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I N T R O D U €C C I O N
A fines del verano de 1976 la atencién de los Estados.Uni -
dos y de otros muchos paises se enfocé sobre:Phi}adelphia , Penn

sylvania, a causa de una enfermedad con sintomafdlbgia espira-

toria aguda que atacé a los delegados de IavLégipnﬂAmé cgné reu

nidos paravla’Convencién Anual del Departaméﬁ%pgd
celebrada en el HotelﬁBelleuve - Stratford, dé??éijgi“24véidu—
lio del mismo aﬁof(S?).:_ - H

En los dias éiguiénteéVCQréanos a la cop&éﬁcééﬁ}‘lés parti-
cipantesbdékésfa empézﬁron a mostrarféintbmééfdéﬁuna extrafa en
fermedédégg}%étefiéada3 en fbdos los:c&Sbé, p6f acceso de tos,-
fiebre yﬂ;éééélﬁeraCiones fiéicas que inﬁégrébén una‘neumonia.
De los 4;§bq participantes { delegadds, familiares y qtros;), -
200 enféﬁ@é}sﬁ y el 15% de éstos murieron. Espeihgcﬁb inicié -
las EnveSE;éé§ioné§;dé la enfefmedad én eSte’bais¢vla,¢uai'fue_
llamada ;ﬁ?é?medadid? iés LégiOnarios,

En éé%ﬁaibs posteriores sévlogré identificar al agente etio
légico causal; se trataba de ;na bacteria Gram-negativa, pleomér
fica; hasta entonces desconocida, pero que tiempo después reci-

hié el nombre de Legionella pneumophila . Se le atribuyeron; -

ademds de dicha epidemia, dos broltes anteriores: uno en el afio-



de 1965 en el Distrito de Columbia y otro en 1968 en Pontiac ,-
Michigan , junto conyotros casos esporddicos en otras areas te-
rritoriales.

Este trabajo se basa en la informacién recabada 'de los casos
sucedidos,gn.Estadbé?Unidos, principalmente en los de¥Philadel—
phia, yéld@é hastéfahQra en México no se han pﬁeSéhthdbidﬂsé ig

nora si hé,bxiétidb}jnPoh lQ]tanto, el objefivp;ésﬁﬁeépéft@r_el

interés y fomentar el estudio de esta enfermedad, dandoiuna vi

sién amplia acerca de los signos y sintomas, asi‘como caracteris

ticas de la’babteria,que la produce yjél po$iBlé ffafgﬁieﬁtbj



GENERALIDADES
1.~ AGENTE ETIQLOGICO
1.1 Taxonomia
Cuandp ggﬂéisié~un determinadoimidf&bpgéﬁigmd;_iéééﬁéﬁé?eh—
temente Qéféétﬁdigf todas?sgs propiedadesg égﬁgé:éiiééébié@élde
clasifiéafiQ, segﬁn‘las-r;glgs;dglé,tax&nomi;;1En;Qéﬁiﬁyéﬁﬁ9 -
por encpﬁffg; qnavcata1§g%iéq;éﬁbbpiada paraigfbééféé;éidéila

enfermedédgde loéiLégi,ﬁaribs ( BEL)* ,;Brenﬁef‘y”cdlabbradores

(19. 57;?65 shgipﬁgfbhlég;éiésificaqiéh,Baéada en las giguien-
tes pruebas :

T I ‘
1% ‘Hibridacién del ADN de la BEL *

o
H

2 Tamafio .del genoma de la BEL

32 Contenido de guanina-citocina en el ADN de la BEL

1o

4 Hiéfidéégsﬁﬁéel AQNHd¢,la BEL 09ﬁ ofrasfbacﬁéfié$ '
Lascépég.dé 1a géCfefia7pfoblema sed%?iﬁigr6n §g;d6§;baf_
tes
a) Tfes §epés aisiadas de paéieAfes con pnfgrmedad‘de lqs
Legioharios.
b) Tres cepas aisladas en el.mg&io-émbiente (rios, tﬁrrgs—
de enlriamiento, etc).

Dentro del criterio anteriormente mencionados, citan los au

O BkL Bacteria de ba enfermedad de los legionarios., *



tores pruebas de hibridacién‘del ADN de 1la bacteriavproblema.
con diferentes bacterias; la seleccidn de. estas ﬁltimaélsg‘hizo
en base a la similitud del porcentéje dévgﬁénina—citoCina‘repbg
tado‘de las diversas bacterias; de tai manera que sggoﬁéefva una
semejanza~én dicho porcentaje con 1a§ siguiéﬁﬁgs badterias:

Familia Enterobacteraceae

Pasteurella multocida

Francisella tularensis

Rochalimaea (Rickettsia) quintana

Vibrio spp

ot e s e e st i 1 ot

Aeromonas hydrophila

Staphylococcus epidermidis

Eiavobactegium IT B

Bodetella pertussis

Después de varias pruebas sé obtuviérén‘resultgﬁpsjmésvpon_
fiables q?é reportaron‘Brenngr y colabérédpreﬁ (ié?;{iﬁdidanao_
que la bactefia contiene:

a) 39% dé iékporci6n guanina—citdcina.
b) 275 x‘lo9 daltons como tamafio del genoma de la BEL.

Conforme a estos datos, pusieron parametros para poder re -



lacionarlos con otras bacterias, de tal mane?a que microorganig
mos que sobrepasan al 45% de la porciéntguaﬁina;¢it§ciﬁa:qﬁéda—
ban excluidqé dei esfddio.

CronoiéQiéQhénté,Se llgvaron a.éabQdiVests aisiaﬁiéht9s -

de la BEQ}{d¢f6hfefmpsvperféctaménté'biéh aiagnosticadds,,dé ma

nera que}Seﬁpiéhﬁeof@éf{nterfogante de si se tratabé‘de bécte—
rias totﬁiﬁéﬁ efiggéigéwhorfolégica yigenéticamente.f

Para comprobar dicha hipétesis se observé que las. cadenas-

del A‘DN de laBEL de la ’ ,éépé pih_i la"d'e 1phia 1 Sereasoclaron a -
diversasldi?éféés fémperaturas eﬁ un iOO%,”i§‘Que aéhuestra su
homologig;sienaqguna prueba que‘cénéce‘devvglgf si §e‘hace ais
1adamente{;§or‘lo tanto, se- usd.como control'poéitiyd para‘la

reasociacién de cadenas del ADN de difebentes_cepas‘aisiadas -
de la enfébmedad devlos Legiongriésf Por éjempl§, la;fea§ocia~
ciéu de la ceba Philadelphia I con la’Albgqueque i_é;SijCy'_
demuestra un 94% de homologia y a 75? C.uhv77% , idiquegdemﬁeg
tra que ei:ADN deyia'ﬁrimera cepa difiere de 15fsgéﬁhdéren.un_
pequefio poréentaje, en el ordenamiento de sus EaSés del ADN.1.

La tabla siguiente muestra la comparacidn entre las diferentes

cepus alsladas de los casos estudiados.



TABLA N° 1 Relacién del ADN de la cepa Philadelphia I con cepas

sospechosas de la bacteria de los Legionarios y mi-

croorganismos de contenido similar de guanina-citoci

na (19).

FU ENTESDE ADN | elacion con elADN
Clasificacidédn de -
Philadelphia I DIVERGENCIA

SINCLASTIFICARI/I60 °C 75°C

BACTERIAS

PHILADELPHIA I 100 100 0

ALBUQUERQUE I 94 77 3.0

FLINT I 93 71 1.9

BLOOMINGTON I 80 71 1.8

BLOOMINGTON 2 (a) 85 85 2.2

BLOOMINGTON 2 (b) 82 76 1.8

TOGUS I 85

PASTEURELLA HAEMOLITICA 3

KC 228 o .

P.UREAE KC 518 . 7 4

CYTOPHAGA JOHNSONAE 0. 2

ATCC 29586 C \

C.JOHNSONAE 0 0

ATCC 29588 : »

FLEXIBACTER CANADENSIS 0 0

UASM 9D '

MICROCYCLUS MAJOR B859 3 0

FAVOBACTERIUM 11B B6829 4 1

Los miltiples estudios realizados con la BEL se basaron -

fundamental

mente en

1.- Reacciones bioquimicas

2.- Tipo de crecimiento

3.~ Pru

ebas del ADN

(anteriormente

mencionadas )




La realizacidn de estas pruebas hace que la bacteria de los
Legionarios Se.colbque como un nuevo género que incluye algunas
especies. En estudios actualeé las pruebas obtenidasison de -
tan profundo peso, que han clasificado a este microorganismo -

Dentro de esta familia, la bacteria que tiene mayor impor-
tancia no sélo para nuestro estudio, sino por el interés médi-

e S o o i o P A v i . S S S et . S0 i e s e

co en general, eé;éegionglla pneumophila , no@bpé‘qae‘5e~le -
dié por la enfarﬁedad‘que causaba., El signifiééégiﬁélnombre
lo dieron Brenner y sus colaboradores (19); o

Por sus raices Legionella se divide
Legion.- Quefsighifiéa Legion o ejércifoly ella dﬁé'se refiére
a algo. |

pneumthiié.se divide en dos raices Queréon‘:;~
Pneumos.;‘PuLmén y philos amor.. A

Resumiendo los datos anteriormente'e*puésfﬁs;ilé,giasificg
cién de esta bacteria se 1lev6\a cabo7po§:pfgébaé,uéualgs; co-
mo son el crecimiento y p:uebas bioqdimiéas ; apfbvééhando>los
avancés técnicos de la genética se‘han bodido cétalogav perfec
tamente‘las‘diferencias de diVersos ADNs‘por‘medio de las prue
bas de hibridacién,‘que son ampliamente especificas y que deter

minan con mayor exactitud la clasificacién de las bacterias en

familias, géneros y especies.



1.2 Morfologia de la bacteria

Los estudios de microscopia éptica y electrénica realiza-

dos sobre Legionella pneumophila , han arrojado los siguientes

datos; se trata de un bacilo pleomérfico Gram—negativo; que mi
de de 0.3 a 0.5 m de ancho por 2 a 5 m de largo en promedio,
aunque eétés’médidas son un poéo variables, pues se han nepor—
tado baéilbs que miden hasta 8 a 20 m de 16ngitud. lEstudios—
de microscopia electrénica han demostrado qﬁe dicha bacteria -
presenta uﬁ;diémétroibrdﬁédio de 0.25 a 0.9 'm (25, 32,57, 54,
67, 126 ) o |
Membfabajcelulab.;“‘

Para iasfdiVerSas'pbsebvaoionés se han usado méﬁoddsjdé‘pze
fijacién con glutafaldehido, el,cual tiene 1la bropiéd?d_dé‘in_
movilizar.a‘la‘béctgfia“porfreacciones de poliﬁeriiaciﬁn; téc-
nica QUe‘péfmi£16 observér alrededor de la bacteriatﬁné.membfg
na simple que cbncuerdalcon la de un bacilo Gram—negativo!(54).

Otra fécnica utilizadé para determinar la morfolqgia‘de la
bacteria ﬁonsiste en usar un complejo formadOfpob'glutaraldehi
do, formalina y cresol, ei cual posee caragteristicas similares
a la técnica anterior, observandoée'también Qna.memﬁrana inter
na o Fitoplaémética perfectamente bien delimitada de la membra
na externa. Esta técnica es bastante especifica, porque se -
puede observar ademds que la membrana externa y la inferna o -
citopiasmética, corren paralelaménte qlrededor de la célula y-
en determinados puntos se¢ ven frecuentemente invaginaciones so

bresalientes de la membrana externa., Estudios actuales han -



mostrado que sélo en un 25 % de las cepas estudiadas se preéeg
tan estas invaginaciones (54), | |

Para estudiar la rigidez entre la,hémbrénaféxterné e integ
na se utilizaron técnicas de,plasﬁélfsi$ emb1eéndo‘sacaroé§ al
20 % antes de la prefijacidn, hg‘maﬁé£; que seybbtuvd‘uptcito~
plasma contraido dejando un-espéciokmuy grande entre éste»y la
membrana externa,’por‘zlo‘qﬁéglas'observaciones denofaron un -
mantenimiento envla ééfructura ba¢ilar y‘varias'adberencias en

tre la membrana interna o citoplasmatica y la estructura exte

rior, datos que sugieren la presencia de una ést

interior a la membrana externa de.la‘bactebiaQCS

En 1979, Flesher y colaboradoresi(54)?tféta#

la existencia dg-amﬁas~@embranas én‘laVBQEterié}?j‘ qgexge:ﬁa;
bian observado con_hicroécopia‘electpﬁniéa? sepa}aﬁ&QJIOS d}v3r
sos componentes celulares por medio,dé ultrééehtéifhggciéhrdi—
ferencial, asociando esta técnica a otra de pltfaédnido>y ﬁti
lizando esferoplastos para la separacidn mas espécifica dé:lés
componentes de la membranay. La separacidn lallleQéfdn.a éabo
por medio dé gradiente de densidgd usando sacarpsa?é 25C,CO0’Xg.
Con estas sofisticaéas técnicas se obtuvieron abé‘b;ndas: una-
de ellas a 1.23 g/cm3 y otra menos dens;ffaiiQZDﬁg7 cﬁa. Una
vez separadas ambas bandas sebestudiaroh~fihd§5éhdiéntemente -
obteniéndose los siguientes resultados: la béndd mds densa con
tenia cinco veces mas ceto-dioxioctanato ( KDO ), que la banda
menos densa; por lo gque se concluyd que correspondia a la mem-

brana externa. Se¢ comprobd que la banda menos densa, indepen-
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dientemente dé contener KDO, tenia una e;evadé gantidad de -
deshid%ogeh&éé»Succinica, dato qge’especificarque‘seiﬁrataba
de 1la mé%bf?ﬁé.qitgplasmética.

Estﬁdiééygésferioresdé ambés hFTP?é??§j9°6fﬁéé§£§és de -
ampliacién débfdtbgrafiasjdefmic;&gééﬁiéiéiééﬁpbniéq1&;éélcu_
los computarizados, han hechoéqgiBlé;;é}éylé€ £pr§ximédamente
el tamafio de cada membrana; loé,pfqhediéé:ob£énidos‘son lo; -
siguientes: para la membrana externaLiO4ﬁm Yy para 1a membrana
citoplasmdtica 50 + 8 X. Se ha'§ombrobédo que entfe’uha y -
otra membrana existe unvgspacié formado por péptidogluCanosf
que separan ambas membranas (25,54,67,90 ).‘v
Pared celular

Se han hechoﬁﬁiVersos éstudios para-pbof&ﬁdiéar}ébbrgiia-

constitucién de' la pared celular; ‘en los primeros. usaron diver

sas enzimas ‘(. papaina, tripsina, pepsina,:etc) para’el recono

cimiento de la‘secuencia de aminodcidos, estas investigaciones

han reVéiadbgqgg la€p§r§d §eiUlqr;ésiévéohéfitﬁfda\por amino-
acidos y’é?ﬁééfeggpdidQS\en;fbrma de pépfidbélﬁéanos, compues
tos que se encuentran én las bacterias Gram-negativas. En los
primeros intentos ge traté de buscar el adcido diaminopimélico -

( ADP )*, ya que, como sabemos, es uno de los componentes esen-
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ciales para estas bacterias y sélo en estudios posteriores con
técnicas de cromatografia gas-liquido y usando varias cepas de

Legionella pneumophila , se ha demostrado que el ADP* y la lisi

na si existen en la bacteria, lo que reafirma adn mas que efec
tivamente se trata de una baéteria Gram-negativa (54,71,126).

Conocieﬁdo la imﬁorﬁancia del ADP ¥ ,se anexa la siguiente
tabla que relacionéviqgipprcentajes del ADP y la lisina en di-
ferentes cepas de L.pneumophila .

s vy e et e e i s e s e e

TABLA N° 2 Contenido de ADP y lisina de células y fracciones -

de pared celular tripsinizadas de BEL (71).

CEPAS PORCENTAJE MOLAR DEL TOTAL DE AMINOACIDOS

CELULAS FRACCLON DE PARED CELULAR
ADP |LISINA|[ ADD/ ADD LTISINA | ADP/LISINA
LISINA
PONTIAGC I 2.4 | 7.1 0.34 5,7 3.4 1.7
KNOXVILLE I {0.84] 7.0 0.12 5,7 3.6 1.6
PHILADEL- [1.5 | 7.5 ] 0.2 .| -a - -
PHIA 2 ) S |
PHTLADEL=- 1.6 0.22 - - -
PHIA 3 S ‘
FLINT I 1.4 owal - - -
BELLINGHAM 1] 1.4] 6.7 | 0.21 - - -
PHILADEL -] - | - | - 4.0 3.2 1.3
PHIA 4
Avg 1.5 7.0 0.2 5,1 3.3 1.5
a - No determinado

 ADP Acido diamino pimaliceo x
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Flagelos

Las primeras investigaciones realizadas en esta bacteria—
no describéﬁ movi;idad o presencia de flagelos, mientras que' -
Thomason y‘qqlaboradores (157), al estudiar 41 cepas de aqué -
llas endop?rérpﬁ;a 33 cepas con flagelos y 18 de las 33 con. -
T cinta§ §§igéQtes" . Estas observaciones se confirmaron'con
tincionéé}éépécifiéa§ §ara'fiagelos, detecténdose estos, cres-
pos y rectos; ¢n5 laévdiféféntes cepas. La,méyqria dg_l?é bac
terias presqhtaﬁ f1agei6s polares, subpolares y hu&2p§§é$;tfl§
gelos bfpolérgs.ijsi”tambiéh en algunas bacteriaéige obéeern
H cintas coiga£ﬁ¢;(”1delgadas y largas que parecéh{SebﬁfIaéélos
peritricosg(ﬁEstgs-qgl;cados apéndices parecen fim§?ia$,§?1Y9f
por su 1dngitud bdéé'comﬁn ).

Paré vqfificar lé presencia de flagelos se incubgr§n 9iﬁco

cepas de L. pneumophila en cajas de¢ agar semisélido, observén-

dose aquéilés'en la superficie del agar, extendiéndoééﬁpméé' -
alléa deila perifefia de ia colonia.

Organéios‘Citoplasméticos
Vacuolas.

En el interior de la bacteria y por técnicas muy actuales,

como el uso del microscopio electrénico, se han podido distin-
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v

guir estructufas que.corresponden a vacuolas y s6lo en cepas -
aisladas de.s?ééé,Vitelinos de embriones de pollo, no se pudie
ron obseré},dicha; éstructufas ( 25,67, 126 ).

Ribosoméé'“

Otros elementos-observados con las técnicas anteriormente

LI

mencionadas, son;:los ribosomas que se encuentran en forma li-

bre y dispuestos. al azar en la bacteria y que en ocagiones se

agrupan observandose polisomas, es decir, conjunto de riboso-

mas ( ZSF}giiléO;iiéé );7

En iﬁ?eétiéécidnes para loé estudios de organelos se encon
traron imégeﬁés de madejas filamentosas que se distribuyep a -
lo largoe de la bactefia; dichas imAgenes hacen-suponef.qué'se
trata de nucleoplasma, cuyo, contenido es de écidos'nQCleiCOs
( 126).,
Tipo de feprodgécién.'

Como:én la mayorié dé'las bacterias, el tip6 de repréduc;

cidén observado en L. pneumophila es la fisién‘binaria;yée*ha'
visto a los bacilos todavia unidos en la fase final de su divi
sidén, asi como la invaginacidén de la membrana citoplésmica (25,

90 ).



1.3 Constitucién quimica de la bacteria.
En andlisis muy detallados de Keel y colaboradores (90) -

sobre la constitucidén quimica de L.pneumophila, se ha visto la

presencia de un complejo de péptidoglucanos. Estudios‘deQes—
te material propqréipﬁéfbn subunidades monoméricdéfgqra@tetfg
ticas de estos péptidoglucanos bacterianos ( ver tabla N° 3).

TABLA N° 3 Composicidén de péptidoglucanos de la bacteria causan
te de la enfermedad de los Legionarios( 90).

AMINOACIDOS O AMINOAZUCARES PROPORCION MOLAR A
ALANINA A 2.0
ALANINA 2.00
ACIDO GLUTAMICO A 1.14
ACIDO MURAMICO 0.51
GLUCOSAMINA 0.44
GLICINA 1.34
ACIDO ASPARTICO 0.97
SERINA - 0.58
LISINA 0.66

Se observa que el acido glaitamico-alanina y el &cido muréa-
mico glucosamina se presentan en una proporcidn molar de 2:1
y 1:1, respeétiyémgntg; se ve también que los aminoécidos: y
azﬁqares préséntes;'estén en concentraciones normaiés, pero no
se detectdé el dcido diaminopimélibo (ADP ), 4cido muy importan
te porque puede secrvir como intermediario en la sintesis de -

lisina y ambos son conocidos para coexistir en las paredes de




bacterias Gramenegativas. En nuevas investigaciones se éncog
tré el écidq diamindpimélico y todos los aminodcidos detecta-
dos anteriopméqteh

Con réébéﬁﬁb:avios écidos grasos celulares,se;fééliiérdn

estudios défcroma£§gfafia gas-liquido y espectrometria'déamé~

sas (122) éon¥§éi§iéépa§"§é L.~pneumoph;la s conjlosﬁéégﬁiéh}
tes resul%é&§é: éi:€§i§§Hﬁés abundante fue un‘écidbls§ﬁufédo—
de cadena ramificada dé116 carbonos (i—16:0), coh[la1réma me-—
til iso en un rango de concentracién de 32 a 43}%.'Los'siguign
tes méds abundantes fueron : un &cido mono insaféfado con cade
na lineal de 16 carbonos~(16:1),vpn dcido de cadena ramificada
de 15 carbonos (a-15:0) con-la rama meﬁilo en el étoﬁé'del car
bono anteiso, un égido éatﬁrado de cadena‘ramificada‘de 14 car
bonos (lflA;O), un-écido saturado de cadena ramificada de 17-
carbohosfké—ijfo)y.unécido mono insaturado de 1§ carbpnos de
cadenaTréﬁificédav(i—lﬁzl). Con la excepcién'dé‘lﬁ:l,kse pre-
sentafqnﬁééigmeﬁte en gantidades peqﬁeﬁas a trazaé dcidos de-
cadenéagfagéEEAﬁifiCada saturada de (15:0,16:0,'17:0 , etc) y
écidosiinéafﬁfadosl(idzl) (vér tabla N° 4).

Asi éiipbfcentaje fpfal”de dcidos grasds de cadena ramifi
cada en cada uno de loe seis cultivos, fue del rango de 81 a

90 % variando un poco, dependiendo de la cepa.

’
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TABLA N° 4 Composicidn de acidos grasos de varias cepas de -
pneumophila (122)
ACIDOS % T O T AL K ACIDOS
PHILADELTPHTIA FLINT PONTIAC
1 P 3 4
GRASOS |1 Jeb|1 |21 ]2 |3 T2l 1 |2 1| 2
i 14:0 11 12 13 11 14 14 10 13 11 11 11 12
14:1 T v ¢ 7 T ¢ ¢ T T T T T
14:0 T T T T T T T T T T T T
a 15:0 ‘26 ‘29» 13 14 14 11 12 13 20 20 11 12
15:0 K3 o7 7 o1 v T T TT T T
i 16:1 11 11‘ 11 1113  9 12 10 12 12 10 11
i 16:0 34 ‘32,‘39‘ 42 35 43 40 40 36 32 40 40
16:1 13 14 14 1516 14 15 14 10 14 14 14
16:0 T T T T T T T T T T T
a 17:0 11 11 8 5 &5 5 7 611 11 9 8
174 2 2 3 a4 a4 4 4 4
17:0 vttt 1T o1 T ror T roor
Br 18:0 ror 1 1 T T T T T T T T
18:0 rotT T ot T T T T T T ToT
Br  19:0 T T T T T T T T T T T
19:0 Tor T T T ;T T i T T T
Br  20:0 r ot T T T T T T T T T
20:0 T v ot toT * tr T T T T T
TOTAL DE ACL 87 86 84 83 81 82 81 82 90 86 82 82
DOS DE CADENA

RAMIFIC

ADA
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Se ha observadOIQQe la concentracidn de écidos'grééos‘ren
la bacteria estd influenciada por la composicidn deL aéaié;dé
crecimientc,'la-édad del cultivo, la temperatura dg_%ﬁégﬁééién
y otros fé@tdééé, .wayne y Dees (170) realizaronﬁgi€é$#@§ib?ﬁn_
terior qﬁiii?éﬁédfdiferentes medios de cultivo y $6fgé§§§_aé;-

dicha-bab eria, llegando a los siguientes resultédps" .

mds abundante -fué un &cido saturado de cadena ramifica

carbonos (l—iG:O)]COn,Ia rama metil en;el‘défbonp5i3077i5$'"‘—

otros se presentaron de la misma manera que en el.estudio ‘ante

rior. Taﬁbiéﬁ;gégébfrobofé que el total de é?fdd%fﬁ
90%. Adeﬁéé?wéh éigunascepas se encontrarqn p¢qq;ﬁ%5;anfid§
des de Uﬁﬁécidbééiélo propano de 17-céfbonos.¢n uhé‘céﬁﬁéntra-
cidén de 0'5‘4%€

Se.p{§ba_¢i'éféoto de la composicidn de iéé.ﬁ?é?d#;éé;p5e~

cimiento SObfe‘los Acidos grasos celulares sin”pnqsentar diferen

cias cualitativas én dichos &cidos.

Se haﬁ‘éncontrado varios fosfolipidos (53) qon.e; s}gu;eE
. te: orden decreciehté de concentracién: fosfatidii colina, fos
fatidil etanol amina, cardiolipina, fosfatidil monometil amina,

fosfatidil glicerol y fosfatidil dimetil etanol amina. Todos

"estos fosfolipidos ticnen un papel muy importante., el promedio

total de fosglolipidos fué de 96 micromoles por pgramo de peso sc-



co celular (ver tabla N° §),
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TABLA N° 5 Composicién de fosfolipidos en la bacteria causante

de la enfermedad de los Legionarios

(53).

FOSFOLIUPIDOS

BACTERIA DE LA ENFERMEDAD DE LOS LEGIQ

NARIOS.
1 2 3 4 "5 6 7 8 9 10
% Fosfatidil Etanol
Amina. 24|31 | 28 | 31 30 { 31 | 35| 31 28 | 31
% Fosfatidil monome-
til amina 10 ;2' 12 |13 15112 |14 | 12 11 9
% Fosfatidil dimetil I N -
etanol amina e 2121 2 1) 2 2 1 1
% Fosfatidil Colina 34033 | 36 |32 | 29 32 (28|34 | 36|35
% Cardiolipina 2114 | 13|12 | 14|15 |12 |13 | 14| 15
% Fosfatidil glicerol ol 8] 9|11 | 10| 9| of 8| 10| 8
Total de fosfolipidos L
por gramo de peso seco 9682 [ 97 114 71192 | 93 [ 91 |117 |108
celular/}.mol/g :

Los lipidos neutros que

triglicéridos, diglicéridos,

se encontraron fueron:

monoglicéridos y ésteres grasos.

ubigquinona,

En estudios de .fracciones celulares de dicha bacteria, rea

lizados por Wong y colaboradores (100), con técnica de cromato-

grafia

de importancia por su relaciodn

con las

endotoxinas

gas-1liquido, no se detectaron dcidos grasos hidroxilados

clasicas;
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<; pero posteriormente W Marberry (109) engbntré la -
presencia de dichos &cidos, que fueron anal‘iz_ado’\é gp‘o'ra!fc;Om:atg
grafia de,gap:a ‘fiﬁa, de gas-lfquido, por espe'.cvt}"ome'_t‘r'fa:‘ihffa—
roja y eséééf?ometria de masas. |
Todaé iaé.cepas probadas produjéfon aprpiiﬁégéﬁéﬁté;5:mo-
les % (C.ﬁ a %}bmol) de Acidos hidroxilaads; i;giﬁigéééii'mol%

(0.1 a o.3;bmol) de &cidos dihidroxilados.

Los principale$ é§idos moné hidr@xi de‘ELﬁheumophiig; se
identifica:tgqtafiy?ménte como: &cido 3-H;droxi~;2.m¢§ilitri
decanoi@pf(égido‘b ﬁidroxi iso miristiéo):yvécidoé—ﬁiaréiin-
eicosanéiéb-'(écido @ hidroxi arachidico). Lés é¢;d§é m€ng
res mdn¢ ﬁidfoxi parecen ser de la familiayS hidrogi}loé ai
hidrox}gé identificaron como acido 2, B—dihidroiieIA_é‘metil
tridecaﬁégeo;(écido 4£,(3 dihidroxi isomiristiéb),:migntna§ que
el meh6£ é§ﬁ§dﬁénte parecid ser el isémero de”cadeﬁg;iiﬁéal.
grasos 2;13—dihidfdxi, los cuales parecen ser ﬁniéos;;%ﬁfre -
précgriotéslfvESEévdeberé ser egtudiado con més.detéile péra

i . e P e o et o Y B o daed s saret

En cuanto a la cantidad total de Acidos hidroxi producidos,
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permanecieron relativamente sin cambio con respecto a la cepa

y al medio de crecimiento,

o
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1.4 Requerimientos nutricionales

Como la bacteria causante de la enfermedad de los Legiona

rios, Legionella pneumophila , es muy eXigénte;eh_sus_rehue;

1% de hemo gi‘l oblnay 1% de P sov1 talex ( @H-’/I H) este fue anal il'-_
zado'por.q;é;1f§élgy yG.VGOrﬁén;:ﬁébaaaetéfmiﬁaf:iéé é;@éé;»
nentes réﬁpéridos~Qn§‘bermiten,el creéiﬁiehto‘déi hibfﬁbfgé':
nismo.

Se empezé con los componentes quimicos del Isovitalex, pa
, : _ T

i

ra ver cudl o cuéle% de los doce productos qué ;e conSfi#?ian.
se necesitaban para.su crecimiento, Para hacer ei e;ﬁq@éé@ée
colocaron doce cajas cada una con un componente del'iéoféyéiéx
por separado; y otras éon todas las posibles combinééidhéS ¢n
la base de agar Hintoanueller con 1% de hemogldﬁiﬁé;' S§f -
observé_qué guando ée retiraban todos los componentes*del Iso
vitalex, o bieﬁ cuando el clorhidrato de L-cisteina se supri—
mia dei medio, lé bacteria no se desarrollaba y que el aumen-
to de Isovitalex o del clorhidrato de L-cisteina, al doble de

Iln concentracidn original, aumentaba ¢l crecimiento de L.pneu
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nophila (ver tabla N°6).

-

o — s o

TABLA N° 6 Crecimiento de L.pneumophila en agar Hinton-Mueller

suplementado con 1% de hemoglobina y varios cohsti

tuyentes de Isovitalex (51).

CRECIMIENT® DE CEPAS BELb

Compuestos del Iso_

. . . a , c .
vitalex suprimidos - concentra quimicos quimicosg

o adicionados.

cién g/l guprimidos adicionados

P1 P2 F1 Pol P1 P2 F1 Pol

ADENINA 0.01 4 4 3 4 0 0 0 0O
ACIDO p~AMINOBENZOICO | 0.00013 3 4 4 3 0 0 0 O
COCARBOXILASA C0.001 - 4 4 3 4 0O 0 0 O
CLORHIDRATO DE L-CIS_ | '0.0259 0 0 0 O© 4 4 4 4
TEINA T ' |

L-CISTINA ‘ 0.001 {4 a4 8 4 ‘0 0 0 O
DEXTROSA | 1.000 4 4 4 4 |00 00
NUCLEOTIDO DIFOSFO- 0.0025 4 4 4 4 0.0 0 0
PIRIDINA (oxidada) ' o

NITRATO FERRICO 0.0002 4 4 4 4 |0 0 0 O
CLORHIDRATO deGLUTA 0.100 4 4 3 4 "0 0 0 O
MINA ‘ RN
CLORHIDRATO de GUA- 0.0003 4 4 4 4 0 0 0 O
NINA o g
CLORHIDRATO de TIA- 0.00003 4 4 3 4 0O 0 0 O
MINA '

VITAMINA B, 0.0001 3 4 4 4 0O 0 0 O
TODOS LOS COMPUESTOS o o o o 4 4 4 4

o]

d

Concentracidén normal presente en el medio

Crecimiento en un rango de 6 dias en una escala de 0 a 4. Pl-
Philadelphia; P2 Philadelphia 2; F1l,Flint 1; Pol , Pontiac 1.
E1l medio contiene todos los compuestos de Tsovitalex excepto

¢l compuesto indicado,

El medio estd suplementado sélamente con el compuesto del Iso

vitalex indicado,
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Para Qer si la‘hemoglobina ppdia ser‘rempiazada por un com_
puesto simple,seprogigﬁié'cOldcanddlen.él medio concentracio-
nes del 1%:d§ s6lucion¢s de nitpato‘férrico, sulfato ferroso, -
cloruro féf?%ﬁq,sulfato-de,amdﬁié férrico, foéfato férrico so-
luble, hééa?ih?;,hemipa‘y Sangre de carnerd,,agregéndole a to_
dos 1 % aéiigéyiﬁéyextfverrtabla No 7). ,! Ad%ﬁésde usar base
agar Hiﬁtdﬁ~Mgelléf{c§h §qné9ﬁﬁréci6n§stéé‘o.Ogsfy 0;64;%;§e -
clorhidrato>d§ L;cisteiﬁg,_$e inbofpor6 pifratovféfri§6fj‘biro—
fosfato férricoég1@§ief;pdrvSeparado;enlcdhgentpéé#hhégfﬂ§ 0.
001 a 1 % para:dééékmin%r su,uti1iaad como fuenté;ﬁ§£%§6;ica de

. i R

fierro. Se encontré:que con el nitrato férrico y pirofosfato -

férrico'séiQBiéyﬁéélihtéﬁsifica el crecimieﬁto’de‘ia{pacteria,

mas que cé?ii; Bém§g;obina y las otras sustancias’que contenian
fierro. DéAééfé maﬁéfa'se.llegé a la nueva,fdrmulacién de un -
medio, el gﬁhi;}ievaVei ﬁdmbfe;de agar Felley;cormam que se pre_
pard subsfifuy§aniéi Isovitélex y la‘hehogiobina por 31 §lorhi

drato de L-cisteina y pirofosfato fé:rigo.soluble,bespectiVameg

te, mds la base de agar Hinton-Mueller.

TABLA N° 7 Crecimiento de E.pneumgphila en agar Hinton-Mueller
suplementado con varios'compuestos de hierro sustitu

yendo a la hemoglobina (51).
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CRECIMIENTO DE CEPAS DE BEL

% de compuestos nitratob fosfatob pirogosfatob pirofosfatoC
férrico férrico férrico férrico
Pl EQ F1 Pol P11 P2 F1 Pol Pl P2 F1 Pol P1 P2 Fl Pol
0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 O
0.001 # 1 1 1|2 2 1 2 (1 2 + 1 |« 1 0 O
0.002 + 1 1 1|33 2 8 ~_4  4 1 3 1272 1 2
0.005 2 2 2 2 4.4 3 ‘1 4 4 4 2 4 4   4 4 4
0.010 3 :3,3 2 3 {4 4 4 4 3 4 34 44 3 4
0.020 4 4 ‘3.;4,-: 4. 4 34 3 443 4 4 4 4
0.050 4 4 4 4|4 4 44 3 44 1 3 4 4 4 4
0.10 4 4: 4 4 44 3 4 4 4 34 4 4 4 4
0.20 4 4 4 “ci' | 4 4 4 4 3 33 3 |4 4 4 4
0.50 0+ 'il + 13 3 2 1 |1 e » + |3 4 3 3
1.00 o 0 0 0|0 0 O O 0 + 0 + |1 2 + 3
& Crecimiento en un rango de 6 dias en una escala de Of4 y +0= 1
de crecimiento |
b Ll medio contiene 0.026% de clorhidrato de L-cistgfﬁa-
c El medio contiene 0,04% de clorhidrato de L—qistéiga
d Pl Philadelphial ; P2, Philadelphia 2; F1, Flint i;.Pol,

Pontiac 1.




n
&3]

Con el fin de optimizar el desarrollo de la bacteria so
bre el agar F/G, se probd una serie de peptonas para obser-
. ’ } L .
var frente a cual de ellas presentaba mayor crecimiento dicha
bacteria; Ias peptcnas empleadas fueron: biosate, gelisate, -
miosate, fitona, tripticase, casamino-dcidos, bactona-peptona,

bacto-pebfbhéﬁN° 2, bacto-peptona N° 3, neopeptona,,bégtﬁha-

triptona y bacto-triptosa, en una concentracién del 1%.. =~ ..

’Se obééfv§jqu¢L. pneumophila se desarrolléba}ﬁﬁiéaménte
en dos pépfdnésj.bidsate, compuesta de tripticase yieXt?aéto
de levadgra yla otra acidicase, mis extracto de carhe.‘ En -
las otfas:bepfonas mostrd poco © ningin crecimiento (51;:52).

A esﬁe'mismo agar se‘le agregaron compuestos de §éi§gio

‘

a diferentes concehtraéiones (1 /bg/ml a 100.0 /Lg/ml)ﬂgbn3e1

fin de observar éuél de estos incrementan mas el é#egim;gato3se
utilizaron los siguientes compuestos: selenato. de sodio, sélg
nito de sodio y diéxido de selenio. Be observé.clavémente cd
mo el sé;énato‘de sodio aumentaba el crecimiento a ldé conéeg
traciones dé 5 a 10 /ug/ml, nientras que las cajas con seléni
to de sodio y disxmdo de selenio, tenflan el mismo deéarrollo
que las cajas éontrol de agar F-G; asl mismo, esta adicidn del

selenato de sodio, disminuia el Liempo en que aparecian las co

tonias sobre dicho medio (144),
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Por modificaciones hechas al agar F-G, surge otro medio
con el nombre de agar extracto de levadura carbén;;él buél, -
en lugar dé acidicase, se le agregé extracto de‘levadea‘que
va a servir como fuente de proteina, No se lebadicioné‘extrag
to de cagpe:ni almidén} pero en cambio contenia carbon activa-
do .« | ,;"f

Paréi?éf 96mo;iﬁfluia 1a concentracidn de;carbén en;ei -

medio, se colocaron diferentes concentraciones, a diferentes

condiciones de aereacidn llegando asi a las que dan may

crecimiento de L. pneumophila y que son 0.15% défNofiﬁEAfy 0.~
20% de Norit SG. Las primeras colonias que aparecieron:énflas
cajas, fueron las incubadas en presencia de aire; sin embargo,
se observé que aumentabanligeramente si ademds se le adicionaba
2.5% de CO_.
,2
Asi mismo se observd que el carbdén funciona como un-desto

i

xificante; igual que el almiddén, ademds de que puede funcionar

modificar la tensién superficiél, pe-
5 ¥ : cial

como un colector de CO
ro no se ha logrado saber por qué el contenido de carbén ‘aumen-
ta el crecimientp de la bacteria en este medio,y sélo,se‘cdnfig

que sirve para absorber sustancias tdxicas (52, 134).

Se han desarrollado otros medios quimicamente definidos,
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los cuales sustituyen al hidrolizado de¢ caseina por aminoécidos
y sales inorgénicas ( 66,130,134,169 ). Los requerimientos de -

L.pneumophila para ciertos aminodcidos en estos medios,incluyen:

arginina, metionina, cisteina, valina, isoleucina, treonina; fe
nil alanina o fi;osina , serina ¢ histidina. 8i cua}qgiera de -
estos aminoécidqé se elimina del medio, no hay crecihiento; fe-
nil alanina y tifosina pﬁéden emplearse indis@intaménte, uno en
lugar'delzotqu("ver?téblé Ne 8 ).

TABLA N°8 Amihéécidos requeridos para el crecimieﬁfo de 10 ~

cepas de L. pneumophila { 66 ),

CRECIMIENTO DE LAS CEPAS &

AMINOACIDOS

P1L P2 T BiI Bell ¥F1I DI MB 0Olda Al
Arginina + + o+ + + s & + + .+
Cisteina + + o+ + + g + + + +
Isoleucina 4 4+ + i + + + + +
Leucina + + o+ “+ 4 ”; " + + 4
Treonina + + 4 1 ;““““jw“ + ¢+ + +
Valina + + + + 4 + + + + +
Metionina + +h 4 + + ~17 - + + + +

Fenil alanina ¢

# 4 ¥ r } ¢ + + + +
Tirosina
Serina -+ + 3 1 + - 4+ 3 + +
Prolina - - - - - | - - + -

Alanina - - - - . .. - . -
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AMINOACLDOS P1 P2 T Bl Bell "1 D1 MB Olda’ Al

Acido aspartico - - - - - - - - -

Acido glutémico - - - - i - - - -

Glutamina - - - - - - -

Glicina - - - - - -

Histidina - - - - - -

Lisina - - - - - -

Triptofano - - - - - - -

Asparagina - - - - - - -

a +, no hubo crecimiento en la ausencia de los aminodcidos pro

bados; ~, hubo crecimiento igual al observado en las cajas de
control en la auSen@ia_de los amino éqidos,probados; + hubo
credimiéhto en‘ia éus§qcia‘de los amino &cidos pero menor que
en lag cajas_qoﬁtrol;

b Hubo crécimigﬁto en uno o dos tubos deépués'de'7é.hrs.

¢  Fenil- alaﬁiﬁé o tirosina presenta ,vcrecimientp; uno . puede
sustifﬁibée*pbr el otro.

d P1, Phil;délphia 1; P2 Philadelphié 2; T, Togus; Bl,'Bl§pmin_
ton 2; BE?L; Bellingham; F1, Fi;nt 1; Dl,Dgtrbit; MB;FMiami -
Beach; Olda, Al 'Angeles 1.

Segin J, Richard George y colaboradores (66) las cepas de

L. pneumophila wusan serina y en mayor grado treonina como la Gni

ca fuente de carbdén y energia,
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La cisteina puede ser sustituida por L-cistina o glutationa
pero no por D-cisteina. Se ha visto que para el crecimiento de
la bacteria se necesita piruvato y 4cido ceto-glutarico. .

Se realizo un experimento en un medio minimo de aminoacidos,

para ver si las cepas_debL. pneumophila se desarrollaban después
de varios pases y éé:éhéontrg que, en el primer pase, hubo el -~
mismo desarrolléﬁén todaévlas cepas{ al igual que en el medio que
contenia 20 amiﬁbéci@psQ?GG); pero a medida que los pases seguian,
se fue notandé‘iawdif;r;hﬁia entre el desarrollo de las cepas (ver
tabla N° 9), lé qde indicé que el réquerimiento puede ser parcial
para uno de ldé_aminoéCidos omitidos, Después se fue agregando -
cada uno de '165 aminoécidbs que faltaban en este medio minimo, Yy

se vié que cada uno contribuia en cada cepa para alcanzar el -

maéximo de crecimiento,

TABLA N° 9 Crecimiento de L. pneumophila
nido (66).a
A B S O R B A N C I A b
CEPAS PASE 1 PASE 2 PASE 3

COMPLETO MINIMO COMPLETO MINIMO COMPLETO MINIMO
Philadelphia 1 0.660 0.550 1.230 1.125 1.2156 0.950
Philadelphia 2 1.085% 0.785 0,985 0.770 1.010 0.905
Togus 1.040 0.690  0.4974 1.000 0.940 0.855
Bloomingtlton 2 0.570 1.29%  0.54%0 0.540 0.755% 0H.715
Bellingham  1.115 0.890 1.200 1.066 1.230 1.190
_i‘la;l:‘n{hlw S () ()3;)—-'"‘ ) ()/‘J‘ I ROAYAN 1.100 1.160 .930
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CEPAS PASE 1 PASE 2 PASE 3

COMPLETO MINIMO COMPLETO MINIMO COMPLETO MINIMO
Detroit 1 0.850 0.620 0.680 0.574 0.695 pNG©
Miami Beach 1.090 0.835 1.130 1.040 0.590 0.620
Olda 1.005% 0.710 0.725 0.565 0.535 0.110
Los Angeles 1 0.670 0.640 DNG DNG

’ . v s . .

a.,~ Minimo con respecto a los aminodcidos necesarios para el cre-

cimiento.

b.- Absorbancia medida a 660 nm.

c¢.~- DNG, no hubo crecimiento.

Segin William J. Warren y R, Miller (169), las vitaminas, -
cofactores, purinas»y pirimidinas, no tienen efecto sobre el cre
cimiento dé.esta bactgria ya que posee la capacidad‘para‘s}nﬁeti
zar tbdas(lés‘Qitaminaé;‘goeqzimas y nucledtidos requefiﬁésg{pe_

ro Leo Pine y colaboradores (130) observaron que la:qombiété;su—

presién de todas las vitaminas, 4cidos oleico y almidéhyﬁda~un -

retraso de 90 horas en el crecimiento.

L. pneumophila no uéa glucosa, polisacéfidos;,ni 5cid§S“org§
nicos comé fuenté de energia evidenle para su crecimiento. f Sin
embargo, éste se ve inhibido totalmente por compuestos qUelantes,
como citrato, malato, acetato, acido etilendiaminotefraacético y

moderadamente con mercaptoetanol, tioglicolato, y Tween 80.

Tison y colaboradores (161) mostraron que L. pneumophila -
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crece en un medio de sales inorgénicas si se cultiva con cierta

cianobacteria (aigé azul-verde) con actividad fotosistetizadora.

El crecimiénto en el cultivo con la cianobacteria Fischerella ocu

rre en prbépf@iSn similér,que la obtenida en el medid'cqmplétq}

Esto sugienegqu§7alguncs metabolitos producidos por Fischerella

son utilizados por L. pneumophila, y que sus requefihléhtdgfnutri-

. e e ; ¢ SRR
ciales no son tan estrictos como ‘Jloreporto Feeley y colaboradores

(51). Eé?oslgééulﬁédoé; més ei5hecho de que L. pneumdphila'se -
establéce”qdﬁjf?éguéncia en e¢l. mismo medio ambiente que los mi-
croorganismdéﬁf§fbsintéticos, da una posible explicacién de la -
amplia digﬁnigﬁCién de Legionella., Bottach G. y coiabopadqres -
(17) confirman ei crecimiento exponencial, ademds de que las frac
ciones especificas del sobrenadante del cultivo ciénobéqteriano -
(rico en brofeinas y carbohidratos) estimulan la fijaciéﬁ dé‘oxi—
geno por Legionella.

Posteriormente estudiaron la adherencia de L. pneumophila -

para especies de Fischerella, concluyendo que esta bacteria no
tiene adherencia especifica ya que gran variedad de bacterias -
Gram-positivas y adcido resistentes también 1i-

Gram-negativas,

mitan a Fischerella (16).
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1.5 Condiciones de crecimiento de la bacteria

Una vez que se determinaron los requerimientos nutriciona

les apropia@os‘paréiL.pneumophila , Se estableéiépén:iaéﬁcﬁp;
diciones'fiéicas méé favorables para su cre¢imi§gtb‘6p§imo.
Temperatufé;

Varia§ cep§$1d?*la bacteria de la enfermeda&vdéhloéﬁLegig
narios se iﬁocu1§f;ﬁ sobre agar MH-IH‘y se indﬁbéfon aerdbica
mente a la;isigﬁientes temperaturas 25° ., 29° }35° y 42° C du
rante sgié{ﬁiéé{ ée observé que a 35° C’se preseptaba el maxi
mo crecimiéﬂéo-dé la bacteria, a 29° C era muy ligero y a 25°
o 45° Clggiéé'bresenté desargollo alguno en‘hiﬁé?ha pepa‘(Sl,
85). Por L6‘tanto; la temperatura 6ptima de cf§¢ih£énto es dé
35 a 37° C.

Aereacién

Se inocularon’varias cepas de E.pneumophilé‘sobre agar MH-
IH y se incubaron durante 6 dias a 35° C en atmésfera con el
20, 10, Svy 2.5 % de O, y anaerobicamente. LOS‘reéultadoé del
experimento indican que las bacterias crecen mejbr aepdbiéémgn
te con 2.5 % de 002; se observa también que el crecimiento -~
disminuye con cada reduccidén de oxigeno, mientras que las con

diciones anaerobias anularon la proliferacidn ( 51,85).



Segin ‘Pine y colaboradores ( 130 ) la bacteria es aerobio
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estricto, requiere de diéxido de carbono y una entrada constan

te de oxigeno'y es:potencialménte,sensible'a la aereacidn -

excesiva,

pH

Se pfépaparbn cajéé de agar MH-IH conva desde 5.0 a 11,0

con incrementos.de 0.5, las que se inocularon con cepas de . -

L.pneumophila . fE1 ¢recimiehfo'sé observé en el rango de pH

de 6.5 a 7.5‘resu1tand6'el 6ptimd, a pH 6.9 y 7.0 ( ver tabla

N° 10) (51).

TABLA N° 10 Cfecimiento de cultivos de L.pneumophila a varios

niveles de pH, sobre agar Hinton-Mueller, con 1%-

de hemoglobina suplementado con Isovitalex o clor

hidrato de L-cisteina (41).
pH Crecimiento de cepas de la BEL en un medio con:a
0.026% de clorhidrato de
1% de Isovitalex L-citeina
P1{ P21 F1{Pol P1} P2|F1}Pol
6.0 O [0 }O 0 0O (0 10 0
6.5 314 1|3 4 313 1]4 13
6.6 313 (3 4 33 {3 (3
6.7 314 43 3 313 1413
9 8 3 ({313 3 313 |4 (3
—5.9— 4 (4 14 4 4 14 14 14
7.0 4 (4 |4 4 4[4 |4 |4
7.1 314 14 13M' o ~2;~-~5~— 4 13
7.2 3 .XMHZMM 3 ‘ “ 3|13 (373
”;t?; -~ 4” X Aw.m.6mnm.Mw”.vm"umﬂu ; ,”;M.EQWBUW-
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1% de Isivitalex L- cisteina
1.4 352 §1 go 31 52 g1 pol
7.5 3 3 3 0 3 3 3 0
8.0 0 0 O 0 0 0 0 O

a El crecimiento se midié después de 6 dias de incubacidén con

b

una escala de Oa 4,

P1 Philadelphia 1;P2 Philadelphia 2; F1 Flint 1; Pol Pontiac 1.
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1.6 Produccidn de toxinas

Los mecanismos por los cuales L.pneumophila causa la eénfer

medad no se conocen. Los disturbios pulmonares y extrapulmo-
nares como en el Sistema Nervioso Central, que acompafian a’la
enfermedad, hacen pensar en que dicha bacteria puede’causar el

' 80,124) .

padecimiento‘bbfl;é prpdupciéh deftokihas5(4ﬁf6iti

Se ha encontrado que L.pneumophila origina . materiales se
mejantes a . endotoxinas, hemolisinas y proteasas; sin embargo,
hasta ahofa‘el.papél que desempefian en 1a enfermedad no se -

conoce.

R,Friedamiy colaboradores (61)-descfibenfuné'citotoxina -

producidgren i§s filﬁrados de cgltivoé dé L.§nehmophila..Para
demostrar 1a4citotoxicidéd se usaron tres cepas de la bacteria
que se inpcﬁlaron stre un cultivo'de células de o&ario de bams
ter chinb (CHO). Con e1;empleo delz6olofimetro'ée,pbtgvieron
los siguientes‘resulfadbs,‘

Sé ﬁbservéfelAqultiQo al microscopio 24 hOrésbdespuéé'de
la inoculacidn coh la cepa Knoville; el primef cambio morfol$
gico fue el redondeamiento de las células vy el desarrollo pobre

de una monocapa,a las 48 horas las células se volvieron redon-
dat y muchas se degeneraron y se lisaron, liberando desechos ce

tulares dentro del medio de cultivo; a las 72 horas se encontraron
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todas las células degeneradas ,al mismo‘tiempo que las c¢élulas-
control fQ?mabdh una monocapa densa; las otras cepas Togus y -
Bloomingt&hfm@Stfaronl9efe¢toé}similares de cito%dﬁicigﬁd;

Se'réél iﬁfbh aIguhas pruebas sobre_la~aé£iﬁiaaé@dé 1a~ci_

totoxina i -

—Al calentér:mpeStras“defgn,fiitrado;deféulfivbidé'L.pnéumbphi
la a 379?&j569fC duhént§fﬁha1hora‘Q 31100°C'durante 30 minutos,

no se enébntréabéfﬁida}de~é¢tiv1dad,~siendo muy estable a 34°-

ﬁé,dgmﬁéégfé{QGé_ia citptoxina es resistente al-
calentamiéﬂﬁﬁy’;%iéfdbhgelacién.

—Acercadéiﬁéﬁé@tg dgl pH sobre 1la éctiiidad'dg ié~citét6*ina,
se viq qdetfﬁé~estab;e,sobre'élbrango de'pH‘S 5v3J555§§Y559°56

una leve - pérdida de la actividad después de la incubacién’a -

pH 1 a 3.ybé.pH'9{'siendo qonsiderablejla-béfq;déi?rribé de'pH

9,

- La citotoxina'nd gierde subactividad al reéliiarse'ﬁnake*frgc
cién'con me£énol (106f%‘recuperable ), siendo solublépengéSte.

- La citotoxina es dializable.

- Selprobé c&no influién algunas enzimas prdfeolitidas eﬁ la -

actividad citotdéxica de la fraccidn éoluble en metanol, obser-

vandose que el tratamiento con tripsina no afecta la activi -



dad; en cambio, papaina y pronasa aumentaron la dosis citotdxi
ca'minima’(MCD). Estas propiedades sugieren que la citotoxina
es un polipéptidb”de bajo peso molecular.

Anteriorhéhte; Baine y colaboradores (4) repOrtaron que -~

los filtrados dé cglpi?os;dg L}pheumophila no;pﬁes;ﬁtgﬁan‘ciio
toxicidad freh?e,é;1g$ ;éiQIAS‘dé ovario dé ﬁamé#éfﬁ?ﬁiﬁd;  -
aunque ngngé;£¢ha%féh¢ﬁ§htéfque no‘se’ﬁsé‘éf ﬂi$mgjmééio'bgc
teriolégigé;;&é'éﬁéflaﬁﬁfadu¢éi§g:dé muchas;ﬁd*;ﬁésfﬁécﬁefia—
nas cono@idééféég?deaéﬂdigﬁtéé,adél médio. 
Wong &ﬁc§ié5Qfgd;;és‘(iéb)_éstqdiérOn}taﬁbién ia§ propie,

dades ehdoﬁéxidas def1a bécteria«Qe la enfefmedad,de_lds Legio

narios (BEL) por medio-de pruebas biolégicas ih vitro e in vi

VO ObservafOn algunas discrepancias en los resultados dé‘la

et o g st e ot

del peso seco de la bacteria contenia substancias parecidas a

endoltoxinas, mientras gue con pruebas de pirdgeno en cqﬁejos,

49}

5610 dib el,0.76%;'nb lograron encontrar la cléSica énddtéiigi
dad generalMente asociada a las bacterias Gramnnégéfivag, con
cluyendo dGnicamente que la principal eﬁddtéxiné dc 1é‘bacterié,
puede ser un tipo de lipopolisacarido bacteriano.

Baine y colaboradores (4,5) ftrabajaron con varias cepas -
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de BEL para obseryar ié,hem6li§is sobre agar Hinton-Mueller su -
plementado con sangpe dévcihéo;éSQecieé;de mamifq;oS:(JCObaYO,-
caballo, conejo, humaﬂoﬁy éégﬁé;é); La‘heﬁélisgsﬁf;éﬁciéiblé deg
pués de 2 dias ‘de la inoculacién de las‘cajas,.éiéﬁdd ia'més - -
intensa'la del medio de agar con sangre de conejo o con sangre -
de cobayo, menos intensa sobre agar con sangre de caballo o car
nero y todavia menos aparénte sobre agar con sangre humana.

La actividad hemolitica es una propiedad que poseen diver -
sas bacterias productoras de toxinas que atacan las membranas -
celulares. Egta actividad se probdé en filtrados de liquido alan
toideo de huevos infectados y se observé que resiste el calenta
miento s 60° C durante 30 minutos y se presenta todavia después
del calentamiento a 100° C durante 15 minutos,

Se ha visto que fitrados de liquido alantoideo estéril, de-
huevos de gallina embrionados e inoculados con dicha bacteria,
nuestran actividad hemolitica; la que no se presenta en huevos-
incubados no infectados paralelamente.

Se realizaron pruebas de actividad hemolitica en plasma y -
orina de conejos, a partir de animales inoculados por diferentes
vias,confirméndose dicha actividad en fluido alantoideo.

Las vias de inoculacidn que se emplean en conejos fueron:
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1.~ Inoculacién intravenosa con fluido alantoideo infectado con

E;pneumophila .

2.~ Inoculacién intranasal ‘con células que desarrollaron en agar.

3.- Inoculacién intranasal con tejido esplénico de cobayo;infeg

tado con%BELL

Los resultados:de la primera inoculacién fueron : los cone-

jos inocUladoé_pbéSéntéron la enfermedad febril despﬁégfqeye -

solidacién. pulmorar, . signos no observados

Se examinaron: 1os bazos. y pulmones de los

por inmunofluorescencia.directa y fueron

mophila.

El plasma de loé,conejos‘infeotados calentado a 56»°C-durag
te 30 minutos mostrdé actividad hemolitica en dos dias de énéayo.

El plasma de conejos control y de una muestra obtenida antes de

la inoculacidén de un conejo de prueba, no mostraron hemélisis, -
mientras que en dos muestras de orina [liltrada de conejos de -
S~

prueba se observé hemdlisis franca y en la orina filtrada de un

conejo control sdlo una zona débil de hemdélisis.
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En. la segunda inoculacidén se obtuvo lo siguiente: los bazos
y pulmones de los animales de prueba fueron negativos~porminmu

no fluorescencia directa; sin embargo, los pulmonesfdeﬁéStb°

males mosffaféﬁ §dﬁso1idaci6n. Los resultados de~la_éfuéﬁé;EL£
SA fueroa p6$;#iYo$ §n>la orina de uno dg 1os;animélég;?éfﬁfueba,
en el cqq€f§1 fﬁe~negativa; 1é hémélisis enbofina calenfédé'dé_
ambOS’tipééhdgkan;maiés’erfnegafiva. Asi también el‘plésma ca
lentado:dé;éjiﬁé¥§§ ¢6;ﬁfé; n6 ﬁr§sent6 hemélisig y éideﬂlos,cg
ne jos deléfﬁébéJgd;@oétfézqétiyidad hemolitica durante*unafsémg

na de observacién, sino hasta después de 15 dias.

En la tercera inoculacién los bazos y pulmones de todos los

fluorescencia directa. Los pulmones de los animales mostraron -

focos de inflamacién dispersos, la orina de los animales control

sl

fue negativo baf;?éLiSAi7cuéndo se calentd el plasma y 1la orina
de los animéles.de §fqéb;1y cbntrol no mostraron éctividad hemo
litica.

?ara confirmar'la actividadihemolifica del flﬁido élaﬁpoideo
de huevos infectados, se incubaron’a 37° C durante 6 dias, mos
trando resistencia al calor y corroborando 1o ya mencionado.

Filtrados de fluido alantoideo sin infectar y de embriones-
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muertos. por frio e’incubados a 37° C durante un dia , no presen
taron actividad heholitica., pero el fluido de dichos huevos in
cubados;dprahté.SQdias si mostré actividad hemolitica y‘fésis -

tencia al{qéipb}fﬁémbiénqgé‘observé actividad en.élgfluidbﬁalag

toideo de un embridén 'sin infectar que fué conservado'en un’ tubo

de cénﬁrifugéwa emperatura ambiente,por 7 dfas.

o alantoideo de huevos infectados. pa-

recen tener actividad hemolitica atribuible a la presencia de -

L.pneumbPhiig.fé)i;giq:g@bérgo,los~datos preﬁéﬁ?gﬁdg antpfiofmgn
te sugiergﬁjéueigiyfluidoéiantoidéo de huévqéwéﬁbfipHﬁd§g;eg~
ponténeé@éﬁfétdééé;fdliaa actividad hemolitica»en‘auééhé#é del—
contacto §9n1§l'éﬁb?i6n sano. La presencia de diché;écéiyiéad—

en fluido*aiahtqid§o de embriones infectados con,BEL'pué&e:sélg

mente ipdi?éf;AQg}iéibacféria es patdgena para los‘éhbéiéﬁésjy_
puede nofréfyéjéf Iabprééencia de hemélisis’béctériéﬁéiéﬁ_ei -
fluido.

Asi ﬁahbfén los conejos infectados euperiméntalménﬁe cqh -

L. pneumophila tienen circulando sustancias que lisan eritroci-

tos de cuyos. Una actividad hemolitica similar, puede también -
presentarse en la orina de los conejos, aunque se deben hacer -

mads observaciones concernientes al plasma de animales inoculados
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intravenosamente con flgido alantoideo de huevos infectados,ya
que éste puede tengr,actividad‘hemolitica intrinsécak"

Consecuentemenfé;,lés-résultédos de experiméntps céh‘esﬁos
modelos debgﬁ sgriiﬁtéfé#etados con precaucién pues1pare6e'.¥
arriesgadé;;fifﬁé;;g;éfla actividad hem§iitic$7;¢;idﬁéifdgl‘flu
ido alaﬁ£§i§§§ §uédai§%? detectable varias dia§ qe§Qd§s;qe:la
dilucién enveljvolpﬁ?ﬁ;?htpayascular'de 1qs aﬁiﬁaiésa(é)F

H. Mueliefffiééixégtgdia”yé acciénpfoteélitié§ dé4¢gatro

cepas de'L.peumOphfféfﬁér‘eL método de inmunbelectfofdteqié,

colocando 23 proteinas ‘de suero humano como substratos. Los re

sultadoSﬁéﬁténidos7ihdfcéron qu¢ esta bacteriardegréd6”c1hdb

de lés éélbgdﬁginas.651 shé?9 que‘sonivac. jgiiéqﬁrdfqgﬁé;"_
antiqui@ééfé?égiﬁar2 _lipbprdteina, -globulina y 2—éiigéﬁyqtg
ina-I (Qéf{fabiéiNfFl;iftééf; degradacién sugiere gué’diché“-
bacterig £ieng?gI ménoS, dos sistemas de diferéﬁtgsi§§2imés;la
- lipopfbteiééi§é Hegrad6 con una desviacién’anéd}éﬁ;agi,pfg
cipitado rémghéatcrllat ;glicoproteiha—l lo hiszSih Qh;ﬁétgg
table desvio y‘la ac. glicoproteina, la —ahtiduimofripsina y

la ~globulina se degradaron con méds o menos desvids catddicos.

Se sospecha que e¢l mecanismo molecular de L.pneumophila

puede implicar enzimas proteolilicas, como sugirieron Bayne "y

colaboradorey (4).
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TABLA N° 11 Accidn proteolitica de L. pneumophila demostrada-

en proteinas de suero humano por inmuncelectrofore

sis ( 124).

Proteinas probédas Resultados

.- Prealbumina -~

.~ Albumina -

.~ohy ~Lipoproteina -

.- _pcido glicoproteina +

.- G Antiquimiotripsina +

.- & - _-glicoproteina -

1
2
3
4
5.~¢*1—Antitripsina -
6
7
8

Inhibidor de la inter -~ tripsina -

0w
1

Haptoglobina -

10.~ Celuloplasmina -

11.- Ge-globulina -

12.- & ,-Macroglobulina - »

13.- OL?~HS—glicoproteina -

14.~ ‘x?eZn—gliCOprote[na -

15. (3~Lipoproteina +

1

Transferrina -

1

16.

17. - (%C/(?A—Globulina -

18. - QE- Globulina +
19.-~ Hemopepxina -
20. - {%aGlicoproteina~I , +
2l1.- Inmunoglobulina A ) -

22.~ Inmunoglobulina M ' -

23.

Inmunoglobulina G _ -
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1.7 Susceptibilidad a agentes fisicoqu{mimosa
Viabilidad

Cultiyqs origina1es de la bacteria de.la‘enfépQQQadﬁde}los

Legionarios recibidos deifCeﬁter‘fof”Diseéséﬁddﬁftbif‘ng):peg

Ll

manecieroh;viabies”dﬁf&ﬁté'i12:dfés c6hsenvadosfa 25,°C yf147‘_

dias conservados-a 4°C,

Se han realizado estudios usando las siguientes generaciones
de los microorganismos conservados, observédndose una disminucién

en la duracién de la viabilidad. :Ninguna diferencia significa-

tiva se notdé entre 4 yVéS;pJC:(167);faSi'cohd‘fambién se ha vis
to que aﬂtempébaturéé‘mayores de 42°C no hay desarrollo de la -

bacteriafegf){t f_:r‘_

Wang y éqiéﬁpr;dbp§§ (i67)fihvgstigaron,LaiSUScepfibylidad de -
la bacféf?é éflésxéﬁ£iéépti§os‘y desihfecfaﬁ%égégéagﬁﬁéﬁte em _
pleados éh€i6$.hqébitﬁigé>y 1éboratorios;;§é;afd;SébnEaminaéién
del ambiehté y lds*%igé@éé]dg agua comercial;
Se e;cbéiefoﬁ1105 $iguiéhtes desinféétantés»uéados frebuenge

mente eh los hospitales en dondeiL;pneUmophilg.puede estar pre-

sente, la formalina se usa como un fijador y para descontaminar
muestras de tejido; iodoformo y cloruro de benzalconio se emplean

como desinfectantes quirdrgicos y de piel; el glutaraldehido se
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utiliza comq'unﬁdesinfectantelpara terapia nespiratopia;y.equipo

endoscépico; glkalcohol, compuestos fendlicos e hipo§l;fi£o, ée

usan en todas partes,delvﬁoép;tal, inciuyendg ;os?}éb§gé£6fids.
Existe;un¥§@Pi?é¥raﬁg§;§§‘doncehﬁrécionésbfbb;dééi?féﬁio -

los resulfédoé de‘iégibagéénf;édionés alrédédob de‘lésgbﬁhtbs -

de susceptibilidadl§§ ;ﬁc §y¢? en la siguiente‘tébla}:}a 

TABLA N 12 Inhi,bici_c’;‘rxx f‘d'l'e,-‘»l.é,kbacteria de la-erlx_»f‘erm;':a;a' de los Le

gionarios frente a los desinfectantes comunes (167)

AGENTES CONCENTRACION CRECIMIENTO
1 min 15 min 30 min 60 min
5xlO6 1011 leO6 lO4 5x106 104 5x106 104
Compuesto fendlico
2% a 0.001% 0.10% - - - - - =
0.05 - - - ~ - -
.01 + + - + -
0.001 + + + + + +
Todoformo, 10 ppm
a l ppm 10ppm - - - ~ - -
5 + + + + + +
Compuestos de amonio '
cuaternario 1:1000 -
a 1:64000 1:8000 - - - - - -
1:16000 + + + + + +
Glutaraldheido,2%
a 0.008% 0.031 - ~ - - - -
0.016 + + - - - .
0,008 + + - - - -
Hipoclorito,5ppm a
0.65ppm 5.0ppm - - - - - - - -
2.5 + - - - -~ - - -
1.256 + + - - - - - -
0.65 + + + + + + - -
Formalina 2% a
0.05% - - - - - - - -
- ¥ T T - ”
I B ’ = : = =
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AGENTES CONCENTRACION 6 4 CgECI%IENPO6 4 6 4

5x10° 10 5x10° 10 5x10° 10 5x10" 10

0.10
0.05
0.01
Alcohol,70% 70% - -
Acido clorhidrico
pH 4.0 a 1.4 pH

1

+ 1+
+ |+
U]+ g+ ]+

+ ]+ |+
+ i+
Pl i+ 1+

+
+
+

1
t
i

s e o
N (OO
+l+l+
+ |+ |+
+ i+ |+

-+

!

i

En esta tabla se observa que la exposicién de L.pneumophila

a una mezcla fendlica al 0.015% durante 1 minuto, mostré una -
completa inhibigién; igualmentevlo”ppm,dg iodoformo y la dilu_
cidn 1:8000:déiénféémhueéﬁéaasféﬁgﬁiQ éqaternario, fueron efec-
tivos simgxééééé@éﬁté;gﬁ#uéégsfaiéoﬁﬁentraciones més,bajas‘de -
estos agéﬁtésfﬁéffuefbpiéf§§é§pé § béSar deﬁhabér,siﬁéjﬁﬁédéstos

nds de 30 minutos. El_gldfaraldehido a unaIconCeﬁtfébiénmde:; -

15 min

0.031% fuéfeféétivqidesbgésbdé'1 min de éXpbsicién.yfpp”

a uné coﬁdenfﬁééi8n ée 6;008%ffué'completamente_inﬁiﬁ%bqfiéi.el
hipocloritb ai@bé cohCedfbﬁdién de 5 ppm requiriﬁg:s€i§m?ﬁfé-l—
min, pero a 0,65 pph neéeéitéiﬁo miﬁ.Qe,exposiqiéniﬁiégfd;mali
na al 2% tuvo una complétg:idhiﬁicién’despuéé"dg*i ﬁ¥ﬁfféiﬁ:em_
bargo,al 1% requirié 15 min‘yjaiio;5% né§eéit5 30vminpara ser
completamente efectivo.

El alcohol etilico al'70% inﬁibié completamente a L.pneumo-

phila en 1 minubto; el dacido clorhidrico a pH 2.0 durante 30 minu
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tos de exposicidén no logré inhibirla, pero a pH 1.7 la inhi-
bid completamente.’

Los résulﬁgdgsfanferipres‘sugierén‘que este microorganismo
se encueﬁpfg{éﬁgreflés Eacﬁépiés.conibajﬁ nLQél de rgéisténcia,
puesto ggé;iés;é§gé§§;?591§hé8=para Otrosvﬁigpq§rggp}§mos'paté
genos esféﬁ'huyﬁsgg:éﬁéfmg?‘devlas,inhibitbrééé p;fé€§sta bac-
teria; cdmojestééiéégntes;pUeden introduciﬁéé éfgiéﬁémas acuo
sos como tanqué§ dé agua,>torfes.de_enfriamiépﬁd y éistemas -
de aire acéhdiqiéﬁédé, se pﬁédén eliminartloS-reservorios po-

tenciales de L.pneumophila.

Skaly y colaboradores (143) han probado una serie de desin
fectantes recomendados para inhibir el crecimiento bioldgico-
en torres de enfriamiento y condensadores de evaporacién de -
sistemas de aire nvygdicionado. Los desinfectantes que proba-

ron son los; siguientes: cloro, 2,2dibromo—3nitrilo‘propionamida,
cloruro de dodecil dimetil émino e isopropanol, 5 cloro-2metil-
4iso tinazolin-3-1 y 2metil-4 isotiazolin-3-1, etileno disddico
bis (tiocarbamato) mas dimetil di.:ocarbamato sédico y un penta

clorofenato mds sales de sodio de otros cloro fenoles. La ac -
cién bactericida més efectiva se observdé con ggncentraciones de
hipoclorito de calcio que proporciona 3.3 y 6.6 g de cloro li-

bre por ml; un total de l.3x106 células viables por ml fueron-~
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répidamente inactivadas, ya que ninguna célula se recuperé del
medio de qultivb-o}eniémbriones‘de pollo después de la exposi-

cién durante tres,seis y veinticuatro horas.

La coﬁbihaciéﬁfdéEcloruro de dodecil dimetil-ambnio;e'iso

propanol fué también altamente efectiva a las cdhCehtrqéibhes

de 72.0 ppg/ml y 144.0Mg/ml.

La accién letal del 2,2 dibromo-3-nitrilo propibnamida no

fué tan répida como se observé con el hipoclorito de calcio o
con la combinacién del alcohol cuaternario, ya que al tiempo ce

ro se recuperaron célqlas‘viableé tanto del medio artificial co

ﬂdéspuéézde la exposicidén de 3 y 6 h,-

relativéméhtéﬁpéc;;fqél?#ééiggbfevivieron A las concentraciones
de 6.0 y‘12)*g/ml y 5iﬁ§ﬁﬁé:s§‘recuper6 a la concentracidén de =~
24.0 J/ml.

La inhibicién §qn é; dééinfectante.compuesto por 5-cl§qu2
metil«d«isqtiazﬁlig;égl yv2 metilnduisotiazolinf3~l a laéfcon -
centraciégéé{déYGQ;O y 120/‘@/m1 después de 168 h deféxéégicién,
resulté efectivo,vya éue no se encontrd ninguna célulé viable -

en medio artificial y embriones de pollo. Con el desinfectante

compuesto por etileno disédico bis(tiocarbamato) y dimetil ditio

carbamato sédico degpuds de 168 horas de expesicidn, se recupera
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ron células viables en‘embfibnes de pollo a las siguientes con-
centracioneé de 20, 40:yp106)ﬂg/ml. El desinfectante comphes—
to por penté;dlorqf%nﬁié;y séles de sodio de otros cloréfendles,
a las 168 HQrgégdé?é;pOSic16ﬁ a la conéentrabién'de'71.0;“g/m1—

no proporcioné células viables sobre medios de cultivo ni en =

embrionesfaeﬁpollo

”“,oéﬁdéSivfédﬁéﬁt@sfprbbados, las fdrmuiacion§s que-

contenian hipoclorito de sodio:o cloruro de dodecil amonio e -

isopropanolipresentaron una -accién bactericida satisfactoria -
contra Lip umophila en agua, aunque el 2,2 dibromo- nitrilo -

propiona@édathdfé&pyé;tah réﬁido como los anterioféé;}péfg ei
hecho_deléuéla555gé$ aé 6 hpras‘de exposicidn no‘se*fégﬁégfafon
células viéﬁ1e§;féugiere‘que}eSte compuesto puede tawbi%ﬁ;dég -
truir al micro&rgéni$m67én’agga déntro‘de'un peribdq %éééhéble-
de tratémiento. Loévdgsfﬁltiﬁos desinfectantes'péﬁééehféér-de -
uso limitado .a. epide@iés'asdéiadus con:agua éoﬁtahiﬁédé en sis
temas de aire acqnaicionadé.
Con loé‘resultadbs obtenidos de este estudio,se obsefva la

relaﬁiva téxicidéd de los desinfectantes disponibles que se re_
comiendan comercialmente para el control de hongos, bacterias y

alpgas en apgua de torres de enfriamicnto y condensadores de cva
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poracién. Es conveniente tomar en cuenta diversas condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas que pueden existir en el funcio
namiento de7los'sistemasvde aire acondicionado que afecten mar

cadamente.la ‘accién bactericida de ellos, condiciones que no -

se incluyeron en este estudio.
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Produccién - de.ﬁdactamasa.
Se ha establecido la actividad de lactamasa en tddos‘lds -

serogrupos .de L.pneumophila , Esta enzima fué detedtadaﬁep bé15

las intactas lisadas por tratamiento del Adcido etilendiamino te
traacético, indicando que se:. localiza en el espacio peripldsmi-

ENET

co (96),. )
Se utilizaron varios~aﬁﬁigi6#icos lactémiébs y se llegd a
la concluéién de que la éniim; actia brincipalmente como una ce
falosporinasa hidfoliiando el cefamandol, la cefalotina, la cefa
loridinakytamﬁién la_penicilina Gvy,la ampipilina; el cefoxitin
y cefurox;na:no soﬁ hidfqli;édo?Q“;Se usaron doé‘inhibidores de
lactamasa sobre la aCfiQidad hiabolifica de‘extractos de 1. -

pneumophila ; ellos son'é1 écido claVulénico‘y CP45,899, un éci

do penicilinico suiféﬁi;d, ﬁue han si@ﬁlefectivgs inhibidores -
de ciertos tiposdétfiactamésa.

El CP45,8991inhiBié~la hidrélisis de la ampicilina por la -
bacteria, eﬁ up‘35 a 40 % y ea un 60 % en la pehicil?ngp,cén el
cefamandol se producé casi una completa ihhibiciénf‘ Ei Acildo -
clavulédnico inhibid parcialmente el cefamandol.

La enzima no se ajusta al cardcter de los deméds plasmidos -

degcritos o cromosémicamente mediados por lactamasa; se presen
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ta primeramente como una cefalosporinasa por la destruccién del
cefamandol;pero no de cefuroxina; se piensa que la enzima es si

milar a la establecida en .Citrobacter y Enterobacter. Asi tam-

bién se cree que la lactamasa de esta bacteria pertenece a una
nueva clase ya que su actividad es diferente de la establecida-

en las familias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae (96).

Knuson y Mikesell (95) lograron aislar dos plasmidos en 16

cepas de L. pneumophila, que incluyen los seis serogrupos.

E1l ADN extracromosomal se aislé de dos cepas, la Atlanta 1-
y la Atlanta 2, por'medio‘deﬁgﬁulisadd'qptimizado y un procedi-

miento de purifi¢a¢i6w“;é:plésmidbs; ‘Véliéndose‘del'peso mole

obtenefﬁlqéfpesés:mbléQQIabes'de los pldsmidos PKM69 aislado de

la cepa'Atlahﬁépiyyiei PKM70 ai$Iado de la cepa Atlanta 2, con-

un peso molecﬁlar proMediof@gpa los dos de 30 megadaltons.
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2.- PATOLOGIA
2.1 Definicién de la enfermedad de los Legionarios
Es una’enfermédad.aguda del tracto respiratofio inferior-

que incluye en su sintomatologia fiebre, dolor de cabeza, esca

lofriosffmiélgiQSf

”debflidad;ﬂdplopvdbfpecho y tos que se‘écom

pafian dé'siﬁﬁdméngaéfréintestinalegfygﬁeufblégiCbSQy~failb -

dad de idﬁLé n bidsgdéfotrosftipbs.aguﬁQUmonié”aguda, se ha

lograddf§§pqplé;§pﬁunfﬁgffil‘Qaravdetéctafla. ’

El péﬁ1666 a§ iﬁ5ubé§i6nfes de'z a 10 diaé; éih‘embargo, se
han preséﬁtédo éasq§ entre 16 y 26 diaé,ULé Fiebfe de Pontiac,
que es8 una modalidad de LegionelosiS»y sevpresenta en 12 a 72

horas (57,151).
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Signos y dintomas
La enfermedad generalmente comienza con malestar, anorexia

mialgias difusas,‘debilidadf&,doloﬁfde cabeza, observéndose -

durante;iéS;éiguiéniéﬁ-12}a 48 horas, el sdibito ataque de fie

a dolorfabdoﬁinéiifgque:ﬁﬁedéh[aparecer en fasevtemprana'dé la

enfermed%df;Eh;élf§¥éﬁén.fESico inicial se escuchan estertores
secos enféi é0% dé ldé'pééiénﬁés; también se'dbseryabtggqicas
dias, mas nd existe~co£iza ﬁiVdolor»de garganta.

Duranﬁeﬁgl ptiméffjfségﬁndodiaidé la enfermgdad séi§fe§e3
tan rigqf1;’gradié§dig‘rgiﬁﬁi&é. En‘eivsegundoybﬁehééfidjé, -

una tos seca comienza a producir pequefias cantidades;ddﬁesﬁg

to ligeramente pbf013n§o3o no puyulento. ElZO a 4?%;&95‘
pacientes manifiest;n‘hémopti§is; dquO a 40%,5d6iéfé§ 8é'pe_

cho generalmente'dé'naturéléééplehrftica y en algunoé enfermnos
se presentan disnea y taquipnea, cpmo pna implicacidédn pulmonar

(ver la tabla N° 13). .
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Algunos paéientes,_inclusive, sufren cambioé en- su estado -
mental que incluyénf somnolencia, obnubilaci6n,'Cpnfubién, deli

rio, letargia, desorientacién Visuél:,otrésAp?eséht"ﬁ;adeﬁés3__

alucinaciones visuales, afasia, ataxia, debilida :en-manoéfyf -
miembros inferiores; sin embargo el andlisis. qui

cerebro espinal ( proteinas, céiulas y1gLugqsaﬂ

pacientes, es normal. Estos'éfﬁt;ﬁasyﬁé;séiépscfibén eh la epi

demia de Philadelphia,pero si‘§é  haﬁ£é;éé;ﬁ%ad6 én otras epide

mias y en casos,esporédicbs.‘ El:bﬁls§fdg-Ioé'pécientes fue en-

promedio, arriba dé 110( mina-; ié:§éi69iaéd:dé'respiracién, en

promedio, fﬁglméyorfqé 36/mip (9;:15;';7; 6§;8i;féa,,§é;'ei, 98
100,116,1;7;'ié;;:iééi i53,;i6éi5: e -

TABLA N° 13 Resﬁmengiﬁe sintomas en 123 casos dé enfefmedad de-

los Legionarios en Pennsylvania, ju;id;égosto de -

1976 (162).

SINTOMAS INICIALMENTE TOTAL AUSENCIA
SE PRESENTA PRESENCIA

Ne N° % N°
IF'iebre 91 118 97 3
Malestar 60 86 89 11
‘Tos \ 61 96 86 16
“escalofrios 55 70 74 25
Disnea 26 50 59 35
Mialgias 39 47 55 38
‘Dolor de cabeza 35 49 53 44
Dolor de pecho 23 46 52 42
Produccion de esputo 20 i 47 50 47
Egputo purulento 11 23 49 24
Diarreca 16 T T 58
Vémitos 10 22 23 72 |
Dolor abdominal 6 17 20 67
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Los sintomas de neumonia fueron confirmados por radiogra-

 é§fa§ﬁmostraron anormalidades deb;das,aﬂinfil

fias del pecho;
trados»l6§aii25_ lihplidand0~Una qbnsblidacién{j‘Los'infil—
trados biyatébale se“presentaron en casi una cuarta parte de

los paciéﬁﬁési,nétﬁndQsé‘én.algunos pequeﬁasxefﬁé;anS*piéﬁrg

do terapi;fdéfox?ggqéyx}ééisténcia de'@eééﬁi§ﬁ§é de;iéﬁtiiécién.
La caviﬁ;éiép’pﬁim§ éf no_s¢ habia ob#é%yéﬁé?gfffédigé#égias de
Dacie&tééidé?iéslQpiagm}ééae‘Ehiié@é&pﬁ%é}g?éQﬁcnf;yfids Aﬁgg
les o en ;b§ §asbéf§s§§;édic0§; ﬁéhéﬁﬁiiiwémégfé ;i éééhg"re -
portadolﬁ#égénciaadé §aQitaci6n eﬁjenféfﬁés‘dé Legioneiosis -
comprobaééﬁ_

En muestras deltgjido obbenidas de’iqs;pacientes de las -

35 casos

epidemias de Philadelphia y Vermont, se establecid e
una neumonia aguda fibrinopurulenté y en 20, un di Uso dafio -

alveolar.
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La neumonia aguda-fibr?popurulenta se caracﬁer?zé.por la -
presencia deiun densofinfiprado intfaalveolat de neutréfilos,
generalmente acompaﬁéﬁéj§€; éran.nﬁmero de macréféQ@;k,fibbina,
despojos d§fpréféiﬁééfy §n frécpgnte’nﬁmero déq%?@?fééiﬁpé., Se
observé“fambién heqh6§i§Jqiisis‘dgJ;és?éélgigg?énfféﬁaﬁgf}aé,
asi comQ la %ébﬁaf;Lf§p1§fééyé#éﬁéﬁféiéumengéaéNdééié§fé ia ex
tensa fibéaéis;ihtéf%&i@}éi}ff 

Por tiﬁci§ﬁgsffégﬁigéqagieﬁ-ei tejido, se pgdd gﬁséfyat}a -

L.peumophila ;déhtfd;aé:ﬁeuffoilos.ymacréfagosiy témbiéhﬁektrg

celularmentersiéﬁaé?ﬁ§§ ﬁuﬁérosos en dbnde el éxudadéfééféba -
lisado ( 9,;3{~i§,?éz;:4é;‘ss;fsa,'59;_67, 81,«55,.91;f;§p;116,
138, 1627 i&&i). |

Reportéé'de laboratorio muestran ﬁp@erad&jléQcpcitQ§is‘( -
10,000‘5;26}690.léchciﬁQS,/ mma); latyeldcidéd;ﬁé!séqiﬁéﬁfacién
eritroci€i§g fue maQCf’dé 7Cmm,rel fibrihégeno y'q;v¥si6n»de pro
ductos dékffﬁfiné fuefhormal,‘agnqué él-fiempo'par¢;aildefpro -
tombina y‘trpmboplaétina auments.

Muestras de sangre inicial.presentén?hipOCaphea y a;qalosis
respiratoria, con una pre§ién arterigiide co, (PCOE, ﬁré@édio -

% 30 mm de Hg y una presidén arterial de oxigeno (POZ); iggal a-

2 50 mm de lg.
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La insuficiencia‘o,fallafrené;»qge se presehta en algunos
pacientes,‘sé observa po:’la'éQaiuacién‘de nitrégenO‘dq drea—
en el suero y concentracién-deﬂéfgatihinavsinvoligﬁbia;fgqéhdo
existe falla renal fragcai§dﬁv§ligdria Q aﬁQria;iSé{6é§§s$fé _
tratamiento de diélis?s;f'

Se presepté préﬁégﬁgrié;‘bilindruriély;hematurié;tantb en
los pacienteg’gueg;§p%;gaﬁ fai1a;renéif&émoén los casos7qgé -
su funciéh,féﬁéi.éféi5§£mél; éélqbserva también hipofdsfatémia
( € 2.5 ﬁékdidléihib;néﬁrémia k §4130 mg/dl), duranté iés'72 -
Drimeras'ﬁér%g?dé.l;;é€£é€h§6gd}?

Se ve;dé%inidéQﬁﬁa;gg;ééﬁ919;Quimica,dejdaﬁofhépético; por
la elevacién;dé1las:fféﬁégﬁiﬁé%%;;@lutﬁmiég o#aiéééficé;y glu
tédmico feniiibifGVLcé; dé;ia}}bgfgﬁQSQ>al¢§ling,w§é la deshi-
drogenasa }éct}caHy bilirfubinalfﬁhvaléﬁhdéfbébiéﬁtés‘§currié
hiperbilirrubinémia con‘ictericiaf‘

La elevaCiSn de &5tés en?imasfse resuélve §s99nté§qame§te
con 1a‘terapia»antimicrobiaﬁa;’sin-QUé:ﬁiﬁg&nfbﬁé;éhﬁg deéé:—
rrolle‘lesién hepética-kls,'55,57,58,59;72;8i{88;89;91;§é,i00
117,137,138,153,162) . L “ |

Con lo anterior se han logrado establecer algunas diferen

clias entre la enfermedad de los Legionarios y las otras neumo



nias ( ver tabla N° 14 ),
tabla N°14 Caracteristica
graficas de la

radas con otra
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s elinicass, de laboratorio y radio -
enfermedad de los Legionarios, compa-

s neumonias (81).

PRESENTACION DE NEUMONI

A ENFERMEDAD DE NEUMONIA

SINTOMAS NEUMOCOCCICA L0OS LEGIONARIOS MICOPLASMAL

Media de duracidn
de sintomas antes
de la presentacidn

+ SEM (rango)d 2.9+0.4
Sintomas respira- -
torios superiores 12/23
Tos 19/23
Nausea-voémito-dia »
rrea 7/23
Diarrea 1/23

PRESENTACION DE SINTOMAS
Temperatura -38.2°C 18/23
Media de temp.+SEM

(rango) °C 38.8+0,

Confusidn sin explica
cién, delirie, estupor 0/21
NATOS DE LABORATORIO
Cuenta de leuc cltgs
+SEM(rango),10 /mm™13. 1+1.

(1-6) =-*-=4.6+0.4(3-7)-=%-=12.6+1.4(3-22)

————k 0/14 o %_.___ 8/20
7/14 o_.%____ 20/20
8/14 8720
3/14 ~2/20
12/13 ocai#-eo  7/20
2(37.2- . - 39.2i0.3(37.8—»v’38.2£0.2(37-
40.,3)-%-~ . 40.7) %~ , 40.4)

(O/th) -; '4/14(7/14c)-;»;' 0/20(0/20t)

2(3 6 24. 7) 13 4+1 3(1 3- 11.4+1. 9(2.8-

18, 2) “N; . 29.0)
Proteinuria sin ex- o FRE
plicacién 8/20 9/12 ----%f---‘ 4/17
Hematuria 2/20 ~mee¥eeee 6/12  mmm¥eno— . 0/17
PRUEBAS QUIMICAS DEL SUERO .
Creatinina -2.0mg/dL 3/23 0/10 - 1/17
SGOT** 40 1uU/L 6/20 —mee¥meem  9/10 memm¥emem /17
Albimina 3. zg/dL 3/20 —~—-¥-uee  5/8 ’ 3/16
Media SGOT+SEM({normal L
40),10/L 3745 —mm=¥eeenll2440  —-—=*—--— 39+6
Media albumina+SEM(nor ' ,
mal,3.5-5,0)g/dL 73.70.1 --¥-ou2,940,2 ~--—¥--eo 3,540.1
RADIOGRAFIAS DI PECHO :
Presentacién de.infiltrados ' ‘ o
Un solo lébulo 18/23 11/14 12/20
Maltiples lébulos 5/23 3/14 7/20
Bilateral 4/23 3/14 7/20
Efusiones 2/23 3/14 4/20
Progresidn para in
volucrar olros Lobulos?/23 —we-toean 6/14 —me¥en 0/20

@ P 0.0% por la prueba de
1 Prevalencia de todog dur
KM SGOT Transaminasa Glutad

Wilcoxon rank-~sum o la Fisher's
anlte el curso de laenfermedad
mica-oxalacético

o e —
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Miller vy golaboradpres (117) realizaron una breve diferen
ciacién cliﬁida;dg 1? enférmedad de los Legionarios con las-
otras neumoﬁié#}ffomando encuenta glgunés condiciones'qug sé
mencionan‘méé;adélante.iya precehqié;de,édanﬂo méno§_ﬁrés;de 
ellas dufénfg las'ébimera§1?4‘h6§éé»erhqépifa¥i?éég§h f§hdg~
mentan casi con seguriéa& ié“éiis?éh§iéﬁa§ﬁ?égioﬁéids¥;iep gi
paciente,

1.- Sintbmasfpfﬁdféﬁ;éééﬁééﬁ fiebfé;ﬁinimaLdéf39°CF§0rantg -
los cuatfg{éias,apﬁ@p%§%€§'é 15 §dﬁ#si66;i J“

2.~ Confgéiéh m§§£ai,:§.d%éfreé, o.th ﬁd,productiVa,’o una’
combinaci6n ae és£és;ii J

3.- Linfopenia‘menor.éf;;OOO/”ﬁhé, cuando la cuenﬁa“total?de‘

15,000/ mn>,

leucositos sea menor

4.~ Que presénﬁ ﬁﬁip§ﬁéﬁrehia,menpp‘dei130mg/deJ-

UN 71%25§4‘9$Lpgc;éﬁtes_con Legioneioéis @ﬂééffan‘tfes de
estos cuatro;gﬁgfbsjkeé c0ntraste, ninéﬁnkpaéiehte'cbn‘offo
tipo de'neuﬁbﬁigimOStré‘més del dos.

Del seguﬁdpigi cuafto dia sb6lamente ée'aplicénfids'siggien
tes criterios‘éi los cultivés de sangre son esféri;eé y nq‘ —

hay patdgeno oportunista aislado del esputo, La presencia. de

alpguno de los sipguientes es altamente sugestivo de la existen
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cia de dicha gnfermedad.
1.- Avanée@g\cqnséiidacién pulmonar, a pesar de’la presencia
de terapiéjgﬁéimicrobiana.
2, - Resulﬁadoé,dekfunéién anormal del higado, en guséncia de
enfermedg&fhébéﬁ}éa conocida y elevacidn del,nivel;défbill %
rrubina §x£f%§$émidas§$»més de dos veces del limitéfsupehigr
normal,
3.~ HipOa;b&hﬁhg@ié%ﬁEﬁdr‘a 25 g/1.

Esfas~cgr§§¥éfiéticas adicionales pueden ayudér'él @iag.~
néstico»en-éiiperiédo tardio de la enfermedad. ’Ninguno Qe -
los pacieﬁﬁes'COn otras neumonias presentan algunq.dé los -

tres criterios anteriores.,
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2.3 Epidemiologia
Habitat

‘Sohré‘el habitat natural de L.pneumophila no se sabe mucho,

pero se<piensa quejsé encuentra en toda la naturaleza (121,178).
Muchos agentes infecciosos que provocan epidemias de neumo-
nia que no -se propagan de persona a persona, lo hacen a través -

del aire a partir de un nicho ecoldgico caracteristico y de un

ey et o s e et

plasma capsulatum ,7gpe vive en el sQelo y provoca la enfermedad

cuando se inhala.el polvillo que éste contamina. Parece asi -

probable, que L. bneumophila se desarrolla en un ambiente inor
génico. Esta‘hipéteSis fué confirmada por Peter Skaly y!chabg

radores (fd?}; quienes mostraron que la bacteria podia éqbrg vi

vir, aunqﬁé*aﬁaréntéﬁéhte sin.proliferar, durante més He hnfaﬁo
en agua potable.
Un brofe‘“yd§élizédo en el hospital Sta Isabel, en Wqéhing—

ton,sugirié'qye(L.pneumophila podia vivir en la tierra, ya que

en aquel verano, se habia excavado el terreno en varios puntos
para la instalacidén de riego del césped.
En 1977 $.D. Tracker y colaboradores (155) encontraron que

eran principalmente los pacientes cuyas camas se hallaban pré-
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ximas a.las ventanas -en los edificios cercanos a una excavaciédn,
quienes4contrajeron:lafénfermedad. Los casos se presentaban -
cinco o seis dias ‘después de cada excavacién, lo que sugirié -

que el pd}ﬁdf"oﬁtjﬁiﬁéabidué se levantaba en el pro¢e30jse~habia

En éﬁéf?éﬁbhé#éé?fegiSfbados ( éontiac, Bloomiﬁgtﬁn}fMénphis
y Atlanté)‘%éiéhbhéhﬁfahiimplicados como fuente de.infé§916n, -
el agua;dg l§§,p§rfésde f¢frigeraci6n y los céndegéédqrés de -
evaporaciég.aéigsisﬁema:dé aire acondicionado (45,:57,”74). El
agua en Qna ﬁbrfeide réfrigeracién se pulveriza sobfé;véfillas_
de madéha~6 déf9ffo ﬁaterial; a medida que el éire §%§;W§éf el—
ventiladéf; laé gofita§,caen. Parte del agua se ejgpéﬁg{éﬁf?iég
dose el neéto que pasé a reciélarse. Una pequeﬁa’céﬂﬁia?d,ae -
agua es éfféétfaaa en el chorro de 1a‘qofrienté énkfobmé' a§ va
por o de dimunutasvgotas con el aire consumido; la corrienﬁe -
arrastra con todo lo que hay en el agua de la torre dé_reffige—
raciodon, incluyendo bacterias presentes‘y lo transporta hasta una

v

considerable distancia., FEn un condensador de evaporacidn el
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agua se pulveriza sobre espirales metélicas que contigne el re
frigerante. Este dispoéitivo se enfria directamente por;efecto
de la evaporaciénfdgitaépaQ

En los anféri§f§s:brote§ se comprobd que los ghféfmbg»habi
an sido e#pﬁég£091a'estaé{céhrientesjdg‘airé»ﬁ4§}57;1i9i¥36).

Hasta la fecha, no se sabe cémo estos componentes del sistema-

de aire aCOndféipnAQb{égihan contamiﬁédo con L.pneumophila (159).

n_régaﬁdiCha bacteria contaminando el agua

de un humedificador que funcionaba en un cuarto de incubacién-

microbiélégiéagéﬁ;ﬁpﬂhgspital, sin causar daﬁé,alfpersopal»del
laboratorioz;féjélgﬁﬁ;péc;eﬁte}
Lakfdéhtekdei"ééQ§ d¢lihumedificador fue el sistehgfdé'agua
potable yii§slm;gfbofg§nismos,de este fluido fue;qh dé;ppigen -
natural; Zq?aviéff¥yﬁ;§labpradores (183) determinaféﬁ:éifra'ag
rosolizacién;dérla'béctériade este humedificador pﬁedéﬁdesarzo

llar infeccién a cobayos..La exposicién de medios de cultivo y

de cobayos, a los éefosoles producidos por L.pneumophiig‘les o_

caciond una enfermedad subelinica que se demostrd por serocdnvgr
cidn, mosfvando asi que‘la creacidn mecdnica de aerosoles‘de -

agua potable contaminada por Legionella, puede ser un vehiculo

e om0 b it o s e e

de transmisidn de Legionelosis, especialmente si se trata de un
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hospital.-
Distribucién

A bocosfaﬁoé3dé hébéfse conocido la enfermedad de los Legio
narios, 53 5??éd¢SE@bi¢ft° casos practicamente donde,qgiera QUe

se ha buscado, como en mis de 40 estados de la Unién Americana,

Australia,. ‘Dinamarca, Grecia, Israel, Ita

jéufZa,fAlemania Fedérglqé_Ihglétéhra;

Noruega,,Eébaﬁay”ShQ¢i

No se‘ha»eﬁcéﬁfféééggﬁygétrénvgéogréfico, pué$ﬁ§;q e ia.iﬁféhf
macién brbcédéﬁtézdéiaﬁéhas zonas es aﬁn'escasa‘§ iﬁcb@§;€£a;;A
vecesyé*ifénéagdé dﬁéypérecgn.tener-un origen cdmﬁﬁ yf§ﬁ:§ea;
siones?seipréseﬁtan aislados, sinfaﬁtecedentede'pfopaga§;65 de

persona a persona. Por estudios epidemioldgicos que se han rea-

lizado, se ve ‘que la infeccidén debida a L.pneumophila es més -
frecuente en el verano y comienzo del otofio, entre los meses de
junio a noviembre, y disminuye su frecuencia en invierno (29,57,
78,132).,

Se ha observado que los casos espéradicos se encuentran so

bre todo entre viajeros, trabajadores de la construccidén y per

sonas que viven cerca de excavaciones o construcciones y las -
epidemias de grupo se han presentado, por lo general, en perso
nas que han permanecido dentro o cerca de un edificio contamina

do, frecuentemente un hotel o un hospital; en algunas ocaciones
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el edificio harecevhaber sido sencillamente un lugar‘al que ha-~
concurridokgranvnﬁmepo'de iﬁdividuos susceptibles; pero ¢n 9tras,
el sistema de aife'aéﬁhdiﬁionado central estaba involucrado en-
la dispersiédn dg l;ibé¢£§5iab(7?57,70,108,i49).:

Epidemias y casos esporddicos reportados.

Washington{(lqséf{

La priwéﬁé¥%bi em;éf6§Qréida en leio y agosto'de }9§5 en -
el hospit#f}éf;;ﬁi“zabgﬁﬁfeﬁéﬁéghingfon,:se preéehté c6m§ una—
severa énf%{éédéd;?gspiréféiia §éfacterizada por un a£aq§;7ﬁe -

fiebre alta, dolor de cabeza, malestar y tos no productiva, si
tomas frecuentemente -acompafiados por evidencia _radiogréfica de
neumonia. - Se pensd inicialmente que se debia a la presen-

cia de Klebsiella pneumoniae, pero sélo fué cierto en unos cuan.

tos pacientes. En 1977 egta epidemia,‘aﬁn{sin fe$olver,‘égjbe_
laciond a la enfermedad .de lo;lLegionarios deépuéS de bfuégéé -
serolégicas‘realizadas en suerdsialmacenados en el Center for -
Disease Control (cpe). También tuve interés el hecho,de'qué'-—
hubo grandes excavaciones de tierva sobre el campo del hospital
durante el verano para instalar un sistema de riegof Se :estd{
diaron djferentes factores de ricsgo para contraer la enferme-

dad incluyendo los pacientes con ventanas abiertas y los que te
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nian acceso libre a los jardineé del hospital. De este modo, -
las lluvias‘y los sitio5 geogréficos de las excavacioges se aso
ciaron con el:égméhfq»en el riesgo de la enfermedad. ESta evi-
dencia sqgiefé~laJpr0pagaci6n ppriel aire, del-reservoﬁig'@elg;

medio_émbieﬁﬁé;_ppr a1gqha»fqta relacionada con‘loé éifios -
de excavééiéﬁﬁ(%é;57;7$ ;I3&,155).

Pontiac, MichiQéh‘(}Séé)f'i"5

En julio de ;96§fﬁn>fSevera”epidemié.de‘una'énferméﬁadsfe_

bril aguda , posﬂeﬁiQﬂmgh@éFEqufbméda;por'medidsfsefgi§gic§s,-
ocurrié en el edificio del Departmento de Salud 'de la regién de
Pontiac, Michigah;xééﬁdéterminé-que'era por ungagente5similar o

idéntico afié Eébteria lL.pneumophila. 'La enfermedad quefsé prg

sentd fué@ﬁe@iéné:yaVQue s6lo incluydé fiebre, malestar, miélgias,
escalofrioaly qQ1o?\de cabeza, los sintomas del‘trgéto.begbifa_
torio, auﬁqué sé‘brééentéron:en algunos paCientesr‘no represen-
taron la parEe impqrtanﬁé de la enferredad que~Se‘lleg6 a cono-
cer como "Tﬁiébfe de ?Qﬁtiéc".

En estudids_reaiizadds se encontrd iﬁplicadc; el sistema de
aire'acondicioﬁado del edificio observandose que el,escapé del-
aire del condensador de evaporacién, ingresdé a la circulacidn -

junto con el aire acondicionado en conductos que lo suministra-



ban al edificid; cuando esto se detectd y arreglé no ocurrid -
ningin caso édicional.~En otros estudios, la bactéria se aisglé
de cobayog ¢¥puestos al aing éhiel‘interior del édificio.y del
agua procédéhte deljgéndgnséabr»de évaporaciénL

El deéé??f%h?éﬁ#éQﬁéé}aiFieﬁre de: Pontiac que se considera
una variah£;%d€;¥;Qgéf§igliﬁic§presentadé en la Legionélbgis,
asi como él'ﬁecﬁ§fé§ iaéhtificar el sistema de aire aééﬁd;éio-
nado como lavfuent;vyﬂmecanismo de'propagacién deli?séﬁteféfie

légico, fueron muy_imerta@tgs-para el conocimiento de dicha -

bacteria](iglgs;55,;37)ﬁ  *

Benidorn , E ép af a ( 1973) o |

En e;_Verédo‘dé;;éjé, uﬁa;tércéra épidémia de lé‘enfermedad
de los ngibnaf#dsgéé@??ié enﬁfé‘miembrbsfde un grupo escocés
que realizé}§ﬁ uthéajéfé ﬁeﬁirerm;,Espaﬁa, observéndosg.que
todos loé;qgeisé ﬁ;§§€aébéﬂgnJUn mismo hotel presentaron una
enfermedad feshirétﬁpi;;vque no existid en otros‘misqﬁros'qpe
se alojafdn énldﬁ;hqﬁél diferenfe. Fue hasta'déqﬁﬁésfaéixé'épi
demia de Philadelphf;;jAdg por pruebas'serélogicé§”§; €6ﬁ§rob6
la presencia de la bacteria en hueétras de tres pécientes muer

tos y en sueros de dos pacientes sobrevivientes, ademds de ha

berse observado titulos elevados en empleados del mismo hotel.
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No se conocen detalles adicionales de la epidemia pero se plan

tea nuevamente su existencia en un‘edificip particular (45,70,

137 ).
Holanda (1973-~-1978)
En pruebas‘serolégicas,realizadas~eﬁ 24 bacieﬁfes con seve

\

ra neumonfa no explicada, etiologicamente se encontré en 15 de

ellos la"pfgggnéiévﬁé'éﬁfidﬁéfbég:géﬂ£fé*L;§neumobhila. Todés
los césoé f@éfoniespdréd;coé;.éﬁﬁé'adquiriéron la enfermedad en
el extféﬁjgrpf; Sietegen Holanda‘(llG)..
Convenciéa‘déffostgéionafios, Philadeiphié (1976).

La epidem;aﬁﬁe ;és.pegioﬁarios qué§¢urr16>dubante,laicon—
vencién dé iéﬁL;giﬁﬁ;Ahefiégha;fgnéfé §i‘25'de jqiio’y'3 dq -
agosto de ‘19.’7,6">énP'hi‘if'l“ea":t:l‘>ei.lphié‘;i‘e‘-n o1 ’hottval', ‘:B‘e_”lv‘le'\‘v/,ga'-TStlr‘atford',
atacé a ciento §chenfa;§ éoé peféonaé; ¢ausépqol§[ia;m;érteia
29 de ellos. Iﬁvéstiéédibnes posteriopeé;moéf}aféﬁ?é?ﬁoksitio
evidente de transmisiég,‘la oficina centfél‘dél'hqtél y parti—
cularmente el»;oby;‘hé hubo asociacién de iaiehfermedad~conrlas
comidas, bebidas alcohélicas, tabacqs, cohsuho de agua, contac
to con péajaros, mamiferos, picadurﬁs de insectos o sitios alre
dedor de el hotel; no se encontré:propagacién alguna de personu
a persona,

Se establecid evidencia geroldgica de conbtacto con L.pneu-

P e
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mophila entre algunos empleados que habfan trabajado Mmés de dos
afios, sugiriendo ésto que el agente pudo haber estado presente;

o tal veztintérmitente por dos dias o mas afios. Sin embargo, -

las investigaciones epidemiélégicas sugieren fuertemente la pro

pagacidn dgfla Baétébiéjgﬁorvel aire llevado al area del loby -

del hotel (45, 57 10 5.137) S

Gran Bretgﬁgf(ig76_1§?é) ﬁ3 

En Gréhfa etanggééjdetéctardh 84casos esporddicos que inclu

yen 18‘pé¢1§ﬁ£¢ que murieron entre el primero de enero de 1976

y el 30 ééfé§ ;ie@b?g d?‘igﬁs; predominaron en estgs casos per-
sonas dé1 §§%§fﬁés¢gli5§‘dé.edad madura. No. se detectd ﬂinéﬁna
fuente de é@§§%9i6ﬁiy §é>cr¢e que la incidencia se débié”aiiéam
bio de esfaéisﬁ}gﬁé ge observd propagacidn de persona a1persona
y se sugiéféiéﬁéﬂlé_ernte ae infeccién fue el medio éﬁﬁiéﬁ?e(?).

Burlingfgﬁ{ Véfhonf‘ylﬁospital Wadsworth (1977);

Las epidémigé,reportadas en el Mcdjcal'Centeb‘dé Burlington,
Vermont y §n7ei‘Hos§ita1 Wadsworth Veterans Adminiéfratién de -
los Angeigs;vpresentan ambas, evidencia de una adquiéicién intra
hospitaléfié;' Se observé que L.pneumophila existio -~ como-

una bacteria oportunista, ya que en las dos epidemias atacd -

fuértemente a personas inmunocompromelidas o con alguna enferme
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dad crénica, causando un gran porcentaje de mortalidad. En es-
tas dos 6caciones no se aisld de ninguna fuente al microorganis
mo, peroksé'cree que fambién se propagd por medio del aire, en
sus alrededofgs. A finales del afio se¢ aisld la bacteria de una
muestra_déuagua‘ob§§ﬁLda de una torre de enfriamiento de dicho
hospitai“(ios); ;

Nottingﬁam;fiégré#éf£g (19?7),

Durahté~lo§~ﬁéée; aé agbsfb é septiembre de 1977,se idgnti
ficé la'enférﬁédad de»los Légionarios como causa de una‘seiera
neumonia ‘en algunos pacientes de la ciudad de Nottinghaﬁ, inglg
terra; no se encontfo fuente de infeccidén entre ellos y s§iameg
te unos habian viajado al exterior antes de contraer el padeci—
miento; no se obserxé propagacidn secundaria a miembros de la
familia ni‘a empleados en el hospital donde fue detectado (105,
106).

Kingspolf},Tenessee (1977).

Entre-lcs meses de agosto y septiembre se mencioné uﬁa‘épi

demia de Legionelosis entre viéitantes, residentes y trabajado

res de una Area limitada de Kingsporl:; se confirmaron 27 casos,

26 seroldgicamente y uno en tejido de pulmdn,post morten.

La epidemia no tuve correlacidn con algin evento, tampoco-
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se encontré alguna fuente del medio ambiente, ni se observé -
propagacién de persona a persona(34).
Columbus , Ohio (1977)

A fines de agosto, tres pacientés de un hdspital de la co-
munidad de;Cglumbus,’Ohiof’contrajgron la enfermedad de los‘Lg
giOﬂaPiQéffée CPee1du¢‘se adQuirio:en el hospital o en»SUSiglrg
dedores, A fi;§s;d§i aﬁq se~ai516 la bacteria de una mqés#fg -
de agua obtenidajd;:uﬁé t6rré'd¢ ehfriamiento de.dicﬁofhégbital
(108).

Bloomingfon;@;§515ﬁa'(1978).

Treiﬁta xiﬁﬁévé casos de Legionelosis se identificaroq~én

visitanfés_yyfééidenteg éue,asistian a un curso en Blbominéton,
Ingiana.y'qﬁé‘pénmanecieron pqr lo menos una noche o pocoﬁ.dias
(entre 2 y.10 )‘én el Iﬁdiana Memorial Union, antes dé cdntrg
er la enfermedéd.

La bacferia se aisld de una torre de enfriamiento del aire
acondiciongdd:dél edificio de la Unién,pero esta implicacién-
del sisteﬁa de aire puede no ser lﬁ unica via de propagacién,
ya que también se aigld del iodo de un arroyo y del barro cer
cano al Memorial Union (45,121,129},

Hospital Baptis, Menphis, Tenessee (1978),
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Durante los meses de agosto a septiembre de 1978 uﬁa epide-~
mia de enférmédadkde los Legionarios ocurrié en Menphis, Téhe -
ssee,enﬁre_paéientés-.y,empleadbs del hospital Baptis.lLaélin -
vestigac#onés:réafiiad#s‘réQélaron como fuente del agenﬁégéaﬁsal,
una torré d§ §hffiami§hto‘déi sistema de aire acondiciéﬁédé, -

que era una ‘torre auxiliar’ que no habia sido usada durante dos

que tuvo que utilizarse como emergencia por una inun

afios, pero

i

dacién QuéfsgfbiégelQ§Uart¢Ldefméquinas del hospital yvqué,ﬁa -

bia perjudicado.a la que se hallaba en servicio. Asi, nuevamen

te se observa que el organismo se propaga por el sistema de -

En ju;iqldéQLQ' fqédnnié una epidemia entre jugadores de -

golf de uﬁ €}g§f§e?¥la€;f9dédfae Atlanta, Georgia; se cfée_due
la salida;é§i¥§§ﬁdépé%56r‘de evaporacién'del sistema dé aire --
acondidiohéﬂéédéi{§ig§ haciavel campo de golf, llevé a;:microog
ganismo,cofrbﬁérandq;éSto con el aislamiento de la bacteria del
condensadq;;&é §Vaboracién;(45).

Condiciones predisponentes.

Por lo general, la enfermedad de los Legionarios ocurre en-

la madurez, se presenta dentro de un rango de edad que va de 10
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meses a 84 aflos con una eﬁad'promedio de 54 afios para el hombre
y 56 afios para la mujer (7174,132,149); se ha visto que predomi

na en el sexo masculino en una proporcién de 3 a 1.‘ Séﬂhania§

nosticado sélamente una vez en un nifio, Anderson y colaborado-

res (10)realizaron un estudio en Denver, Colorado en 54 nifios -

que. presentaban enfermedad respiratpria,agudaby’5e1§b§éEVG por

evidencia serolégica, que ninguno de los casos se debfa.a L, -

pneumophila; sin embargo,el gxamep déwmuesf#ééfdé sﬁeros de es=-
tos nifios, al afio de la.enfermgdadfﬁéséifétéfia,‘mostraron un -
aumento en su_titulo , sugiriendo éétorﬁue;ldé hiﬂos se encuen-
tran fregugﬁﬁgﬁéqpé expnesth a ‘la bacteria (35).
LosQﬁééiéﬁ?es;dQé,preéehtan mayor susceptibilidad para desa
_rrolla?tia eﬁférﬁédad-sén los inmunocomprometidos, en ;p§ cuales

se “observa también‘mayor indice de mortalidad. = Se Vip?ﬁéhto -

en el Hospital Veterané Administration .  ;Wadsy§#fi,f'
Angeles, como ep ;a epidemia de Vermont y en aigﬁé§§5§tfos casos
esporadicos, que los pacientes que‘hab{an cbhfraidé esta enfer-
medad eran sujetlos sometidbsva terapia inmunosupresora y de o
corficostcroides. Todos ellos badecian enférmedades bédsicas co
mo : diabeles mellitus, alcoholismo, enfermedad pulmonar cronica,

asma, homogralfa renal, vasculltis, hipertensién,glomerulonefri-
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tis , cardiomiopatiaiidenﬁética,edema larinfeo, linfoma, cancer,

falla renal crénica, arteriosclerosis vascular, dlcera péptica,

mieloma miltiple, leucemialy pacientes con transplantes (ver la

siguiente tabla).

TABLA N° 15 Condiciones asociadas en 56 pacientes,quienes con-

trajeron la enfermedad de los Legionarios (9).

N° de pacientes*

N° de Inmuno
comprometidos

Cancer
Tumores sb6lidos 10 10
Desérdenes mieloproliferativos 6 6
Arteriosclerosis vascular 14 -
Enfermedad valvular del corazbén 2 -
Enfermedad renal
Receptores de hemodialisis - 2
Receptores de transplante y didlisis - 2
Diabetes Mellitus 10 -
Hipertensidn 8 -
Artritis, toma de esterocides 1 1
Inflamacién del intestino, toma de
esteroides 2 2
| Alcoholismo 6 -
Embarazo 1 -
Enf. obstructiva crénica del pulmon 4 -
Fumadores de cigarro ° 30 -

¥ Algunos pacientes presentaron mds de una condicidn asociada

° No se concidera enfermedad cronica.

er

Los fumadores tienen también gran predisposicidn para contra

la enfermedad, lo que no es sorprendente, pues generalmente pose

en., més riesgo para desarrollar infecciones pulmonares de cual-

quier etiologfa (7,9,20,29,57,73,139,149,173).
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2.4 Inmunologia.

La respuesta inmune frente a L. pneumophila se ha mostrado-

serolégicamente, y sobre la reactividad inmune celular en pacien
tes con dicha enfermedad se conoce muy poco aln. La respuesta-
inmune es una conversién seroldgica positiva basadé en el resul
tado de técnicas de inmunofluprescencia indirecfa, del analisis
de inmunofiuéreécenéiandirecﬁa de tejido.de pulmén infectado, -
hemaglutipéc}éﬂ, miéf@aglgtinaciép, Elisa y otras técnicas.

La secﬁengiémdé;fdrmacién de'anticuerpos después de lé enfer
medad no se hélestudiadévextensivamente debido, en parte, a una
falta de secuencialidad de muestras coleccionadas, pero también
a la escasez de sueros de casos confirmados.

Mc Kinney y colaboradores (113) realizaron un estudio'para—
ver la formacidn de»anticuerpos en dos casos:

Caso N°1.- Mujer de 30 afios con didlisis crénica renal, interna
da en el‘hospital para un trasplante renal} preseﬁté los?sinﬁo_
mas caracteristicos de Legionelosis que fué confftﬁada‘ppr -
tincidn de inmuﬁofluorescencia directa de biopsia de‘pulméh,y -

posteriormente se aisldé a L. pggumophila en agar Hinton- Mue -~

ller-Isovitalex-hemoglobina.

Caso N°2,- Hombre de 44 afios con una falla croénica renal y pielo
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nefritis crénica; preéenté los sintomas de Legionelosis,confir-
mandose posteriormente por cultivo y por inmunofluorescencia di
recta de improntas de biopsia de pulmén.

En ei caso N° 1 de este estudio se obtuvo a los 14 dias del

ataque dé la enfermedad el titulo maximo de IgG, IgM,eAIgA en -

respuesté a antigenos comuﬁgs de Lﬂpneumophiia ;7 a los Zé dias
se obtuvo un titulo qén el serogfupo 6 especifico de IgG, IgM e
IgA. En cinco éemanas el,tiﬁulb de IgA fué méas bajo del nivel-

diagnostico,en contnaéfe’coﬂ'logytitulos especificos de IgG e IgM
que decliharonylehtgméntg a 256’y,128 rgSpectivaménte a través-
de los siguientes § mesés;

En el otro caso también-hubb:preséh§ia de antfgenésxcomunes
representados en 1as‘trés clases de inmup§globulihas, trece dias
después del ataque de la enfermedad: léfﬁespuesta de IgG é IgA-
fue mas alta que ‘a las cinco semanas, en comparacidén del éaso -
Ne 1 ya que‘en el miSmo‘tiembo la IéA ya,habia declinadq..'Se -
observae en ambps casoé que'én‘el periodo entre 1la tercera y quin
ta semana se obtiene la méxima sintesis de anticuerpos.

Lattimer y colaboradores (99), dos afios dgépués de la epide
mia de Philadelphia, realizaron un estud%o.en peﬁsonas que se -

recuperaron de la enlermedad, en olras expuestas s8in presentar-
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el cuadro y en Bujetos‘control.

Se‘observé que el 94% de personas que.habian gobrevivido -~
tenian niveles significativog de anticuerpos IgG e IgM en conpa
racién.con aquéllos qué hab;én,sido expuestos (53%) sin presen-
tar la enfermedad. La pe#sistencia de anticuerpos IgM aumenta-
la sospecha de latencia o infeccién subclinica como parte de la
historia natural de la enfgrmeéqd de los Legionarios,

Los hallazgos de anticﬁéfﬁos IgM dos afios después de la en~
fermedad 114md mucho la afé#éiéh pof'las giguientes razones:
~ Primera., El aumenfo de igM‘én el diagnéstico especifico por
inmunofluorescencia indirecta; fue anotado por Ormsbee y cqlabg

radores (128) quienes reportaron el aumento de anticuerpo IgG -

contra L.pneumophila y Chlamydia psittaci (cepa 6 BC), en mues-
tras de pacientes con Legionelosis; también algunos cobayos -
infectados con BEL desarrollaron anticuerpos IgG contra dicha -

bacteria y C. pasittaci ; ahora bien, la presencia de anticuerpos

IgM frente a la bacteria de la enfermedad de los Legionarios pe
ro no frente a C.psittaci seflala claramente la diferencia entre
los éntigenos.

~Segunda, La presencia de anticuerpos IgM que se establece duran

te la infeccidn aguda y por corto ﬁiempo después de la convale-
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cencia frente a un antigeno bacteriano, se asocia con frecuen
cia a uné‘infecéién latente o continua y es una secuela ngQh.
de algunos{vifus, élamidias e'infecciqnes por bacteriés‘iﬁtrﬂf
celulares.

La persistencia de;anticuerpos IgM, la presencia de una en-

fermedad_crénica_y lékl§éaiiéaéién intracelular de L;éneumophi
la en»papienteslde la;gpihghia”de Philadelphia, sugiere gue -
puedé:Qéprr;r-lé infgcci§n la%ente. Esto puede tener'cpnéxién
con lo§?§;s§éfdé F§gi;ﬁéi8§ié déscrita en huéspedes ih@ﬁno—
comproﬁgfidéé: l

Se,ﬁgﬁ‘f;élizgngﬁérios‘éstudios pafa ver la prevaiénc?g de
anticuefpos eﬁ‘Varias7§sb§cies de animales (30,44,73,79,15@).
Como resultado.de ellos se han encontrado titulos poSitiV@év-
mds altos en‘suero~éQUin6“(31.4%) que en el ganado vacuho}(S.l%),
en cerdos (2(9%&,,eﬁ ¢arh§ros {1.9%), en perros (1.9%5; eq -
cabras (0.5);veh-aniﬁélés‘de vida salvaje (0%) y en humahééVQ

: : \ ‘ .
(0.4%). También se encontrd la presencia de anticuerpos en mo

ot g iy G i S

s e St Ao i b bt

En humanos se han realizado estudios en diferentes localiza
ciones geogréaficas, a distinta edad, sexo y estacldén del afio;

Edson y colaboradores (d44) y Gregory Sturch y colaboradores(150)
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no encontraron ningdan cambio significativo en prevéiencia de
anticuergos relapionado con los factores mencionados; Edson y
colaboradores (44?15610 seﬁalan que disminuye la prevalencia

en pergpnas §e:§Q aﬁos o] méyorés. Ademas, se establecid Qna di
ferencia1sighifi§§tiva en prevalencia de anticuerpos en distin
tas egtacioﬁgs;féﬂgébvénaose en invierno 15.2% y en el verano
29.8%;Héiaé‘y b§1éb6radQneS (80) también realizaron estudios-
sobre ié prevalencia dé'énfiéuerpos en una comunidad fural, uti
lizando SUéros de 517 voluntarios encontrando que si existe di
ferencia entre hombres y mujeres de. 40 afios dé edad.

Sobre la reactividad inmune celular, Friedman Michele y co-
laboradores (60) trabajaron,con extractos sénicos de L;ggggggﬁi
la, coﬁ preparaciones intactas de la bacteria, con antiggno ri
co en lipopol;sacéridos y con suspensidn de flagelos sobre una
suspensidn de macréfagos de células peritoneales de ratédn, en-
contrando una inhibicién transitoria al inicio del cultivo; al
segundo y tecer dia sdlo se observd inhibicidn parcial y al -
cuarto y quinto dia después , el cultivo de macréfagos mostréd
actividadvnorma], llegando a la conclusidn de que los efectos

supresivos sobre la actividad funcional normal de macréfagos-

[ S



81

un efecto perjudicial sobre una importante actividad de las cé-

lulas involucradas en el sistema de respuesta inmune.

Marws Hofﬁits (83) encontrd que ademds de que L.pneumophila
es un patégeﬁd;QUélse'multiplica intracelularmente en monocitos
humanos,yfmééhéfégOSgalvéolares, se reproduce dentro de una va-

cuola citoplasmética al limite de la membrana del monocito,ro -

deada dé'fiaégémaéQ ,Sé:éétudié la formacidén de esta v?ggpla po
co coan)éﬁééﬁﬁ#épdogé que ocurre durante las primerésiavé.s ho
ras desppéé dé%iékfagocitdsis e involucra una secuegcia cqmpleja
de eventqé'diféplasméticos; después de las ocho horas laibacte-
ria empiézaféﬁmUItipliparse. La bacteria permanece dentro de-
la vacuola alineada a los ribosomas hasta que cientos‘dei@icrg

organismos llenan la vacuola y se da la ruptura del monocito.
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3. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El.agente causal‘de‘lq eﬁfermedad de los lLegionarios es un-
bacilo Gram-negativo muyidéliéédéav Debido»a que el cultivé de-
la bacteriaes’dificfl}felidiégﬁéétiéq inicial de la enfermedad
se reali;aien ba;e é‘iés datdé?éiiﬁicoé del paciente y posterior
mente conﬁruéﬁas‘ééfélégicéé’6 §or‘lé demostracién del microor
ganismovén,tej;do. ;Siﬁﬁémbaféo~vla_seroconversién,OCurre:tipi—
camente‘V%n;é$j§§@aéééfdéépués del inicio dellpadécimientéhno -
signdo.éstgfde'hhgﬁéiédea eﬁ el diagnéstico durénte:lé é@apa
aguda y‘lé; m;é§¥f§s de tejido apropiadas estén disboﬁibiéSen -
s6lo una mipdb{é’deyloé:casos; de aqui la dificulfaﬂ de:é6a¢r -

aislar y tipificar esta bacteria por métodos de rutina (24,91,

11, 151,182).

3.1 Aislamiento

Péra realizar el_aislémienfo dé‘ia bacteria, por las difi
cultades que se presehtan la toma de muestra se puédelliévar a-
cabo por tres métodos:
—Recolecéién‘de expectoracién
-Aspirado bronquial
~Biopsia de pulmédn.

Las tomas de muestra anteriormente mencionadas se efectdan-
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dependiehdo;del paciente; inclusive en algunos de‘ellos se re
alizan los tres‘métodoé obteniéndose resultado positiVo en‘al
guno de eiios.‘

D,.,Fraser y coiaborédores(57) aislaron, a pa#tir de Légion3
rios que hébian‘muerto victimas dé la:enferﬁedadQ,uné’bactéria
patégena hasta ehtoﬁces‘deséohécida f‘Que.idéﬁtifiéarbn'p&mo -
el agenté‘causal._Loé mQtiVOS;bQP;1Qé cua;es'eétaubacteria‘ha—
bia escapado»a las ppihéras in?estiéacionés‘duedéronvclarésfsé
lo.cuandd se conSiguidisu aislémiento y ‘caracterizacién.

No se-deééubr§5 al‘égente~en el curso del aislamiento de‘—
bacteria§ én ﬁgdiog}c@gvencionales, sino a través‘de un p?6Cegi
miento diseﬁaﬁq’pAba éi‘aislamiento de Rickettsia, micfoorga -
nismos similarés a estas bacterias, que tienen la particqlari
dad de no crecer en medios de cultivo sintéticos, sino queine-
cesitan un huésped vivo para desarrollarse.

Kl aislamiento ﬁonsistié bdsicamente en el uso de un bﬁesped
vivo; para esto se triturd un fragmento de tejido pulmonar de~
un enfermo, se suspendid en una solucién amortiguadora y se ino
culd en la cavidad abdominal de cobayos que enfarmaron presen -
tando la siguiente sintomato]ogia;.fiebre muy alta, lagrimeo y

postracidn. En la autopsia se obtuvo el bazo, en el que presu
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miblemente se encqntraba el agente patégeno; se procedié a ho
mogenizarlo y la suspensiéh'obtenida se inoculd en el saco vi
telino de huevos‘empfionados'de gallina, esto para fanreqer—
el crecimignto_dél miéroorganismo que pudiera estér préseﬁte-
en el tejidb. Los embriOnes murieron en un intervalo delqﬂatro
a siete dias, después~dellos cuales se extrajo la membraﬁé“del
saco vitelinpiy sg;rgaliéaron las tinciones tradiciona;éggsign

do positiva Gnicamente en la de Giménez, observdndose microor-

-

ganismogﬁé¥§fﬁ§é§$ g; féﬁﬁa de bacilos, tefiidos de:inpf,;Sjo.
A fin dé;§bt;ﬁ;;‘Ph"CUItivo del microorganismo se hizo una
suspensiéﬁ:qé!meﬁbrénaémbrionaria, la cual se inoculd por es
tria en variog”medios bacteriolégicos, pudiendose desarrollar
Unicamente eﬁ:agar Hinton—Mgeller"suplementado con 1% de hemo
globina y 1% de»isovitalex-con 5% de Coz(ver inciso de id?ﬁti
ficacién), procedimienté-que permitié determinar que se‘tratg
ba de una bacteria (2%,42,52,57,111,115,128,137,151).
El aislamiento del agente dé'Legionelosis se ha distingu;do
por las siguientes pr0pied;des;
-La enfermedad caracteristica qué se produce en cobayos,
-La muerte dé>embriones de péLlo despuéﬁ de la inoculacién =

con el microeorganismo,
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~La presencla de la bacteria por la tincién de Giménez ( ver-
mas adelante en tinciones) en los exudados peritoneales de los
cobayos, agj como en los sacos vitelinos de los embriones de
pollo.

-E1l frac?so en los intentpé de;&eséppollo sobre medios 5acte£io
légicos ordinarioé; té1eé‘cbmﬁiagar'ﬁbipticase ééya;;agar‘ség
gre, caldo'ééitioglicolabo y:np teﬁirsévcbn tind%pp?éfde;ﬁﬁtina.
ﬂislamiehtb‘difecto.

La recdgéraci6n d¢ la bacteria de la enfermééédhde'IQS'Le_
8ionarios §§r éislamiento directo sobre médidé dé cultivo:arzi
ficiales ha‘éido Gtil en un pequefio porcentaje de casos‘repog
tados; son varias las razones para esta baja proporcién de -
acuerdo con’las consideraciones que a conﬁinuacién se hacgﬁfEl
microorganismo crece lentamehte y los intentoévpara'ais;a?le_
del esputo no han tenido éxito,'aunqpé en ndmeroéas oqacibnés
la bacteria se ha observado enlespufs‘por‘inmunofluorésééﬁéia
directa. Se han realizado més aislamientos de fluido biguralv
o tejido de pulmén, obtenido dg Siopsias o autopsias de pécign
tes con la enfermedad. Se han reportado tres casos dé aisla -
mientos en el hospital Henry Ford (37), a partir de bi&psias-

de pulmén, as{ como el aspirado transtraqueal por aislamiento
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directo sobre medio de agar chocolate Hinton-Mueller suplemen

tado o agar chocolate que se usa para el aislamiento de Neisse

ria gonorrhoeae (23,37,41,42,46,91,115,137,151).

Existe un caso en el cual se ha aislado L.pneumophila a par

tir de sangre de un paciente con dicha enfermedad. E1 cultivo
se prepar6 éﬁ'frascos con agérAinclinado y caldo, similar al-
medio de Qaétaﬁeda; el agar iné;ipadé y el,caldq fueron mpdigi
caciones Qel hedio Feeley nyqrman (40).

D. Gordpn:y‘w. Barnes (36) han méhc;opado‘uﬁa técnica de -
cultivo de,sangfe'cgn centrifugcién‘y Lisiénén combinacién con
el medio de'éultivo Hinton—Muellerbsupiehentado, para la répi

da deteccién de L.pneumophila; este métddo aproximadamente de

3 a 4 dias.
George Carrington (23) observé que BEL crece muy bien en -

agar chocolate suplementado, pero se dié cuenta que el creci-

miento de la bacteria se ve inhibido por la presencia de esga

filococo y:demostré que la proliferacidén de L.pneumophila es-
inhibida también por otros microorganismos de la flora normal

respiratoria, como Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumo

) o e st . b s gt e o e i e et st St S et st Bt

95 horas de incubacién.
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Thorpé y Miller (159) realizaron un procedimiento de enri-

acondicionédo,'sqbrétﬁﬁ‘medio aftificial. Este procedimiento-
consistié en inéu§a§ 1éimu§straQen caldo soya tripticase a 22°C
y agregarle uﬁdiééiqéién;§é éntibioticos (nistatina y vancomi-
cina) y égéériaféi @é§ide¢el¢y?Gorman, incubénddlg odho horas;

estas condiciones:fueron bactericidas para la microflora y bac

teriostética;péfa‘L.pheuﬁophila;‘
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3.2 Identificacidn
El diagnéstico bacterioldgico de la enfermedad de los Legio

narios es dificil por la falta de un buen medio selectivo. Pa

a cabo sdlo a partir de fluidos y tejidos estériles o en mues
tras contaminadas, tras la inoculacidn intraperitonial de coba

yos y huevos embrionadds'(42).

Se han desafrolladd'varios medios bacterioldégicos para ais-

lar e identificar a L.pnéumbphila . Los prihciﬁales:soh‘los -

siguientes:

Agar Hihton—Mueiler suplementado, con 1% dé'lsovitalex-y 1% -

de hemoglobinal

El crecimiento éparece sohre este medio en un intervalo. -
de 3 a 5 dias a partir de las suspensiones de saco vitelino,
observandose una zoha de pigmento obscuro, que rodea a la co-
lonia y en medio liquido existe un pigmento soluble de color
calfé; se cree que ei obgcurecimiento puede resultar de la for
macion mediada de tirosina a melanina. Se ha visto que la . con

centracion de L-lLirosina puede sustituirse por L-fenil alanina
para la produccidn del pigmento, ya que la L-fenil alanina pue
de ser convertida a tirosina por un sistema de enzimas; estab_
bacteria tiene las dos enzimas, es decir, la L-fenil alanina hi

drolasa y la tirosinasa admitiendo la conversién secuencial de estos
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amiméacidos a melanina. El eastereoisémero D-tirosina y D-fenil
alanina no obscurecen el medio (6, 51, 75, 144).

Agar Chocolate Enriquecido.

Las qolbniés dé L; pneumophila son pequeﬁasal¢principio‘pe—
ro aumenﬁaﬁ eﬁvdiémetfo a3 a4 hm'deépués de varios dias de in-
cubacién!];on dgvcblor gris brillante, su consistencia eé viscosa
pero gedé?éﬁ@enté:no Qg puede pé@over del medio (37).

Agar Feéigy.ysﬁoymap;ff

Enﬁesté‘médip.bfece més fépido la BEL que sobre el agér -
MH-IH} en}S'di£§  lgéféqionias que se observan sqnfdg,pghga de
alfiler,‘las cuales‘aﬁmentan con mayor tiempo deringﬁﬁécién y -
tienen Qn.aspecto de corte de cristal cdando~se observan$micn95
cépicaménte a al luz con un énguio de 10°.

También,se presenta el obScurecimiento alrededor de la co-
lonia,‘prédhciéndose una sustancia fluorescente dentro de ella y
alrededor del agaq que puede ser detectada por la luz ultraviolg
ta de onda larga a 366 nm; cuahdo se le adiciona selen&to de so-
dio, las cblonias se observan con una coloracién naranja‘rojizo
(41, 81, 76, 85, 86, 144),.

Agar Extracto de Levadura Carbdn (CYE).

El CYE es un medio bacterioldgico gue mantiene excelente -

crecimiento de L. pneumophila y e¢s el resultado de modificaciones
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realizadas al agar F-G. Las colonias en este‘medio son visibles
en 3 dias;a partir de tejido de cobayo infectado; éstas son li-
sas, escasas, 'y no se observa obscurecimiento del medio ni el -
corte de cristal. Se detecta una fluorescencia de color amari-
llo pélidovcuando‘se_exéminan'a;la‘luz ultravioleta de ohda‘lag
ga a 365 nm}al igual’qgé~énrél medipvliquido(Sé);

En general eﬁ @eg%éjiiguido;sé‘obserVaun creqi@iénto»fﬁlg—
mentoso , adéﬁéé;d§ q;é §e;v¢ﬁ hgméposoé‘grénﬁiésjiébéides intga
celularmehtgiéé;lsaiiéé}iég); 

R, Vigkefs;y.cqléﬁgr;d§res (165) trabajaron con el agar CYE
adicionéndélg”§.061% de bﬁrpura de bromocresol y 0.061% de'azul
de bromotihbi»bara’una‘identificacién preéunti?a due permitiera

la diferenciacién entre miembros de la familia Legionellaceae.

Todas las cepas de L.pneumophila producen colonias blancas con-

una escasa coloracidn verde sobre‘el medio,con los colorantes;

Las caracteristicas de las colqniaé que desarrollgp son, fédon—
das, tersas a los 3 diasvde incubacidén, en un intervalo de 5 a-
7 dias las colonias son grandes, aproximadamente 2.5 mm siendo
lisas y extendidas, péalidas, opabas y con una colgracién verde-

muy acentuada. . LEste medio permite la réapida identificacién



91

K. Holmes (82) menciona otro medio que consta de agar extrac
to de levadura-carbén, con la adicién de azul de anilina, el -

cual aumenta las posibilidades de diferenciar a L.pneumophila

de otras cuatro especies de la familia Legionellaceae.

Las caracteristicas de estas colonias son, color gris péli
do, circulares, elevadas, enteras Yy brillantes después de 2 a3
dias de incubécién; a los 7 dias, 1as»cq;onias son grandes y'—
extendidas; Cu;ndo las colonias,sé_exppnén a la luz ultrgyidlg
ta de onda‘iérga, se produce;ﬁﬁiégﬁente fluorescencia_améfiy}o
verdosa alrededor de 1a_colonia,‘propiedad que hace diferehgiar

a L.pneumophila de las otras cuatro especies(82,165),

Tinciones

[l agente causante de Legionelosis es una bacteria que no -
puede tefiirse satisfactoriamente en tgjidc o exudados de pacien
teg por métodos cdnvencionales, como las tinciones de Gram,Bro-
wn-breen, Bfown~hopps, Zeel-Nielsen, Hematoxilina-eosina, Giem~
sa o modificaciones de ellas (24,37,46,57,76). Existenvdos tin-
ciones que permiten observar al microorganismo a partir de te-
jido o exuda&o de los pacientes; éstas son:

Tincidn de plata de Dieterle.- Esta tincién no es especifica -

para la BEL; sin embargo en pacientes con evidencia clinica de -
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Legionelosis en cuyas muestras patoldgicas estédn las formas ca-
racteristicas de la bacteria que no pueden ser demostradas por
la tincidn de Gram, con esta técnica se tiene una gran evidencia
para el diagnéstico. Esta tincidn puede realizarse en todo; -
los fluidos del cuerpo, asi como en tejido fijado con formalina
o parafina y exgdadqs peritoneales de cobayos infectados. Se -
observa un nﬁmér6 variéble de pequefios bacilos obtusos o romosy
en ocasiones‘vaquolados;'de color café a negro contra un amari-
llo palido delvfondo, miaiendo 0.4 a 0.8 # m de ancho y 2'a 4 m
de largo.que raramente llega hasta arriba de 20 #m .; Jos -
microorgénismos se localizan en dareas y en gran numero dentro -
de c¢élulas necrdticas dé<alveéloé y bronquiolos afectados,

Se cree que la tincidén de plata de Dieterle es el método mas
sensible para demostrar‘a'la BEL en cortes histopatolﬁgicos;bla
modificacién efectuada por Wastthin-Starry da resulfadbs simila
res y se Qbserva que esta técnica requiere menos tiempo y es més
facil de realizar (24,37,57,85,111,1%6),

Tincidén de Giménez.- Esta tincién es Gtil en frotis de pulmén-
humano fijado al calor, en secciones de tejido congeladolo fija
do en formalina, en material procedente de cobayo infgctado y -

en gaco vitelino de huevos embrionados, pero no es satisfactoria
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en tejido fijado en parafina_

Los bacilos que ée observan‘en frotis de saco vitelino fue-
ron de cé}é#i#éj§;5dé O.éa 0.4 m de ancho y generalmente 2 a
3 m de'lhrg§ éQé:édésiohglmenté‘ilega hasta 8 a 20 m de lar-
goj los’bordés de‘la bacteria'hormé;mgnte ng son paralelos y-
la parte final se observa frecuentém;nte en forma puntiaguda
( 24, 46,57, 59,85).

Por el método de Giemsa, en tejido tefiido se observentbaoi-
los cortos Gram-negativos, pero no hay coior de contraste en-
tre los componentes del tejidofy';é‘bacteria (37,59)

Se puede resumir quevgugpﬁo ;n'las muestras tomadas de los
pacientes no se obserygni&?ébobrganismos por técnicas de Gram
0o Giemsa y sblo la tin§¥5A dé‘piéta los tifie, se debe sospe =~
char la presencia dela7bE£ , especialmente si los hallazgos-
clinicos y patolégicos son coincidentes con‘la~;nfermedad.
Pruebas hioquimicas,

la bacteria de la enfermedad dé los Legionarios muestra po
cas reacciones bloquimicas positivas, que puedan usafse para -
su identificacilén

Con excepclén de la utilizacién del almidén, la bacteria -

no emplea carbohidratos; sin embargo, s{ lo hace con los amino
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dcidos como su mejor fuente de energia y carbdn,.
, ,

Glu-~|Lac-|Gas | H,S | Indol|Movi-~|Urea |Cata-{0xi-|Licua
2 .
cosal tosa lidad lasa jdasa|la go_
latina]
L.peumophila - - - - - + + + + +

Reduce nitrito a nitrato, aunque en esto hay controversia,
se toma como valido el Ultimo dato reportado, Posee una lacta-

masa e hidrolisa el hipurato de sodio (75 , 76 ).

El perfil enzimético de L.pneumophilé tambiénnﬁiéne apIica-
cidén ya que por medio‘de‘reaCCiones enziméticas)ég-puédén iden-
tificar lbs‘serogfuposf ‘Presepta aminbpéptidaséérC§hvactividad
contra: Lea;gninq; L-afginiha, L-ac.‘asQértipo, L—gistina, L-ac.
glﬁtamicé;kp-ﬁistidina, L;isoleucina, L—lisina, L—metionina , -
L«fenil alanina, L-triptofano, L-tirosina y L-valina, también.s
posée.actiyidéd dg;égtearasa, pero .no.de 1ipgsa;aée~det99xarqn=
.fosfatasésjén“un intervalo-dé‘pﬂ de 4.5 a 8.5,

Uniendo las anteriores pruebas a métodos mds sofisticados, -

como la composicién de dcidos grasos y del DNA, se puede identi

ficar plenamente a L,pneumophila (19,37,42,57,75;76,85;120,123,

127 ).

Pruebas inmunolégicas

— e St e et e

Con el fin de una identificacién completa.y segura de L.pneu

mophila , se han realizado estudios con diversas técnicas inmuno
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légicas encontrédndose la existencia de varios grupos serolégi -

cos de dicha bacteria.

Inmunofluorescencia directa

TABLA N° 16"Cepas-de'L.pneumophiig prObadas por inmunofluéres-

cencia directa con el conjugado Chicago 2 ( sero -

grupo 6)

(113).

serogrupo 1

Serogrupo 2

Serogrupo 3

Serogrupo 4

Serogrupo 5

Serogrupo

Philadel- Togus 1 Bloomington|Los angeles|Dallas 1 Chicago 2

phia 1 1 1

Knoxville 1] Atlanta 1 Burlington |Baltimore 2|Dallas 2 Chicago 3

i)

Bellingham | Atlanta 2 Detroit 5 SRP 20 Dallas 3 Chicago 4
1

Flint 1 Atlanta 4 SRP 22 Burling- Houston 2

ton 1

Albugquer - |Macon 1 SRP 23 Cambridge Oxford 1

que 1 : 2

Burlinton York 1 SRP 26 Bethesda
1 1

Esta prueba se ha realizado en esputo, aspirado transtraqueal,

bronquial,.pulmbﬁar, fluidos pleurales y muestras de tejidos. -

Se considera como poéitiva en fluidos‘del»tracto'rESpiratorio -

cuando se observan mas de 8 bacterias por campo y en tejido ¢ s

cuando .

172, 178,

Cherry y colaboradores

182

).

( 27)

han

existen al menos 25 (21, 27, 39,,57, 97, 115, 156, 163,

evaluado la especiflicidad-
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del conjugado que se utiliza en esta prueba contra 374 cepas-
representantes de 25 géneros y 59 especies y no establecen -

evidencia de reactividad cruzada, excepto con Pseudomona fluo-

resens.

Segin losvéétudios‘realizados por Fraser y Mchsdev(57),'gn
70% de los pgéiéntés resultan positivos y los errores en la -
apreciagiéhfpaéépgn ser'poco.frecuentes.
InmunofluqrégééECia‘Iﬁdirecta (IFI).

Esta‘pruébAJQS'la més comﬁhmenfe’usada para la pbfgnC%énﬁde
diagnéstico réfrospectivo de la enfermedad de los Fégiogarioé.
Se considéra como resultado positivo aquelios auﬁeh#oé~eniti£u
lo s de ahticuerbos de cuatpo veées‘o'més entre la faée aguda
y la convaleciente.

La eépécifié%dad del prgcedimiento se presenta'satisfgcto;
ria, aunque‘ellaumento de cuatro veces o mas en elvtitulo por

IF1 contra L.pneumophila se ha observado en pacientés con psitta

cosis, plaga, Tularemia y leptospirosis; tales aumentos en el

titulo se puede postular que son el resultado de antigenos de

et e e T P s . e ptnt e e S fr

y Leptospira interrogans, no reaccionan cruzadamente con la
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bacteria de la ¢nferm§dad de loskLegidnarios ( 21, 27, 57, 99,
102, 111, 137, 163, l73,»175,’176 ). ‘ASi Wilkinson y qolaborg
dores (173)kprepararon ”gh,inmgnoabsorbente‘con la cepa de'E;gg
1i i013: K 92 : HA dué bl6gue§‘la;mayoriade anticuerpos de -
reaccidn éruzada contfa unanran.vériedad de bactérias_ébéﬁ-nega
tivas.

Microaglutingcién' (MAJj’

Farshy.j'céléﬁbraag}éév(50) déméétfab§ﬁ~qu¢ lé-pruéba de mi
croaglutinaciénidéteéta titulos élevad051en 97;2%’dé éuefo§ de-
pacientes;coﬁ'Légionelosis confirméda;‘ El limite §ugefiqf§§§l—
titulo norﬁal se establecié en 1%8; sinembérgo?féﬁéﬁﬁé‘léiﬁfug

ba se aplica a una sola muestra, un titulo de 1:32 se considera

indicativo de infeccién con L. pneumophila , no necesariamente-
enfermedad (92). Collins y colaboradores (30) fijaron el 1lfimi-
te mds bajo del titulo bositivo, indicando una infeccién pasada

o presente de Legionelosis como 1:64.

Se encontrd que el antigeno de Pseudomona pseudomellei da -

reaccién cruzada con L. pneumophila (93).

sta prueba mide predominantemente inmunoglobulina de tipo-
M ( 30, 44, 49, 50, 62, 92, 93, 142, 145, 172, 174 ).

lLas pruebas anteriores son las que mas se utilizan en la -
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identificacidén de la bacteria de la enfermedad de los Legiona-

¥

rios; pero existen otras técnicas que se estén desarrqllando,
como pér‘ejemplb:

La prueba ELISA.- La cual detecta antigeno solublé ghﬂﬁu¢$ﬁras
de orina y esputo que se;obtiehen generalmgnté sin'necesidad;de
procedimie§tgs ihyasivos:(lo}‘ség 57},146,*160;-;82),
Innunodifu§§6h15§ﬁbi§€r LSbhian6fyfbéléﬁqﬁédQéesfi4é) usan es-

y obsBrVépfﬁﬁgjcgrfeLé@@éh,délfga,b%chn'la prueba de

inmunofxgg Téﬁéﬁgfé ipqir¢qta._1‘
Hemaglut;ﬁédféﬁ,pasiyéf‘Ligdson‘y colaboradores - (44) ﬁeéfizén -
este méf§dq:y‘ld‘cohpafan;boh‘inmunofluoresceﬁciéviﬁdird@éa;ob-
servando que‘es una técnf&g'més simplg,vfépid§ y eé5é6;fi§5;
Mangiafico y colgborédorés (ld7)'g ¢mp1éan ;¥una:prera -
inversa a 1a_hemag1utinacién pééiva detéétaﬁ 0.0QIaﬁg/mi é 0.0-
002 4bg/ml de antigeno total; llegaﬁ é la conclusidén de que posi
blemente el antigeno en sangre es enmascarado por el anticuerpo
la mayor partevdel tiémpo, lo que impide que se pueda detectar.
Lo ‘anterior se comprobé por el estudio realizado por Tilton

(160) y Berdal y colaboradores (10) quienes opinan que el anti-

geno de ngionélla pneumophila es excretado en la orina de in-

dividuos infectados.
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Comentarios de las pruebas

La identificacién de L.pneumophila por pruebas serolégicas

se ha complicado por los recientes hallazgos de serogrupos de

esta bacteria, de tal modo que cualquier miembr; de estos gru
pos puede desencadenar la infep?iﬁn,'de ahf la necesidad de -
examinar losfsugboé dé[loSiéﬁfe?ﬁés‘frenfe'a anticuerpos repre
sentativos de gada‘grupo.  fFf

La prﬁgﬁa‘IFD perMité‘eibfépido diagnéstico en los com}fn;
208 dql.éfoceso ihfeccioso, ya qué se puede realizar»en‘espﬁto
u otras gecreciones réspi:atorias, en comparacién con la IFI que
es una fécnicay@ue dgferﬁina‘ihfeccién pasada, ya que por lo -
general se'ha‘vistOjQQé‘ég léfsegunda seména de la enfermédad
se aprecian'condentfaciénésféleyadaa de‘antichnpoé en el 50%
de los pacientes estﬁdiadpé,:aunQué exist§n ajguﬁos casos (a-
proximadamente 15%), queAnﬁ p:eéentan anti§§§rpbé sino hasta
la sexta semana de enferm;dad;no siéhdo ﬁfil esta técnica para
el diagnéstico*hédiéo siﬁo péra un estudio”epidemiolégico.

Crecimlento en Cultivo de Tejidos.

Con ayuda del microscopio electr6nico se han observado for

mas de L.pnoumophila dividiéndose dentro de macrdfagos human-

representa multipllicacidn {ntrececlular de la bucteria o fagocitosls
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de microorganismos en proceso de divigidén. . Para comprobar si

L. pneumophila puede crécér‘intracelularmente, Wong y colabora-

dores (179) inocularon cultivos de células de pulmén h@manc;no

especializado para fagocitosis y midieron el crecimiento bacte-

riano odﬁ%%idé%g%@;Qéivamente Q9ntro de ias~céluias,huésbb¢;'—
encontraﬁéézgfégfﬁﬁégéq'agyp}§rd§rgan£sm6$ e incluyeﬁdd?hﬁ?has
formas é;iaiyiséﬁfdégﬁ;éféé<fi§roblas£bs( esto se obsefvé}{por
microééppiéi&e igél} élébtréﬁiqa,;la multiplicacidn ihttgéelular
de la babfér;a_ég démosﬁré por el aumento progrgsivo;en ia:cueg
ta de coléaiaéLgaCterianas del extracto del cultivo dg:fibfo--
blastos infectados, en e} cuai_la multiplicacidn exﬁrgéeiulafn

se ha eliminado por. una concentracién bactericida de antibiéti

co. Es evidehtgfque L. pneumcphila puede desarrollarséiep‘qn -
medio ambiénﬁeiinéracelular,verificado con el estu616 ;§§%iza_

do por Daisy y'colaboradores {32) con cultivps de e%fé;bé¢t§fia
sobre monocapaskde tejido de MRC-é, Hela; Hep'z_y“qéiQia%fM;Coy,

obteniéndose reproduccién intracelular de esta bactéhiay
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4, - Tratamiento

Coq base a los resultados vistos en la epidemia de Phila-
delphia, en la,cual\ios.pacientes tratados con eritromiqina Yy
tetraciclina presentaron una mortalidad més bgja qué1i6§‘gnfe5
mos a qgienes se les prescribid qefalotﬁﬁa, eé?efbidéé;“émino_

glicésidos, cloranfenicol, ampicilina y péniéilina (38), se -

s St e e e e e s b i Bt

ver la susceptibilidad de E.pneugophilé fréhtea_ldsi%gehtes
antimicrobianos.

colaboradores {(158), por el método de dilucidn eﬁ agaruqon 22
agentes antimicrobianbs frente a dicha bactgpia.‘compfgndio -

el estudio de seis gepas, cuatrovde la épidemia{dg Philédelphia,
una de Flint, Mich. y la otra de la epidemia‘dé‘Pontiac.fSe -

observé que la bacteria era sensible a los antibidticos méds -
cominmente usados, llegando a la conclusidén de que el agente -

mas activo resultd ser la rifampicina a una concentracidén mini
ma inhibitoria (MIC) de 50.01/%/m1 por microorganismo. Coﬁ base
en las MIC, los microorganismos pueden ser susceptibles a rifam
picina, cefoxin, eritromicina, aminoglicdésidos, minociclina, do-
xiclinas, cloramfenicol vy ﬁu1fametoxazo1e~trimetropim (propor-

clion 19:1}; de sengibilidad intermedia a la tetraciclina, meti
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cilina, cefamandol, cefal@tiné, C1indamiciﬁa y resistentes a -

vancomicina (ver TABLANf 17).

TABLA N° 17 Cbncehtfaciégfmihimé‘inhibitoria de 22 agentes an
timichdﬁianos‘frente é seis cepas de la bacteria-

productora de la enfermedad de los Legionarios(158).

MIC (_#g/ml) por organismo b
Agentes antimicro 1@ 2 3 4 5 - 6 GM
bianos
Penicilina 2.0 2.0 ]1.0 1.0 2.0 0.5 1.30
Ampicilina 1.0]11.0 j1.0 1.0 2.0 0.25] 0.90
Carbenicilina 4,01 4.0 |2.0 4,0 4.0 - 0.5 2.60
Meticilina 8.018.0 14.0 4.0 8.0 1.0 4.80
Cefalotina 16,0 18,0 (4.0 (32,0 |32.0} 32.0 16.0
Cefamandole 16,0 16.0 8.0 4,0 116.0 4.0 9.60
Cefoxin 0.25 0.12|0.12} 0.12] 0.12f 0.06} O0.,12
Amixacina 0.510.5 [0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Gentamicina 0.5 0.12(0.25| 0.,12| 0.12{ 0.251 0.20
Canamicina 2.0 (1.0 j2.0 2.0 1.0 0.5 1.30
Estreptomicina 2,01 1.0 |2.0 1.0 1.0 1.0 1.30
Tobramicina 0.5]0.25|0.5 0.5 0.25 0.25]| 0.36
Eritromicina 0,25 0.12{0.12| 0.12; 0.5 0.12} 0.18
Clindamicina 8.0 16.0 (4.0 4,0 8.0 8.0 7.2
Cloramfenicol 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.50
Tetraciclina 8.018.0 /4.0 4.0 4.0 4.0 5.2
Minociclina 0.5 0.5 {0.5 0.25] 0.25 0.5 0.43
Doxiciclina 1.0({1.0 |1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Rifampicina -0.01+0,0140.,01(-0,01{-0.01] -0.01|-0.01
Vancomicina 32.0 B2.0 |32.0]16.0 |32.0 |]16.0 [32.0
Colistin 4,01 4.0 4.0 2.0 4.0 4.0 3.6
Sulfametoxazole- 4.8/| 4.8/14.8/| 4.8/ 4.8/, 4.8/} 4.8/
trimetoprin S 0.25 0.25(0.25] 0.25) 0.25] 0.25] 0.25

a Del 1 al 4 son cepas aisladas de la epidemia de Philadelphia
de 1976, el N° 5 es de Flint, Mich., la N de la epidemia de-
Pontiac Michigan, 1968.
b Media geometrica,

Se observa en la Ltabla anterior que las cépas de la epide-

mia de Philadelphia y la de Flint, MLch. son similares en sus-

ceptibilidad, y que la cepa de Pontiac es mas susceptible a -
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las penicilinas.

D el L e T

En los.estﬂdiéé,in&vivo‘realizados por Lewis y WJL} Traker

(104) en embr snes: de'pollo frente a 10~antibibtiQQS’uéaddb'cg

pas de Philadglphia;;se vio claramente que La‘rifémpidina‘fhg
el més efectiY@,jya‘quéfpreviho la muerte‘del embrién. con la -

minima cantidédzdéﬁéﬁtibiéﬁiéc,>La eritromicina, que se consi-

deraba la més eficierte contra la bacteria, en esta prueba re-

thénté,dgéflafrifampibina , la gentamicina y

sulté ser menos’

la estreptomicina’(104). La sulfadiacina y el cloramfenicol -

fueron tdda&iﬁ‘ﬁéaﬁéTeficaces.que la efitromiciné;y se‘bequi-
rié mayor’cégtidaddefcefalOtina para Ia;pfoteccién cbmpiétg -
del embriédn, :

Asi se liegaroq a‘encontrar las seis drogas méé éfectivés—
que protegiér§ﬁ‘de~Iébﬁuértebé los embriones, éuandorla‘dOSié-,
se administrd 2 a 3 dias después de la infeccién; la rifambiéi—
na y la eritromicina fﬁeron'losvmés activos cuand§~serles dié.
una dosis simplé deépuéé‘de‘72 horas de la‘infecéién.

Se realizaron también pruebas en cobayos con éeis agentes -
antimigrobianos (36). Para e€llo se inoculd por via intraperito

neal el agente causal de la enfermedad de los Legionarios, ini-

ciandose la terapia cuando los anlmales presentaron temperatu -



104

ras entre 37.7°C a 40,0°C, Se observé‘mayor supervivencia en
los grupbéjlﬁfatadgs éon eritromicina y rifampicina qué a los
que se 1§é administr6 otros antibidticos, viéndose que lé ri-
fampicina era mésiefectiva que el cloramfenicol y la penicili

na , y que la eritpomicina era mas activa gue la tetraciclina

y la gentamiding.'ﬁﬁ‘éficacia de la eritromicina y la rifampji
cina en el pad#diﬁtéﬁto causado en cobayos fue del 100% para-

prevenir la muerte entre los animales que habfian recibido an-

tibidti cdf;; .

Se hiz§ﬁ0trbf§}périmenfo adicional utilizando cinco antibié
ticos (lé#)fén4§ﬁ%ﬁélé5 infectados con una dosis letai;;el tra
tamientof?éhénié;ﬁgépgésde la presencia de los signosfclipi -
cos de la énfermédaa.

La droga més efectiva.fue el clorhidrato de monociciiqa‘qon
una proporcidén de supervivencia del 50%; las dﬁras'subétgnéiaé

resultaron menos efectivas,

Existe una pequefia correlacién en estudios de susceptibili

s e b et 4 e s P L T

esencialmente ineficaces in vivo; sdlo la eritromicina y la -

rifampicina mostraron iguales resultados in vivo e in vitro,
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Se encuentra que los datos in vivo se correlacionan bien -
con la respuesta clinica-en el hombre. Asi, en la epidemié de
Philadelphia y en la de Vermont, el tratamiento con eritromi-

cina fue .muy favorable, como también lo fue en los casos 50S-

pechosos defLégiShéiéSié'de los pacientes del HoSpital "Vete-

rans Wadéﬁ@f?ﬁ*Adh&ﬁféffgfionn , quienes gracias alvtfétamieg

En loé?pégiédﬁés;aqdﬁiénes'no se les administré eritromici—
na, la eﬁferméaéa551g€iéaa§énzando; s6lo uno de ellos respon -
dié frente a aitas~d§é;§ de ampicilina (01), éon otros,énfgr -
mos se utilizé‘pénidiiiha,'cafbenicilina, oxacilina, gapfémici
na vy clindamicina siﬁ’bresentar mejoria,

La terapia con eritromicina puede ser oral o intravenosa |,
pero existe controvgrsiafen esto, ya que Saravolats y co}ab¢;
radores (138) mencionan que existen bajos niveles de éfitf@mi
cina en pacientes con Legionelosis, cuando la terapia Se admi~-
nistrdo por via oral y que inclusive uno de los enfermos que se
hallaba tomando eritromicina oral por otro padecimiento, desa
rrollé la enferméedad de los Legionarios. Sin embargo, Kirby y
colaboradores (91)‘no piensan que la eritromicina intravénpga

sea necesaria para el tratamiento. 5S¢ ha visto que cuando se -~
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administra a los pacientes la terapia por via oral, se nota -

mejoria subjetiva en todos los casos dentro de las 12 a 36 pri
meras horas ( promedio 24‘h0ras) retornando la temperatura a-

lo normal en un-pfomedio de 2.4 dias ( rango de 1 a 6 dias);-

en el gfﬁp§ é§;§icﬁa1‘lé administracipn fue intravenosa se -

noté méjéfﬁai%éﬁwdﬁvpfémédio'de 40 horas ( rango d¢:24 a 96)

y la tembé#§¥§;ékf§foégéia lo normal en un gfémégio de 6.8 -

dias ( péﬁgéﬁdgilfa‘lS dias) (91).

La dégis iﬁtravenosé'que se recomienda es de 2 a 4: g dia—
riamente{yriégoral de 2 g diariamente(137). El promedio’dé du-
racién déjlévtgrapia con este antibidtico fue de 16 dias,.égn-
que se,reaoﬁiendquue.el tratamiento se extienda durante. tres
semanas; En~pa§ientes inmunocomprometidos, la medicacién oral
no ha dgdo bQép9s réSultados, siendo necesario cambiabaaua;in_
travenosét(lSﬁ); 

Cuandoiéxista qha respuesta lenta a eritromicina, o en el
caso de presencia de abscesos pulmonares, se puede édiCionar{

rifampicina (72).
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5.~ Comentarios.

La bacteria Legionella pneumophila es un bacilo Gram-negati

vo, causante de neumonia humana y de infecciones sistémicésiil

Es un patdégeno facultativo intracelular, el cual se”pépfg;
duce en el interior de los monocitos de sangre humgng,»méé?ﬁfé
gos alveolares e in vitro en cuitivos de tejido.

En el iqicig‘Qel déscﬁbrimiento de- esta bacteria se pfésen;
taron vario§ pp§b1ema$ en su aislaﬁiento debido a la dificul -
tad de crgciﬁiento en medios bacteriolégicos comunes, por lo -
que fue necesgrio ;ééliéar una‘serie de estudios a este respec
to, hasta que en éeptiémbre’de 1979 se encontrd Que se podia -
obtener un aislamiento‘directo a partir de muestras clinicas -
en agar extracto de'levédura carbén como medio de rutina; a -
partir de mayo de 1980 avla fecha se recomienda‘que a este me
dio se le adicione un antibiotico y colorantes para mejor ob-
tencidén dg dicha bacteria (152, 175).

En general, esga_bacteriq se ha encontrado en diversos lu-.
gares ecoldgicos los cuales,pueden ser : tierra hﬁmedq,;eétég
ques, sistemas de aire gcondicionado, torres de enffiamiéﬁfq,'

equipos de hospital, en caflerias, agua potable y no potablé,:f

.
. v

lagos, y rios.
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En el mundo se han localizado‘diversos casos patoldgicos,
pero no existe un patrdn geografico a este respecto; en Mexico
ne se ha reportado la existencia de este padecimiento.

Su trasmisién se efectﬁabprincipalmente por medios natgra-
les, como‘corrientés.de aire y también por mecanismos}gftifi—
ciales, como son bésicamente_ios sistemas.de,airéW§C§ﬁdi§iohg
do, obserV?ndose'la propagacidén por aerosoles, Eétadiéfigéh@g
te existe un gran nimero de casos de Legionelosis'én hdgp?tgf
les, en ho#eles y edificios,ven donde comﬁnmen£e s§ utiiiégl_
este tipd ae instalaciones.

Es importante considerar que no sé ha encontrado gn‘cbpté-
gio de persona a persona, ohbservandose gue aquellos indi?idhgs
con un sistema inmunocomprometido presentan mayor suscéptibili
dad a esta enfermedad.

El tratamiento que se recomienda es el uso de eritromicina,
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