepa E. collK-
12 expresándola a la proteína 19 KD para el análisis de 
Western Boit, los anti-sueros fueron absoividos con E. 
col/corriente sólo el vector (ver Ludwig et al, ibid). 

SDS-PAGE y análisis de Western blot 

SDS-PAGE se hizo de acuerdo a Laemmli 
(1970) usando geles al 10% de poliacrilamida. El 
extracto integral de células usadas para el análisis de 
Western blot fue preparado después de que éstos se 
incubaron a 37°C yf ueron lavadascon agua destilada, la 
densidad óptica fue ajustada a 0,8 y 1 ml de la 
suspensión ycentrif ugada. Después de eliminar el sobre 
nadante, las bacterias fueron suspendidas en 100 p I de 
laemmli-buffer hervidas por diez minutos. Para SDS-
PAGE fueron 10 pl aplicados. Western blot fueron 
realizados como describe Towbin et al (1979) usando 
peroxidasaconjugada"swine - anti-rabbit IgG anticuerpo" 
(DAKO, Hamburg, Alemania). 

RESULTADOS 

DISTRIBUCION DE LAS SECUENCIAS DE PPL EN 
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS 

Para determinar la presencia de secuencias de 
ppl entre Legionellaeyotras bacterias gram negativas se 
aisló DNAcromosomal de una variedadde especímenes. 
Después de la digestióncon Clal. La hibridación Southem 
se llevó a cabo usandoelf ragmentoespecífico 523 bp de 
PplA (Ludwig, ibid) (tabla 1) y bajo condiciones de alta 
estringencia sólo los aislados de L. pneumophila mostra-
ron hibridación para esta prueba de DNA. Es interesante 
que el tamaño del resultado de Clal fragmento no 
corresponde al del fragmento donado. También estas 
diferencias pudieron ser detectadas entre los diferentes 
gérmenes de L. pneumophila de acuerdo al modelo de 
hibridación de Clal. Usandootras variedades de enzimas 
de restricción la colinialidad entre la estructura del gen y 
el cromosoma del especimen original L. pneumophila, 
Philadelphia 1 y los plásmidos específicos de ppl pudo 
ser confirmado (datos no mostrados). 

Bajo condiciones de menor estringencia, se 
pudo observar distinta hibridación en t d s las otras 

91 



	  Ciencia 8/. Desarrollo 

cepas de legionella examinadas (tabla 1). El aislado 
genómicode DNA de E.coli,Shighella flexneri, S. sonnei, 
Serratia marcescens, S. fiquefaciens, Salmonella 
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas 
sobria y Borcletella pertusis no exhibieron señales de 
hibridación con la secuencia PpIA. 

EXPRESIONDE SECUENCIA DE PPL EN BACTERIAS 
GRAM NEGATIVAS 

En aproximaciones más lejanas, para clarificar 
la expresión de proteínas ligadas al PplA, se emplearon 
anticuerpos monoespecíf icos policionales anti-PplA en 
análisis de Western blot de extracto integral de las 
células derivadas de los especímenes mencionados 
arriba. En la tabla 1 se puede ver que los aislados de la 
L. pneumophila reaccionaron muy f uerte en Western blot 
exhibiendo proteínas del mismo tamaño como los 
donados PplA proteínas de 19 KD. Entre los otros 
géneros de as cepas de legionella, en las proteínas 
reactantes de similar tamaño, se pudo detectar en L. 
longbeachae(serogrupos 1 y2), L. micdadei, L. dumoffii, 
y L. bozemanii(serogrupos 1), L. hackeliae (serogrupos 
1 y2), L. gormanii, L. jordanis, L. israelensis y las otras 
cepas no Legionellas, no mostraron ninguna reacción. 

DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Todos los aislados de L. pneumophila examina-
dos en este estudio incluyendo un derivado avirulento de 
la cepa Philadelphia 1 expresaron proteínas con un 
tamañode 19 KD reaccionandocon el anticuerpo policional 
anti-PplA. Una variedad de cepas de Legionellas no-
pneumophila reaccionaron, pero hubieron otras que no 
reaccionaron. Entre las diferentescepas gram negativas 
examinadas no se pudo observar reacción al antisuero. 
Algunas de lascepas Legionellas analizados aquíf ueron 
previamente examinados por Hindahl e Igiewski(Hindahl 
yotro, 1987)con antisuerosespecif icos para una proteína 
19 KD L. pnemophila. Sus datos están en completa 
concordancia con los resultados presentados aquí, 
mientras que (Engleberg y otros, 1986) encontraron 
proteínas ligadas reactantes con una preparación de 
anticuerpos anti 19 KD en L. gormanü y L. jordanis, los 
cuales fueron negativos en nuestros estudios. Esta 
discrepancia pudo ser debido al diferente modo de 
preparación delanticueipoasicomo estosautoresdieron 
un titer elevado con esto sería posible la detección de 
proteínas, las cuales presentaron partes iguales sólo en 
algunos epitopos comunes. 

Se intentó una aproximación posterior por estu-
dio de hibridación con una prueba específica de PplA 
usando condiciones de baja y alta estringencia. Sólo los 
aislados de pneumophila reaccionaron con la prueba 
pplA DNA en condiciones de alta estringencia. Mientras 

TABLA No. 1: Distribución y expresión de secuencias de 
ppl entre Legionella y otras especies 

NibtidaCion 	Reacción 

con ppl 	 con 
Anti-PplA 

Referencia (estringencia) anticuerpos°  

Alta Baja 

1.Lpneumeollie (Si )philadelphia 1 	 ATOO 33152 
2. Lpneurnephila (61))0(9, avirdeniPhiledeeNe1 (29) 
3.L.pneurnaphilatllS1 enviromentel Selle 	(29) 

L. pneumophila U2268 enviremental Enlate 	(29) 
L pneumaphilal1229.3 enviramerital Relate 	(29) 
Loneurnophila MEP19E1 emir:mental rollete (29) 
L prouncobila 69551 pobló rudo° 	(8) 

e. L. pneuMaphila 66754 parrennsolete 
9. L. pneumophila 840.55 petientColate 
10 L. pneumophila 85458 pallent isolate 
11Lla4eachae SI 
12 L hogbeachae 52 
13 L dumarit 
14L.bazernanirE1 
15L miedadei 
16 L. momo' 
17 L. Ordenrs 
leL 10.10E1 
19 Lleeleii 52 
20L. heckeliaes1 
21 L. hackellaeS2 
22 L. isreelensis 
23 L. eakridgensis 
24 Serrana marcerecens W225 
25 Serraba liqueleciens DEM 30084 
28 Agramas sobria ABS 
27EaMonella tipbrourium05-1/4,12O1.2 
28 Bordelella penussles 6564N5 
29 Paeudomonaseeruginese S.5712 
30 Ebigella satine' 5542/89 
31 Snoulla tIeieri 126569 
32 E. coli 538 

5 determinación de serogrupo 
determinación en Western Mota usando extracto de células integrales 

que todas las otras cepas de Legionella no pertenecien-
tes a la especie de L. pneumophila mostraron señales de 
hibridación, solamente en condiciones de baja 
estringencia, no respecto a la expresión de proteína 
ligada PplA. Todas las otras bacterias gram negativas no 
exhibieron señales de hibridación bajo las últimas 
condiciones. Como la proteína PplA exhibe sólo 60 %de 
similitud y 37 % de identidad a la proteína Pal de E. Coli, 
a nivel de aminoácidos la hibridación positiva en 
condiciones usadas equino pudo ser detectada. Anáhsis 
de DNA con PplA específico de prueba de DNA pudo ser 
usada para discriminar L. prieumophila de Legionellae, 
mientras que taldiferenciación no pudoseralcanzada por 
análisis inmunológico, usando el anfisuero anti-PplA. 
Tales hallazgos pueden ser útiles para la evaluación de 
pruebas de diagnóstico de DNA. Este interés del modelo 
de hibridación Cial de las cepas exhibió heterogeneidad 
en algún grado y el fragmento 1,8 Kb CLAI donado no 
estuvo presente en este tamaño de la cepa original de L. 
pneumophila Philadelphia 1. Las diferencias de las 
modif icacionesen DNA de losgenomos yto la localización 
de Ppla a diferentes posiciones en los cromosomas de 
varios aislados pueden explicar estos hallazgos. Es 
importante anotar que las proteínas ligadas al PplA de 

N° 	Muestra 

rnrs lady 
mis study 
mis Study 
ATCC 33482 
ATOO 33484 
ATCC 33279 
ATOO 33217 
ATOO 33218 
ATOO 33297 
ATOL 33623 
ATOO 35072 
ATCC 35849 
ATOO 33250 
ATOO 35999 
ATOO 43119 
ATOO 33781 
Braununpublished 
Braununpublished 
(30) 
Flore unpublished 
Heesernann unpublühed 
Bah ring° r u npubli s hed 
HeaSemanil unpubkshed 
HeeSeniann unpubleshed 
(20) 
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similar tamaño, pueden también ser detectadas en 
especímenes de Legionela, mostrando sólo limitada 
homolog fa de DNA. Estos fueron reflejados por su 
hibridación resultante en condiciones de más baja 
estringencia. Resultados similares han sido obtenidos 
para la proteína semejante al Mip (Mip-like) (Cianciottoy 
otros, ibid), los cuales también pudieron encontrarse en 
toda la Legionellas aisladas yde especies no respectivas, 
aunqueexisteunasecuenciade homologíaglobal, limitada 
al gen donado Mip de L.pnemophila. 

En contraste a PplA (Mip-like), la proteína pare-
cida al Mip es producida por diferentes especies de 
cepas de Legionella, éstas difieren más drásticamente 
en tamaño. Además, las proteínas que están relaciona-
das inmunológicamente yeon un similar tamaño, pudie-
ron ser detectadas en todas las especies de Legionella 
y en otras bacterias, usando anticuerpos policlonales y 
monoclonales. Observando la proteína del choque al  

calor 60 KD (heatshock)(HtpB)clonadode L.pneumophrla 
(datos de Chirinos, todavía no publicados) (Hoff man y 
otros, 1989; Steinmetz y otros, 1991). Usando una L. 
pneumophila htp específica de muestra de DNA, en 
condiciones de baja astringencia en experimentos de 
hibridación, aparecen señales aisladas, sólo en el caso 
de L. pneumophila, pero no en una variedad de otras 
especies de Legionella. 

La presencia de epitopos inmunodominantes 
conservados en estas proteínas pudieron explicar tales 
hallazgos contrariamente, estudios con la proteína 
hemolíticaclonadade L. pneumophila, la Legiollisinayla 
proteína de mayor secreción (Quinn y otros, 1989), 
revelaron que la expresión de proteínas relacionadas 
inmunológicamente es detectada exclusivamente en 
miembros de las especies L. pneumophila. Estos datos 
son de uso en las pruebas de ensayos inmunológicos 
usadas en la detección e identificación de Legionellae. 
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