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INTRODUCCION

Existen muchas bacterias de conocida patogeni-
cidad para el hombre que son capaces de producir se
rias enfermedades y la muerte, en ocasiones por en-
contrarse en reservorios de lo més insospechado, -
pudiendo pasar desapersibidas y producir brotes epi
demioldgicos.

Se reconoce que legionella pneumophila tiene -

capacidad de producir enfermedad pulmonar y también
atacar a otros 6rganos y tejidos (1,2,3,5)., A la en
fermedad prcducida se le llama Legionelosis y puede
alcanzar grandes proporciones en cuanto a brotes e-
pidémicos con un alto fndice de mortalidad, el cual
asciende a un 15-20% (2,4).

En Estados Unidos de Norteamérica, éste padeci
miento l1lamdé en poco tiempo la atencion de muchos -
investigadores (4), lo que convirtio a la Legionelo
sis en una entidad nosolégica de gran importancia -
en la patologia respiratoria y desde entdnces ha pa
sado a formar parte del grupo de enfermedades que -
se tienen que reportar rutinariamente para su con--
trol estadistico e informativo.

La investigacién de ésta enfermedad se inicid

formalmente cuando del 21 al 24 de Julio de 1976, -



la Legién Estadounidense de I’ensilvania hizo su con
venciédn anual en el Hotel Bellevue Stratford de 1la
ciudad de Filadelfia donde asistieron cerca de 4500
miembros delegados. Durante el siguiente mes, un -
brote repentino de neumonia y otras enfermedades -
respiratorias febriles afectdé a 221 de las personas
que asistieron a la convencién; habian estado en el
hotel o pasado cerca de él,., Treinta y cuatro murie-
ron, La causa de la enfermedad de los Legionarios,
como se llamb la afeccidon, permanecié desconocida -
hasta cinco meses después cuando Mc Dade (6), utili
zando técnicas para el estudio de rickettsias, sefia
16 el aislamiento de un bacile delgado, gram negati
vo del tejido pulmonar de pacientes que habfian muer
to de ésta enfermedad., Las muestras de suero sangui
neo pareadas y almacenadas en el Centro de Control
de Enfermedades de Atlanta, Gerogia, E.U.A. revela-
ron que el mismo microorganismo o alguno antigénica
mente similar, causé un brote de neumonia en 1965 -
en un hospital de Washington D.C. (7), y un brote -
de sindrome respiratorio febril y ncumonia en 1968
en el edificio del Departamento de la Salud en Pon-
tiac, Michigan, E.U.A. (2).

En 1978 Morris (8), aislé la bacteria de diver



sas muestras del medio ambiente junto con investiga-
ciones de brotes ese afo. Se pensé que las torres -
de enfriamiento del aire acondicionado y los conden-
sadores para evaporacién habian sido la fuente de di
seminacién en los brotes de Pontiac y Memphis en - -
1968 y de Atlanta en 1978 (9,10). MAs tarde ésto se
comprobdé cuando se aisld la bacteria de dichos si- -
tios y de otros més (8,9).

Del 13 al 15 de Noviembre de 1978 se llevb a ca
bo el Simposio Internacional de la Enfermedad de los
Legionarios en el Centro de Control de Enfermedades
de Atlanta, Georgis, E.U.A. (11), En dicha reunién
Brenner y colaboradores (12), propusieron denominar

al microorganismo Legionella pnecumophila, especie No

va, de la familia Legionelaceae y se informbé que en
1974 se habia aislado una bacteria que se comprobd e

ra idéntica a Legionella pneumophila (13).

Son reconocidos dos tipos de infeccién e¢linica:
La primera es 1a forma neuménica, de incubacién pro-
longada (dos a diez dias), denomidada Enfermedad de
los Legionarios, que ocurre en forma esporédica o en
brotes epidémicos y puede ser mortal (6,14); La se—-
gunda es la forma no neumdnica, de incubacidén corta

(veinte a cuarenta y ocho horas, miximo treinta y --



seis), llamada Fiebre de Pontiac la cual solo se ha
observado en epidemias, al parecer no es mortal y -
cura espontaneamente.

La infeccidén ataca preferentemente a pacientes -
adultos (2), en comparacién con los infantes (14, -
15). Existen factores predisponentes de tipo ocupa-
eional (10,16,17); los viajeros (12); el tabaquismo
y el alcoholismo también son factores de riego (14,
19,20). La coincidencia de neoplasias en enfermos 6
que reciben medicacidén inmunosupresora es también -
factor de riesgo para una enfermedad de tipo nosoco
mial (20,21,22), se han observado casos en recepto-
res de transplante renal (14,21,23), entidades que
se presentan en nuestro medio.

El microorganismo es un bacilo flagelado, que
se tine como gram negativo, de temano variable de--
pendiendo del medio de cultivo en que se desarrolle.
Aunque se han encontrado formas mAs largas (filamen
tosas), tipicamente mide 0.5 a 0.7 micrometros de -
ancho por 2 a 20 micrometros de largo; es aerobio,
no forma esporas, crece mejor en un pH de 6.9 a 7.0
(2). Las pruebas bioquimicas han comprobado que se
trata de un microorganismo catalasa positivo, debil

mente oxidasa positivo, no reduce los nitratos a nji



tritos, tampoco fermenta cerbohidratos, ni degrada
la urea, aunque puede utilizar el almidén (24). E1
microorganismo produce también una beta lactamasa -
(25). Recientemente en 1981 Hebert (26), del Centro
de Control de Enfermedades de Atlanta, Georgla, E.-
U.A. didé a conocer que la prueba de hidrélisis del

hipurato (que es positiva para Legionella pneumophi

la) puede ser usada como criterio para diferenciar
esta bacteria y sus especies de entre microorganis-~
mos perecidos a Legionella, La caracterizacién lle-
va la siguiente secuencia:

1,- Morfologia colonial.

2.- Morfologia microscédpica:

a).- Tincién de Gram.

b).~ Tincién de Sudén negro,

¢).- Tinecidén de Giménez.

d).- Tincién para flagelos (Leifson modificada 6
la tincién de plata para flagelos).

3.~ Identificacion preliminar:

a).- Requerimiento de L-cisteina.

b).- Produccion de pigmento caefé en agar Feeley-
Gorman.

c).- Fluorescencia amarille en agar Feeley-Gor--

mal] .



4,- Jdentificacidén definitiva:

a).- Prueba de anticuerpos fluorescentes para de
mostrar la presencia de la bacteria.

b).- Cromatograffa gas liguido.

c).- Hibridizacién de DNA (24),

Legionella nneumophila se ha obtenido de secre-

ciones respiratorias, liquido pleural, tejido pulmo-
nar, sangre, placenta, fuentes del medio ambiente in
cluyendo la tierra riberna, agua potable, de arroyos,
lagos, condensadores de evaporacién y torres de en--
friamiento de los aparatos de aire acondicionado (2).
Se han demostrado anticuerpos en diversos animales -
(27).

llasta ahora se reconocen seis serogrupos de lLe-

ezionella pneumophila, que agrupan a siete especies,

el quinto y el sexto grupo se caracterizaron en 1980

(28,29,30). La cepa tipo de Legionella pneumophila -

es la Filadelfia 1 (12). El microorganismo se trans
mite por la via aérea y no se ha demostrado el conta
gio de persona a persona (3).

Helms y colaboradores (31), en 1980 y Bettel- -
heim y los suyos (32), en 1982 hicieron un estudio -
para determinar la prevalencia de anticuerpos contra

Legionella pneumophila entre la poblacidon sana de Ig




wa, E,U.A. y en Nueva Zelanda respectivamente encon-
trando un alto porcentaje de seropositividad en ambos
grupos. Ademads de Estados Unidos de Norteamérica se
han observado casos esporédicos en Canadd, Australia
Inglaterra, Suiza, Israel, Espana, Alemania y Paises
Bajos (2,3). Cabe esperar que se identifiquen més -
casos a medida que aumente la posibilidad de diagnos
ticar la Legionelosis (2).

El diagndéstico serolégico de la Legionelosis ha
incluido a la mayoria de los procedimientos conven--
cionales, pero los anticuerpos fluorescentes han de-
mostrado ser de gran utilidad (33)., Actualmente es
el procedimiento rutinario que utiliza el Centro de
Control de Enfermedades de Atlanta, en E.U.A. labora
torio de referencia & quien se le solicité informa--
cién y recomienda dicha prueba para la determinacién
de anticuerpos en suero de pacientes en lo que a Le~
gionelosis respecta por su alta sensibilidad y espe-
cificidad (24).

Numerosos datos sugieren que ésta bacteria pue-
de estar ampliamente distribufida en la naturaleza --
(3). Tomando en cuenta que se ha encontrado practi-
camente en cunlquier medio y que en el hombre se han

’

demostrado anticuerpos contra ella, serfa obligado -



pensar que puede estar infectando @ nuestros enfer—-
mos. Es importante reconocer que esta bacterie puede
producir un elevado {ndice de incapacidad en los a--
fectados y consecuentemente producir cuantiosas pér-
didaes en lo que a salud y bienestar ge refiere.

La busqueda de anticuerpos en poblacidén general

é en enfermos para Legionella pneumophila dar una 1

dea de la prevalencia de esta infeccibén en poblacion
de la zone norte de nuestro pais. Por lo tanto, el -
objetivo de éste trabajo seria doble: por una parte

determinar en la poblacién general representada por
sus sueros sanguincos, la proporcién de aquellos que

resul taran con anticuerpos para L. pneumophila y sus

respectivos titulos, obteniendo asf{ una imagen de la
prevalencia de la infeccidén clinica o subclinica de

ésta enfermedad. Por otra parte, como se colectaron
sueros de pacientes con cuadros neumonicos diversos

ademhs de los individuos normales, se querréd ensayar
la hipdtesis de si el grupo de individuos con neumo-
patias tiene titulos de anticuerpos en meyor propor-

cion y més altos.



MATERIAL Y METODOS

Sueros sanguineos: Los sueros fueron tomados de
250 individuos. 200 voluntarios que acudieron al =--
servicio de Banco de Sangre del Hospital José E. Gon
zflez, y de 50 pacientes que fueron internados en —-
los servicios de Neumologia y Cuidedos Intensivos --
del mismo Hospital y aue cursaron con cuadrog respi-
ratorios, algunos fallecieron con diagnéstico final
de neumonfia. La mayorfia (80%) de los voluntarios y
pacientes radican en el &rea metropolitena de Monte-
rrey y el resto (20%) en municipios circunvecinos.

El rango de edades fué de 18 a 82 afios: 182 per
sonas fueron de] sexo masculino y 68 personas del se
xo femenino. Ninguno de los voluntarios presentaba
sintomatologia alguna al momento de la toma de la —-
muestra. Conversaciones con clinicos locales y ana-
ligsis de cuestionario revelaron una prevalencia ha-
bitual de padecimientos respiratorios en el Area me-
tropolitans, seis meses antes de la toma de muestra.

La sangre fué colectada asépticamente con jerin
gas desechables, y se colocaron seguidamente en tu-
bos de ensayo para ser centrifugados. El suero fué
tomade con una pipeta Pasteur y cada una de las mues

tras fué almacenada en alicuotas de 1 ml. a uns tem-
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peratura de -14°C, Los sueros sanguineos fueron en-
sayados cinco meses después,

La técnica que se dicidid utilizar para demos-
trar y cuantificar los anticuerpos fué la de inmuno-
fluorescencia indirecta descrita por Wilkinson y co-
laboradores (24),

El antfigeno usado fué una suspensién polivalen-

te de Legionelle pneumophila (serogrupos del 1 al 4),

proporcionado por el Ccntro de Control de Enfermeda-
des de Atlanta, Georgia, L.U.A. por cortesia de la -
Dra, 0.A. Wilkinson,

La suspensidn mixta de L. pneumophila muerta -
por calor fue colocada en forma de frotis dentro de
doce circulos delineados con lapiz diamantado en por
taobjetos usando una pipeta, Los portaobjetos se de
Jaron secar al aire durante 30 minutos A temperatura
de laboratorio y se fijaron con acetona por inunda-
cién dursnte 15 minutos, dejéndolo secar al aire du-
rante otros 15 minutos,

El suero sanguinec fué diluido 1:16 en una solu
cién al 3% normal de saco vitelino de pollo y subse-
cuentemente fueron hechas diluciones de los testigos
por duplicado, en solucidn amortiguadora de fosfatos

a un pH de 7.6.
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Se usbd como reactivo de inmunofluorescencia in-
directa, una inmunoglobulina de conejo antihumana 1ji
gada a isotiocianato de fluoresceina, proporcionada
también por el Centro de Control de Enfermedades de
Atlanta, Georgia, E.U.A. E! suero sanguineo a ensa-
yar fué inicialmente probado desde la dilucién 1:16
a 1:256.

Especimenes con titulos ifgual o mayores de 1: —
256 serian una vez mas diluidos para obtener el tf-
tulo final.

Un suero testigo polivalente para L. pneumophi-
la fué inclufdo rutinariamente cuando se examinaron
los sueros al igual gue un suero testigo negativo Yy
un frotis negativo con solucidén salina como Gnico —--
reactivo,

Los portaobjetos fueron examinados por medio de
un microscopio Leitz usando una luz incidente proce-
dente de una lampara de mercurio a vapor de S50 watts
Leitz SM.

. Se determindé el tamano de muestra por el método
de inferencia estimada puntual, con una canfiabili--

dad de 95% (2=1.96) y un error permitido de 7.57%,



RESULTADOS

La distribucibén y el tf{tulo de anticuerpos fluo
rescentes para el antigeno tipo polivalente, serogru

pos 1 al 4 de Lerionella pneumophila en la poblaciébn

estudiada se muestrae en la tabla No. 1.

Un total de 250 sueros sanguineos fueron exami-
nados encontrando ocho muestras positivas gue corres
ponde al 3.2% de nuestro tamaiio de muestra. La titu
lac¢ioén de anticuerpos fluorescentes se distribuyd de
la siguiente manera: titulos de 1:32, tres muestras
(37,5%); titulos 1:64, cuatro muestras (50%); titu
los de 1:128, una muestra (12.5%). El1 mayor porcen-
taje de positividad en las muestras ensayadas corres
pondié a la titulacién de 1:64, o sea la mitad de -
las muestras positivas.,

Como se senala en la tabla No. 2, la prevalen--
cia de titulos de 1:128, en el sexo masculino fué -~
del 20% y en el femenino 0%. En individuos de 40 a-
nos o mayores, la frecuencia en el sexo masculino -
fué mayor (50%), que para mujeres en el mismo rango
de edad., S4lo se encontrd seropositividad en muje—-
res de 45 afios 6 més.

Los individuos més jovenes y més viejos con un

t{tulo de anticuerpos de 1:32 o mayor, fuerom un va-

- 12 -
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Datos estadisticos obtenidos de la muestra:

sexo masculino | sexo femenino

Media Aritmética (X) 41 afios 43.9 aiios

Desviacion Tipica (S) 16,45 16.52

Varianza (S%) 270.66 272.81




DISCUSION

En la poblacibén urbana la frecuencia de anti---

cuerpos en suero sanguineo para Legionella pneumophi

la con titulo de 1:128, ha sido del 12,5% del total
de nuestro universo; en contraste con lugares asocia
dos a epidemias de Legionelosis, donde dicha titula-
cién ocurre mhs frecuentemente y ha sido encontrada
hasta en el 19% de los sueros sanguineos (6,18,19,23,
24,35). La prevalencia de titulos de anticuerpos -

fluorescentes para L. pneumophila de 1:128 en el sue

ro sanguineo del hombre es igual al rango tomando co
mo parémetro para indicar infeccidon epidémica pasada
con Legionella pneumophila (31), explicacién poco —-
convincente en nuestro caso por la falta de datos -
respecto al papel epidemiolégico de la Legionelosis
en nuestro pais; asi{ como tomando en cuenta el crite
rio de otros investigedores (2,11), que para determi
nar enfermedad en una sola toma de suero sanguineo -
se requiere un titulo de 1:256 o més en pacientes -
con padecimiento respiratorio agude (31).

Evidencia seroldgica para la infeccién con le—-

gionella pneumonhila ha sido encontrada en varios de

los grupos de edades de ésta poblacidén estudiada y -

en conjunto, la prevalencia de anticuerpos es simj--

- 15 -
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lar a la de otros estudios, tanto para el sexo mascu
lino como para el femenino. Resulta interesante que
en nuestro estudio la frecuencia de tftulos de 1:128
estéd inclinada en favor del sexo masculine y en edad
mayor a los 40 anos, datos que coinciden con les in-
formes de otras investigaciones as{ como que la titu
lacidén disminuye paralelamente en poblaciones de me-
nor edad (2,11).

LLama la atencién la comparacién con otro estu-
dio en la que en una totalidad de 1143 muestras de -
suero sanguineo la prevalencia de seropositividad no
varié con la edad o sexo (36). Este estudio coinci-
de con el nuestro en dos de tres aspectos; primero:
la prevalencia de titulos de anticuerpos para Legio-

nella pneumophila de 1:128 fué relativamente alta --

12.5% comparado con la estimacion hecha por Helms y
colaboradores (31); segundo: el suero sanguineo fué
obtenido de un grupo de poblacién urbana més bien -~
que de la poblacidn rural y tercero: e) suero fué ob
tenido de personas mayores de 46 anos excluyendo in-
dividuos jévenes. Aqui radica nuestra diferencia --
porque nosotros tomamos en cuenta cualquier edad, lo
que quizé nos llevd a diferir en los resultados res-

pecto a la frecuencia.



Legionella pneumophila reside er el suelo, en a

nimales y en el agua (37), y puede ser diseminada en
éreas rurales y zonas agricolas, Este ambiente ha -
probedo ser un modo de transmisién de la infeccibén -
ya que la seropositividad a la inmunofluorescencia
es mayor en la comunidad rural y aumenta en indivi--
duos con padecimientos respiratorios agudos.

La hipotesis ha sido aprobada, es decir que e--
xiste seropositividad entre la poblacidén escogida. -
Dado que en México no se conocia de ningin estudio -
relacionado con éste padecimiento ahora deberd des--
cartarse como una posibilidad diegndstica dentro de
las neumonias "atipicas" que en nuestro medio parecen
ser inferiores al 10%, Para la confirmacién de los
datos seroepidemioldgicos de nuestro estudio seré ne
cesario aumentar el tamano de la muestra e incremen-
tar el muestireo del medio rural para dar mayor sopor
te a nuestra hipbdtesis; sin embargo es evidente por

los resultados aobtenidos, que Legionella pneumophila

convive en nuestro medio.

Finalmente concluimos, que en el grupo de sue--
ros sanguineos de nacientes con patologia respirato-
ria que estudiamos no existe relacidén alguna con la

Legionelosis clinica o subclinica.
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TABLA No. 1

Frecuencia de titulos de anticuerpos fluorescentes
para Legionella pneumophila.

Antfgeno polivalente serogrupos 1 a 4

No. de pacientes Porcentaje

Negativos 242 96.8
T{tulo
1:32 o menor 3 1.2
1:64 4 1.6
1:128 1 0.4

1:256 - -




TABLA No.

Frecuencia por sexo y edad con tftulos de anticuer-
pos fluorescentesg para legionella pneumophila de —=

1:128

Positivo con
tftulo 1:128

No. de pacientes
examinados (%)

Edad en anos Hombres
Menor de 40 0/3 (<)
Mayor de 40 1/2 (50)
Total 1/5 (20)

Mujeres

0/3 (-)
0/3 (=)




- 20 =~

TABLA No. 3

Relaciédn de t{tulo sexo y edad con el lugar de resi-

dencia,
T{tulo Edad-Hombres Edad-Mujeres %

1:32 21°¢ 60°* 37.5
22¢

1:64 28** 48** 50,0
4100 45“

1:128 46** - 12.5

Total 5 3 =8 3.2

* Residentes en municipios circunvecinos.

** Residentes en el érea metropolitana de Monte -
rrey, N.L.



RESUMEN

Se determiné la prevalencia de anticuerpos para

Legionella pneumophila por la técnica de inmunofluo-

rescencia indirecta en un grupo de 250 individuos. -
Cincuenta de ellos curseban con cuadros neumdnicos y
estubieron internados en los servicios de Neumologia
y cuidados intensivos del Hospital Universitario Jo-
sé E. Gonzalez de la ciudad de Monterrey, N.L.; 200
voluntarios que acudieron a la unidad de Banco de —-
Sangre a solicitar algin servicio encontréndose en a
prarente buen estado de salud,

El limite normal superior de anticuerpos (1:64)
fué encontrado en el 50% de las muestras seropositi-
vas, usando un antigeno polivalente serogrupos 1 a 4

de Legionella pneumophila,

Fueron encontrados titulos de 1:128 en el 12.5%
de las muestras positivas, evidenciando mayor preva-
lencia de anticuerpos en individuos del sexo masculi
no y mayores de 40 afios en comparacién con las muje-
res en el mismo rango de edad. No se encontrd sero-
positividad en la poblacidén que mostraba patologia -

pulmonar.

- 21 -
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APENDICE ESTADISTICO

DETERMINACION DEL TAMARO DE MUESTRA:

Para determinar cuantas muestiras de suero sangufi
neo se debieron examinar para que el total de mues- -~
tras positivas fueran representativas del tamano de -
muestra se utilizbé la Inferencia Estimada Puntual.

L. () () 2°
E2S

-
"

Tamano de muestra

Proporcidon de titulos positivos

Proporcibén de t{tulos negativos

Confiabilidad 95% (Z = 1.96)

m N a v
L]

it

Error permitido 7.57%

(.052) (.948) (1.96)°
(.00757)2

= 250

Se tubieron gue examinar 250 muestras de suero -
sanguineo, por lo tanto las ocho muestras positivas -
son representativas de las 250 primeras (tamafio de --

muestra).

DATOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA:
Sexo masculino: X = 41.00 afios (media aritmética)

S = 16.45 (desviacidén tipica)

s2. 270.66 (varianza)
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Sexo femenino: X = 43.90 afios

S = 16.52
s2- 272.81

FIJACION DE LA HIPOTESIS:

Prueba de hipdtesis: Grandes muestras con diferencias

de media.

1.- Fijacidn de 1la hipdtesis:

Ho (hipétesis nula):}»les igual a)Ji’ o sea
que los dos grupos comparados (hombres y mujeres)
son iguales y entdénces las diferencias son debi--—
das al azar.

Hy (hipotesis alternativa):Fn‘es igual att ,
0 sea que los dos grupos comparados son diferen--
tes y aqui las diferencias son significativas.

Obtencién de las diferencias en términos de Z:

X& - Xé
Z = X = media aritmética,
§;2 822 S = desviacidén tipica.
+
n1 n, n = tamano de muestra.

Comparar la Z con la tabla de distribucién nor--
mal y determinar si se encuentra en Area de Ho 6
de "10

Al 95% de confiabilidad Z vale 1.96.
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Ho

- 1.96 1.96

Con una confiabilidad de 95% queremos saber si -
hay diferencia entre los dos grupos estudiados --

(hombres y mujeres).

X1 - Xo 41 - 43.9
% - Z =
l 5,° Sy° 16,45  16.52
e [ e
n, n, \ 182 68
| 2.9 - 2.9
Z = Z =

.090 + 0.24 \{_—673327_‘_

Z = = -5.034

Se acepta H,, por lo tanto los dos grupos --
comparados son diferentes y las diferencias son -

significativas,






